Funktionsanalyse des Saccharomyces cerevisiae
Proteins Fgyl und dessen Einfluss auf die heterologe
Expression der Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4

aus Saugetieren

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der
Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf

vorgelegt von
Dorthe Voss
aus Oberhausen

Dusseldorf 2005



Gedruckt mit der Genehmigung der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Referent: Prof. Dr. C. P. Hollenberg
1. Koreferent: Prof. Dr. H. Binemann
2. Koreferent: Prof. Dr. E. Boles

Tag der mundlichen Prifung: 12.04.2005



Inhaltsverzeichnis

1

1.1
1.2
1.2.1
1.2.2
1.2.3
1.2.4
1.3
1.4

2

2.1
2.1.1
2.1.2
213
214
2.2
2.3
24
2.5
2.6
2.7
2.8
2.8.1
2.8.2
2.9
2.9.1
29.2

EINICIUNG ... 1
Die Hefe Saccharomyces cerevisiae als heterologes Expressionssystem .1
Die Familie der GLUT-Glukosetransporter ..........ccccoovvveviiiiiiiiiieieeiiieeeeeee, 2

GLUTH1, ein Glukosetransporter aus Saugetieren...........ccccccceeeeeeeeeeennn, 5
Der GLUT4-Glukosetransporter aus Saugetieren...............ccceevvvvvvivnnnnnn. 6
Glukosetransportdefekte und davon abhangige Krankheiten ................. 7
Heterologe Expression von GLUT1 und GLUT4 in der Hefe................... 8
Erkenntnisse zum Fgy1-Protein aus S. cerevisiae............ccccceeeeeveveevrnnnnnn. 10
Ziel dieSer ArDeIt.........ooeiiiiiiiii e 12

Material und Methoden.............oooiiiiii e 13

Stamme UNd MEIEN..........eeiiiiiiiiii e 13
Escherichia coli-Stamme ... 13
Medien und Anzucht von E. COli.....coooiiiiiiiiiiiiiiiee e 13
S. Cerevisiae-Stamme ..o 13
Medien und Anzucht von Hefestammen............cccoooiiiiiniin, 16

Plasmide ........ooeiiiiiii e 17

GENDANK ... 19

Synthetische Oligonukleotide.............oooviiiiiiiiiii e, 19

ChemMiIKalIEN ... 24

BN ZY M e 25

LN g1 { (o] 1= (RPN 25

TransSformMation............oooii i 26
Transformation von E. COli...........cccuiiiiiiiiiie 26
Transformation VON S. CErevisSiae ...........ccccvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 26

Praparation VON DNA ... ..o 27
Isolierung von Plasmid-DNA aus E. COli ......ccooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 27

Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae............cccceeeeeeeeeeeeennnnnn. 27




293
2.10
2.10.1
2.10.2
2.10.3
2.11
212
213
2.14
2.15
2.16
217
2171

2.17.2

2.18
2.19
2.20
2.21
2.22
2.221
2222
2.23
2.24
2.25

2.26
2.27
2.28

Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae..........ccceeeeeeeeeeeeeennnnnnnn. 27
Enzymatische Modifikation vOn DNA ..., 28
DNA-RESIIKLON ... 28
Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten..............ccooeviiiiiiiiiieeeennnnnn. 28
(I To =1 (o o 1T 28
PCR-Amplifizierung von DNA ... 28
DNA-AUTEINIGUNG ... 29
Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten....................... 29
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen............cceeeeeeennnnnn. 29
Sequenzierung VON DNA ... e 30
IN-VItrO MULGQENESE ... e 30
Klonierung von Plasmiden Uber in-vivo Rekombination..............cccc.......... 30

Konstruktion eines Plasmids mit 1x HA-Epitop am 5’-Ende von

1 G TSP 31
Konstruktion von Plasmiden mit einer BamHI-Schnittstelle in
hydrophilen Bereichen von GLUT ... 31
Gen-Deletionen in' S. CEreviSiae ..........ccuuriiiiiieeiiiiiee e 32
Proteinpraparation der Membranfraktion .............cccccooiiiiiiiiiiic e, 33
Bestimmung der Wachstumsrate von S. cerevisiae...............cccccevvvvvnnnnnn. 33
Herstellung von Proteinextrakten aus S. cerevisiae...........cccccceeeeevvevnnnnnn. 34
Bestimmung der Proteinkonzentration...............ccooooieiiiii i 34
Bestimmung mit Mikrobiuret ..o, 34
Bestimmung mit Bradford ... 34
Endoglykosidase H-Behandlung von Proteinextrakten............................. 35
Zellfraktionierung durch Saccharosedichtegradientenzentrifugation......... 35

Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacryl-

AMIAGEIEN ... e eae 36
Nachweis von Proteinen Uber PonceauS-Farbung..........ccccooeeeviiiiinninnnnn. 36
Nachweis von Proteinen Uber Coomassie-Farbung............cccccceeevvverinnnnnn. 36

Nachweis von Proteinen Uber Silber-Farbung ..., 36




2.29

Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-Blot-Analyse .37

2.30  Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikorpern ..........ccccccceevvennen... 37
2.31  Messung von Enzymaktivitaten in S. cerevisiae ............ccccceeeeeieeveeiiiinnnnn. 38
2.31.1 Herstellung von Rohextrakten ..., 38
2.31.2 Bestimmung der sauren Phosphatase Aktivitat.............cccccovvvieien. 38
2.32  Extraktion von Phospholipiden aus Zellmembranen.............cccccceeeeennnn.o. 39
2.33  Dunnschichtchromatographie ...........ccoooiiiiiiiiiiii e 39
2.34  TNP-Prazipitation von Plasmamembran-Proteinen ..............cccccceeeeevnnnnn... 40
2.34.1 Herstellung eines Proteinextrakts aus der Plasmamembran................ 41
2.34.2 Immunprazipitation von TNP-modifizierten Plasmamembran-Proteinen41
2.35 Protein-Aufreinigung Uber “Tandem-Affinity-Purification” (TAP) ............... 42
2.35.1 Konstruktion des Stammes DVY.06 ... 42
2.35.2 Herstellung des Proteinextrakts.............coooiiiiiiiiiiiiee, 42
2.35.3 TAP-AUFEINIQUNG ..o e e e eeaenes 43
2354 Proteinkonzentrierung mittels TCA-Fallung .............ooovviiieieiieieeeeiin, 43
2.36  Kreuzung von Hefestammen, Tetradenanalyse und Bestimmung des

P aarUNG S YPS e 44
2.37  Phanotyp ,Microarray“-AnalySe ..........ccoeerimiuiiiiiieeeeeeeecie e 44
2.38  Mikroskopische Untersuchungen............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 44
3 ErgebniSSe ... 45
3.1 Nachweis der Lokalisierung von Fgy1 ........ooviiiiiiiiiiiccieeeeeee e, 45
3.1.1 Lokalisierung von Fgy1 mittels Saccharosedichtegradienten-

zentrifugation und Western-Blot-Analyse ...........ccccooovviiiiiiiiiiieieeeeeees 45

3.1.2 Bestimmung der intrazellularen Lokalisation von Fgy1-HA .................. 45
3.1.3 Lokalisierung von Fgy1 mittels GFP-Fusion............ccccoooeeiiiiiiceeee. 48
3.2 Vergleich zweier Hefestamme mittels Phanotyp-Microarrays................... 48
3.3 Untersuchung einer Funktion von Fgy1 bei der Lokalisierung von

Plasmamembranproteinen............ccooouiiiiiiiiii e 50
3.3.1 Untersuchungen zur Lokalisierung von GLUTT ........ccccoeiiiiiiiiiiiiiie, 50




3.3.1.1

3.3.1.2

3.3.2

3.4
3.4.1
3.4.2
3.5

3.6

3.6.1

3.6.1.1

3.6.1.2
3.6.1.3

3.6.2
3.7

3.8

3.8.1
3.9

3.10
3.10.1

Lokalisierung eines GLUT1-GFP Fusionsproteins im fgy1-1
Mutanten STamMM . ......ueii e

Gegenuberstellung der Lokalisierung von GLUT1 durch
Saccharosedichtegradientenzentrifugation .............ccccccceeeeiiiin,

Uberpriifung eines Einflusses von Fgy1 auf die Lokalisierung
VON IMAI3T L

Untersuchung eines Einflusses von Fgy1 auf den Phosphatsignalweg....
Konstruktion von PHO84-Deletionsstammen ...........ccccccvvvvvviiiieeenennnn.
Bestimmung der Enzymaktivitat der sauren Phosphatase ...................

Vergleich der Phospholipidzusammensetzung der Plasmamembran
mittels DUnnschichtchromatographie............cccoooooiiiiiicii,

Untersuchung einer Funktion von Fgy1 bei der Vesikelfusion mit der
Plasmamembran............ooo i

Untersuchung eines Einflusses von Fgy1 nach Deletion bzw.
Uberexpression des Gens auf die Temperatursensitivitat von sec-
mutanten Hefestammen ...

Deletion von FGY1 in sec-Mutanten Hefestammen .........................
Klonierung eines FGY1-Uberexpressionsplasmids ............c..cco........

Durchfiihrung von Tropftests zur Uberpriifung des Wachstums bei
unterschiedlichen Temperaturen.............cccoooee i

Lokalisierung von GLUT1-GFP in sec-Mutanten Stammen..................

Suche nach Interaktionspartnern von Fgy1 mittels ,Tandem-Affinity-
PURICAtioN”..... ..

Suche nach GLUT1-aktivierenden Mutanten mit einer
TransposSONgENDANK ........ccoviiiiieie e

Deletion von HTAL UNA CTRO ...t

Vergleich der Expression von GLUT1 in verschiedenen S. cerevisiae

Topologische Untersuchungen zur Struktur von GLUT1 ..........c.coooooeee.

Integration der Suc2-Reporterkassette in hydrophile Bereiche von




3.10.2 Analyse des Glykosylierungszustandes der GLUT1-Suc2 Proteine

durch Western-Blot-Analyse..........cooooeiiiiiiiiii e, 83

3.11  Lokalisierung von GLUT1 mittels TNP-Prazipitation................cccccovnnnnnen. 84

3.12  Test auf Funktionalitat von GLUTT ..o 86

3.13  In-vitro Mutagenese in GLUT4........cooo i 88

3.13.1 Klonierung eines Plasmids mit in-vitro Mutagenese in GLUT4.............. 89

3.13.2  Uberpriifung der Funktionalitat von GLUT4Y®"M . 91
3.14  Untersuchung des Einflusses einer erg6-Deletion auf die Aktivitat von

GLUTT UNA GLUTA ...ttt 92

3.14.1 Konstruktion eines erg6-Deletionsstammes ............cccooooeviviiiiiiieeeenn. 93

3.14.2 Untersuchung des Wachstumsverhaltens des
erg6-Deletionsstammes.........coooooiiiii 94

3.15  Uberpriifung eines Effekts von rsp5-Mutanten auf die Aktivitét von

GLUT1 und GLUT4 in S. CEIeVISIAE ......uuviiiiiiieeiiiiiiiiie e 96

3.15.1 Klonierung einer loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette in den
Promotorbereich von RSPS.........cooo 97
3.16.2 Wachstumstests der Stdmme DVY.07 und DVY.08 ........coooiiiiiieennnn. 98
3.16.3 Deletion der C2-Domane von RSP5..........cooiiiiiiiiiiiieeeee e 100

3.154 Test der Aktivitat von GLUT1 und GLUT4 in dem Stamm DVY.09.....101

4 DISKUSSION ....ueiiiiiiiii e 102
4.1 Lokalisierung von FQy T ... 102
4.2 Untersuchungen zur Identifizierung einer Funktion von Fgy1................. 104
4.2.1 Einfluss von Fgy1 auf den Transport von Plasmamembranproteinen 104
4.2.2 Untersuchung eines Einflusses bei der Integration von Membran-

proteinen in die Plasmamembran ..............cccoooiiiiiiiiie e 105
4.2.3 Analyse einer Funktion von Fgy1 im PHO-Signalweg ........................ 110
4.2.4 Versuch einer Identifizierung der Funktion von Fgy1 Uber bekannte

Funktionen anderer Proteine .............cccvvviviiiiiiiiiiiiieeeeee 113
4.3 Untersuchungen zur Klarung der funktionellen Expression der

heterologen Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 in Hefe.................. 116




4.3.1

4.3.2
4.3.3
43.4

4.3.5

4.4

Versuch des Nachweises der topologischen Struktur von GLUT1 in

Hefe o 116
Rekonstitution von GLUT1 in Liposomen und Test auf Funktionalitat 116
Test der Aktivitat von GLUT4Y% ™M e 117
Effekt einer erg6-Deletion auf die Funktionalitat von GLUT1 bzw.
GLUTA ettt e e e e e e e e e eeeaaeeeean 118
Einfluss von Endocytose-defekten rsp5-Mutanten auf die Aktivitat
von GLUT1 UNd GLUTA ... 122
Modell einer Funktion von Fgy1 beruhend auf bisherigen Erkenntnissen125
ZUSaMMENTASSUNG .....ccvvuiiieiiiiie e 128
ANNANG .. 129
Datenblatt zu den Ergebnissen der Phanotyp-Microarrays..................... 129
Literaturverzeichnis ..o 130
AbKUrzuUNgSVerzeiChnis ..........ccoveiviiiiii e 142




Einleitung Seite 1

1 EINLEITUNG

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae wird schon seit Jahrhunderten fur die
Herstellung von Bier, Wein und Backwaren eingesetzt. Dabei spielt die
Eigenschaft der Hefe, verschiedene Zucker, besonders die Glukose, vollstandig zu
Ethanol und Kohlenstoffdioxid umsetzen zu kénnen, eine entscheidende Rolle. Die
Fahigkeit Glukose und andere Zucker aufzunehmen und sie dann zur Gewinnung
von Energie in Form von ATP zu nutzen, bedeutet fir viele Organismen von
einfachen Bakterien bis hin zu eukaryontischen Zellen der Saugetiere, also auch
des Menschen, ihr Wachstum und Uberleben zu sichern. Im Verlauf der Evolution
entwickelten sich unterschiedliche Mechanismen zum Transport der hydrophilen
Zuckermolekule tber die hydrophobe Lipiddoppelschicht der Plasmamembram ins
Lumen einer Zelle. Dazu gehdéren z.B. Protonen-Symport-Systeme oder das
Phosphotransferase-System bei Bakterien bzw. Na’-Glukose-Kotransporter oder
Systeme mit erleichterter Diffusion in Eukaryonten (Saier, 2000; Walmsley et al.,
1998).

Die Hefe S. cerevisiae ist auch in der Forschung von gro3em Nutzen. Zur
Erforschung grundlegender Stoffwechselvorgange und zur Lésung medizinischer
Probleme wird sie vermehrt als Modellorganismus eingesetzt.

1.1 Die Hefe Saccharomyces cerevisiae als heterologes
Expressionssystem

Im Jahr 1996 wurde das Projekt zur Sequenzierung des Genoms der Hefe S.
cerevisiae erfolgreich abgeschlossen (Goffeau et al., 1996). Das relativ kleine,
haploide Genom von 1,2x10” Basenpaaren umfasst ca. 6000 offene Leserahmen
verteilt auf 16 Chromosomen. Die geringe GrofRe des nun bekannten Genoms,
sowie dessen einfache Manipulierbarkeit, aber auch die einfache und
kostengunstige Kultivierung machen die Hefe zu einem idealen System zur
Expression heterologer Proteine um diese in ihren Funktionen genauer
charakterisieren und analysieren zu kdnnen. Von Vorteil ist zudem, dass sich viele
grundlegende Mechanismen der Hefe in Bezug auf Wachstumskontrolle oder auch
Kohlenstoffmetabolismus auf hohere Eukaryonten Ubertragen lassen. Heute steht
schon eine Vielzahl von Mutanten mit Defekten im Transport von z.B.
Aminosauren zur Verfugung, die zur Untersuchung heterologer Transportproteine
in Hefe eingesetzt werden kdnnen. Durch Einfuhren weiterer Gendeletionen in das
Hefegenom kann die Hintergrundaktivitat haufig reduziert oder ganz unterdrickt
werden.
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Um die Mdglichkeit zu erhalten Hexosetransporter in Hefe zu untersuchen war im
Rahmen einer fruheren Arbeit ein Hefestamm konstruiert worden, bei dem alle
Gene der endogenen, glukosetransportierenden Proteine der Hefe deletiert
worden waren (Wieczorke et al., 1999). Dazu gehdrten die Hexosetransporter
Hxt1-17, der Galaktosetransporter Gal2 und auflerdem drei Mitglieder der
Maltosepermease-Familie Agt1, Mph2 und Mph3. Dieser komplette hxt-null
Stamm EBY.VW4000 konnte nicht nur zur besseren Charakterisierung einzelner
Hxt-Proteine eingesetzt werden, sondern eignet sich auch zur Expression
heterologer Glukosetransporter in Hefe.

Immer mehr heterologe Proteine kdnnen funktionell in Hefe exprimiert werden.
Trotzdem treten auch hier weiterhin Probleme auf, die flir eine erfolgreiche
funktionelle Expression beseitigt werden mussen. Haufig sind heterologe
Transporterproteine aufgrund von Fehlfaltung oder unzureichender Modifikation
inaktiv oder werden in intrazellularen Kompartimenten zurtickgehalten (Kasahara
und Kasahara, 1996; 1997).

1.2 Die Familie der GLUT-Glukosetransporter

Der Prozess des Glukosetransports Uber die Lipiddoppelschicht der
Plasmamembran ins Zellinnere wird Uber spezielle integrale Membranproteine
ermdglicht. In Saugetierzellen erfolgt dieser Transfer Uber zwei unterschiedliche
Transportprotein-Familien. SGLT1 und SGLT2 gehoéren zu einer der Familien und
sind Na*-abhangige Glukose-Symporter (Hediger et al., 1989; Wells et al., 1993).
Ein drittes Mitglied dieser Familie, SGLT3, wurde erst kurzlich als Glukosesensor
charakterisiert (Diez-Sampedro et al., 2003).

Bei der zweiten Transportprotein-Familie handelt es sich um die GLUT-Proteine.
Die GLUT-Transporter der Saugetiere transportieren neben Glukose auch andere
Hexosen Uber erleichterte Diffusion passiv entlang eines
Konzentrationsgradienten. Sie gehdren ebenso wie die Hexosetransporter (Hxt)
der Hefe zu einer groflen Transporter-Superfamilie (MFS, ,major facilitator
superfamily“) (Baldwin, 1993; Marger und Saier, 1993; Mueckler, 1994). Mitglieder
dieser Superfamilie  zeichnen sich durch eine  Struktur von 12
Transmembranhelices mit  cytoplasmatisch  lokalisierten ~ Amino-  und
Carboxyltermini aus. Die GLUT-Proteine unterscheiden sich voneinander in ihren
Substratspezifitaten, durch ihre gewebe- und zellspezifische Expression, sowie
durch kinetische und regulatorische Eigenschaften, die ihre Funktionen
reflektieren. Bisher konnten 14 Mitglieder der GLUT-Proteinfamilie identifiziert und
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fur dreizehn von ihnen der Transport von Zuckermolekllen nachgewiesen werden.
In Tabelle 1 wurden die Verteilung und Funktionen der einzelnen GLUT-Proteine
zusammengefasst.

Tab. 1: Die Glukosetransport-Familie (GLUT) aus S&ugetieren. Ein tabellarischer Uberblick

Uber ihr Vorkommen in Geweben und ihre biologischen Funktionen im Organismus.

Bezeichnung

Distribution

Biologische Funktion

Referenz

GLUT1 hauptsachlich in Genereller basaler Mueckler et al., 1985;
Erythrozyten und Glukosetransport; Baldwin, 1993;
Gehirn; Plazenta Transport Uber Blut- Mueckler, 1994
Gewebe-Schranken
GLUT2 Leber, pankreatische Intestinale und renale Fukumoto et al., 1988;
B-Zellen, Niere, Absorption; pankreatische Baldwin, 1993;
Dinndarm und hepatische Kontrolle Mueckler, 1994; Wood
der Glukose-Homeostasis;  und Trayhurn, 2003
Transport von Glukose und
Fruktose
GLUT3 Neuronen im Gehirn Aufnahme aus dem Kayano et al., 1988;
cerebralen Fluid in Baldwin, 1993;
Parenchymzellen des Mueckler, 1994
Gehirns
GLUT4 Skelett- und Glukosetransport in Zellen Baldwin, 1993;
Herzmuskelzellen, insulin-sensitiver Gewebe Mueckler, 1994;
Adipozyten, Gehirn Rayner et al., 1994
GLUTS Dinndarm- Transport von Fruktose Kayano et al., 1990;
Schleimhaut, Hoden, Baldwin, 1993;
Niere Mueckler, 1994
GLUT6 Milz, Leukozyten, Niedrige Affinitat fir Doege et al., 2000a;
(GLUT9) Gehirn Glukose; besitzt di-Leucin Lisinski et al., 2001
Motif, das verantwortlich ist
fur intrazellulare
Lokalisation; bisher noch
kein Translokations-
stimulus identifiziert
GLUT7 Dunn-, Dickdarm, Transport von Fruktose und Li et al., 2004
Hoden, Prostata Glukose; hohe
Sequenzahnlichkeit zu
GLUTS
GLUTS haupséachlich in Hoch-affiner Doege et al., 2000b;
(GLUTX1) Hoden; geringe Anteile  Glukosetransporter; besitzt  Ibberson et al., 2000;
auch in Dinndarm, di-Leucin Motif wie GLUT6; Lisinski et al., 2001;
Skelettmuskeln und vermutlich reguliert Uber Zhao et al., 2004
Gehirn Stillhormone
GLUT9 Leber, Niere; geringe Vermutlich kritisch fir die Phay et al., 2000;

Anteile auch in
Plazenta, Leukozyten,
Lunge und Dinndarm

Praimplantationsent-
wicklung eines Embryos

Augustin et al., 2004;
Carayannopoulos et
al., 2004
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GLUT10 Skelettmuskeln, Herz,  Genlokalisation deutet auf Dawson et al., 2001;
Leber, Pankreas Funktion in Diabetes McVie-Wylie et al.,
mellitus Typ Il 2001
GLUT11 Herz- und Alternatives Spleifden Doege et al., 2001;
Skelettmuskeln (1); resultiert in 2 Isoformen: (1) Sasaki et al., 2001;
Leber, Lunge, kurze Form hat niedrige Wu et al., 2002
Luftréhre und Gehirn Affinitat fir Glukose, (2)
(2) transportiert Fruktose
GLUT12 Herz, Prostata, Transport von Glukose; Rogers et al., 2002;
Skelettmuskeln, involviert in 2003; Chandler et al.,
Adipozyten Gukoseaufnahme in 2003
Brustkrebs- und
Prostatakrebszellen
GLUT14 Hoden noch nicht geklart; Wu und Freeze, 2002
resultierte vermutlich aus
Duplikation von GLUT3, da
Identitat zu GLUT3 von
95%
HMIT Gehirn H’-gekoppelter Uldry et al., 2001

Inositoltransporter

Die GLUT-Proteine wurden inzwischen aufgrund von Sequenzahnlichkeiten und
charakteristischen Elementen in drei Subfamilien eingeteilt (Joost und Thorens,
2001; Joost et al., 2002; Wood und Trayhurn, 2003). Die Gruppe der Klasse |
Transporter besteht aus den Proteinen GLUT1 bis GLUT4 und GLUT14 (Abb. 1).
GLUT1-4 sind sehr gut charakterisiert und unterscheiden sich hauptsachlich durch
ihre Verteilung in verschiedenen Geweben. GLUT14 wurde wegen seiner 95%-
igen Identitat zu GLUT3 ebenfalls dieser Subfamilie zugeordnet (Scheepers et al.,
2004). Die Klasse Il Facilitatoren beinhalten den Fruktose-spezifischen
Transporter GLUTS und drei ihm verwandte Proteine GLUT7, GLUT9 und
GLUT11. Zur Klasse Ill zahlen neben GLUT6 auch GLUTS8, GLUT10, GLUT12 und
HMIT. Die Klasse Il GLUTs sind charakterisiert durch einen verkurzten
extrazellularen loop1. Zudem befindet sich die Glykosylierungsstelle nicht, wie bei
den anderen GLUT Proteinen, im ersten extrazellularen Bereich, sondern in loop9
(Joost und Thorens, 2001).



Einleitung Seite 5
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Abb. 1. Dendrogramm der Familie der humanen Glukosetransporter. Die GLUT-Proteine
werden in drei Subfamilien (Klasse |, Il, 1ll) eingeteilt entsprechend ihrer Sequenzahnlichkeiten und

charakteristischen Elemente.

Sequenzvergleiche aller 14 identifizierten GLUT-Transporter erlaubt neben der
allgemeinen Struktur von 12 Tansmembrandomanen die Festlegung weiterer
charakteristischer Zucker/Polyol-Signaturen: (1) sieben konservierte Glycinreste in
den Helices, (2) mehrere basische und saure Reste in intrazellularen Bereichen
der Proteine, (3) zwei konservierte Tryptophan- und (4) zwei konservierte
Tyrosinreste (Joost und Thorens, 2001).

1.2.1 GLUT1], ein Glukosetransporter aus Saugetieren

Die GLUT1-Isoform der Glukosetransporter aus Saugetieren wurde als erstes
Protein der GLUT-Familie 1977 von Kasahara und Hinkle aus humanen
Erythrozytenmembranen aufgereinigt. 1985 folgte die Klonierung und
Sequenzierung des Gens (Mueckler et al., 1985). GLUT1 vermittelt den
Glukosetransport in endo- und epithelialen Zellen, die Blut-Gewebe-Schranken
bilden (Takata et al., 1990), wie die Blut-Hirn-, Blut-Nerven- und auch Blut-Augen-
Schranken. Haupsachlich ist GLUT1 in Erythrozyten zu finden, wo es mit ca. 6%
der gesamten Membranproteinmenge am starksten vertreten ist (Allard und
Lienhard, 1985). GLUT1 hat nicht nur eine Transportfunktion in Zellen
Erwachsener, sondern ist besonders auch im Fotus flr den Transport von Glukose
in Geweben, wie Herz, Leber und Fett, und Uber die Plazenta verantwortlich
(Takata et al., 1990; Baldwin, 1993). Kinetische Untersuchungen von GLUT1
haben gezeigt, dass dieser Transporter durch eine breite Substratspezifitat
charakterisiert ist und neben Hexosen auch Pentosen transportiert. In zero-trans
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Aufnahmemessungen von Glukose in humanen Zellen durch GLUT1 wurde ein
Km-Wert ermittelt, der bei der physiologischen Temperatur von 37°C 7 mM betragt
und damit nahe der durchschnittlichen Blutzuckerkonzentration von 5 mM liegt
(Jacquez, 1984; Lowe und Walmsley, 1986). Uber GLUT1 wird die Zelle konstitutiv
mit Glukose versorgt und das Transporterprotein hat somit eine generelle Funktion
bei der Aufrechterhaltung eines basalen Levels von Glukose innerhalb der Zelle
(Baldwin, 1993; Mueckler, 1994).

1.2.2 Der GLUT4-Glukosetransporter aus Saugetieren

GLUT4 ist neben GLUT1 der wohl am besten charakterisierte Glukosetransporter
in Saugern und zeigt in seiner Sequenz eine 65%-ige ldentitdt zu GLUT1
(Baldwin, 1993). Bereits 1980 wurde publiziert, dass in Adipozyten der Ratte
Insulin die Translokation eines Glukosetransporters aus intrazellularen Vesikeln
zur Plasmamembran stimuliert (Cushman und Wardzala, 1980; Suzuki und Kono,
1980). Die Klonierung des Gens gelang 1988 bzw. 1989 mehreren voneinander
unabhangigen Arbeitsgruppen (James et al., 1988; Birnbaum, 1989; Kaestner et
al., 1989). Die Lokalisierung von GLUT4 konnte hauptsachlich in Geweben
nachgewiesen werden, in denen der Glukosetransport Gber Insulin reguliert wird.
Dies sind Adipozyten, Skelettmuskeln und das Herz (James et al., 1989).

In Abwesenheit von Insulin befindet sich die Mehrheit (>90%) der GLUT4-
Transporterproteine in intrazellularen Strukturen. In diesen Zellen ist die Rate der
GLUT4-Exozytose 10-fach langsamer als die des konstitutiv zwischen der
Plasmamembran und intrazellularen Vesikeln zirkulierenden Transferrin-Rezeptors
(Tfr) (Tanner und Lienhard, 1984; Holman et al., 1994). Es konnten verschiedene
GLUT4-beinhaltende Vesikelpopulationen identifiziert werden. Eine besteht aus
endosomalen Vesikeln und Strukturen des trans-Golgi-Netzwerks. GLUT4 scheint
sich hier in einem standigen Kreislauf zu bewegen (Bryant et al., 2002; Karylowski
et al.,, 2004) Bei der zweiten handelt es sich um spezielle GLUT4 Vorratsvesikel
(GSV, ,GLUT4 storage vesicle), die nach Insulinstimulation direkt zur
Plasmamembran transloziert werden (Kandror und Pilch, 1996; Hashiramoto und
James, 2000; Ramm et al., 2000). Insulin verursacht einen ca. 10-fachen Anstieg
der GLUT4-Exozytose bei gleichzeitigem Abfall der GLUT4-Endozytoserate
(Satoh et al., 1993; Lee et al.,, 2000). Die Translokation von GLUT4 zur
Plasmamembran ist das Resultat zweier voneinander unabhangiger Signalwege,
die nach Bindung von Insulin an seinen Rezeptor ausgeldst werden. Neben dem
P13-Kinase-Signalweg wurde noch ein CAP/Cbl abhangiger Signalweg identifiziert
(Khan und Pessin, 2002). In Skelettmuskeln konnte auch nachgewiesen werden,
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dass GLUT4 unabhangig von |Insulin durch Muskelkontraktionen zur
Plasmamembran transloziert werden kann (Lund et al., 1995).

1.2.3 Glukosetransportdefekte und davon abhangige Krankheiten

Glukose ist die Hauptenergiequelle in heterotrophen Organismen und spielt daher
eine zentrale Rolle im Metabolismus und bei der zellularen Homdostase. Gewebe,
wie das Gehirn, bendtigen eine konstante Zufuhr von Glukose um ihre Funktionen
erfillen zu koénnen. Eine zu geringe Glukosekonzentration kann zu plétzlichen
Anfallen, Bewusstlosigkeit und auch irreparabelen Zellschaden flihren (Scheepers
et al., 2004).

Primare Glukosetransportdefekte scheinen jedoch nur sehr selten aufzutreten. Ein
Grund dafir konnte einfach die Tatsache reflektieren, dass eine komplette
Defizienz des Glukosetransports mit einer normalen Entwicklung eines
Organismus inkompatibel ist (Brown, 2000). Trotzdem konnten bisher einige
Erkrankungen auf Defizienzen im Transport von Glukose zurickgefuhrt werden.

Das Fanconi-Bickel Syndrom wurde 1949 zum ersten Mal beschrieben und stellt
damit eine der ersten entdeckten Krankheiten dar, die in Zusammenhang mit
Defekten im Glukosetransport stehen (Fanconi und Bickel, 1949). Hierbei handelt
es sich um einen genetischen Defekt ausgeldst durch eine Mutation im GLUT2
Gen (Santer et al., 1997), der sich unter anderem in einer Akkumulation von
Glykogen und Fettzellen in Leber sowie Niere und auch Kleinwichsigkeit aul3ert
(Santer et al.,, 1998; Pascual et al.,, 2004). Diese Krankheit wird autosomal
rezessiv vererbt (Brown, 2000; Santer et al., 2002). 1962 wurde ein weiterer
autosomal rezessiv vererbter Gendefekt beschrieben, der als Glukose-Galaktose
Malabsorption bezeichnet wurde (Lindquist und Meeuwisse, 1962). Der Defekt
beruht auf Mutationen im SGLT1-Gen (Turk et al., 1991; Martin et al., 1997) und
verursacht wassrige Diarrhd und dadurch eine lebensbedrohliche Dehydration
(Pascual et al., 2004). Renale Glykosurie wird auf Defekte im SGLT2-Gen
zuruckgefuhrt  (Brown, 2000). Vor wenigen Jahren wurden auch im
Glukosetransporter GLUT1 Mutationen entdeckt, die fur ein Krankheitsbild
verantwortlich gemacht werden konnten (Klepper et al., 1999; Seidner et al., 1998;
Wang et al., 2000). Erstmalig war diese GLUT1 Defizienz im Jahre 1991 von De
Vivo et al. beschrieben und nach ihm als De Vivo-Krankheit oder auch GLUT1DS
bezeichnet worden. GLUT1DS flhrt zu einem beeintrachtigten Glukosetransport
uber die Blut-Gehirn-Schranke, der in epileptischer Encephalopathie mit
Entwicklungsverzdégerung resultiert (Klepper et al., 2001). Es konnte
nachgewiesen werden, dass es sich um eine autosomal dominant vererbte
Erkrankung handelt.
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Von groRer Bedeutung fur die Forschung ist die Untersuchung des Insulin-
regulierten Glukosetransporters GLUT4 im Zusammenhang mit Typ Il Diabetes,
also der nicht-Insulin-abhangigen Diabetes mellitus (NIDDM). Typ Il Diabetes ist
charakterisiert durch beeintrachtigte Nutzbarmachung von Glukose und Resistenz
gegenuber der Eigenschaft von Insulin, Glukoseaufnahme zu stimulieren
(Shulman, 2000). Untersuchungen zeigten, dass der Defekt im Glukosetransport
in erkrankten Zellen aus einer reduzierten Aufflllung des GLUT4 Proteins in
intrazellulare Vorratsvesikel, erniedrigte GLUT4-Expression und auch Stérungen
bei der GLUT4-Translokation zur Plasmamembran resultiert (Desrois et al., 2004;
Eriksson et al., 1992; Garvey et al., 1989; 1991). Bisher wurden noch keine
Mutationen im GLUT4 Gen identifiziert und so fehlen die Beweise, die einen
Zusammenhang zwischen GLUT4-Polymorphismus und NIDDM belegen kdénnten
(Bjorbaek et al., 1994; Lesage et al., 1997).

Auch in der Krebsforschung ist die genaue Charakterisierung der GLUT Proteine
sehr wichtig. Maligne Zellen weisen einen beschleunigten Metabolismus und einen
erhdhten Bedarf an ATP auf. Warburg beobachtete schon 1956, dass Krebszellen
eine sehr hohe Glykolyserate haben. Bis heute wurde weiter intensiv geforscht
und so konnte gezeigt werden, dass verschiedene GLUT Gene in Tumorzellen
eine erhdhte Expression aufweisen (Macheda et al., 2004). AuRerdem wurden
GLUT-Isoformen in malignen Geweben nachgewiesen, in denen sie
normalerweise nicht exprimiert werden (Younes et al., 1997; Zamora-Leon et al.,
1996). Aufgrund der Beteiligung der GLUT-Transporter am Wachstum von
Krebszellen koénnten sie ein bedeutungsvolles Ziel bei der Behandlung
verschiedener Krebsarten darstellen.

1.2.4 Heterologe Expression von GLUT1 und GLUT4 in der Hefe

Die heterologe Expression der beiden Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 aus
Saugetieren in S. cerevisiae stellte ein Problem dar. Mit dem hexosetransport-
defizienten Stamm EBY.VW4000 (1.1) stand ein Hefestamm zur Untersuchung
der heterologen Transporter zur Verfugung. Jedoch konnte nach Expression der
einzelnen Proteine in diesem Stamm kein aktiver Glukosetransport beobachtet
werden (Wieczorke et al., 2003).

GLUT1 war schon in anderen heterologen Systemen, wie Xenopus-Oozyten
(Gould et al.,, 1991), CHO-Zellen oder auch Insekten-Zellen (Yi et al., 1992)
funktionell exprimiert worden. Kasahara und Kasahara hatten 1996 bzw. 1997
versucht GLUT1 und GLUT4 in Hefe zu exprimieren, aber auch sie konnten keine
Glukoseaufnahme Uber die Plasmamembran nachweisen. Lokalisierungs-
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experimente zeigten hier, dass sowohl GLUT1 als auch GLUT4 in intrazellularen
Kompartimenten zuriickgehalten wurde.

Von Wieczorke et al. (2003) durchgeflhrte Untersuchungen zur Lokalisierung der
beiden GLUT-Proteine in dem hxt-Stamm mittels GFP-Fusion zeigten, dass
GLUT1 an der Plasmamembran lokalisiert war (Abb. 2A). Dagegen konnte GLUT4
nur in intrazellularen Strukturen nachgewiesen werden (Abb. 2B).

GLUT1-GFP GLUT4-GFP

Abb. 2: Lokalisierung von GLUT1 und GLUT4 mittels GFP-Fusion. (A) GLUT1-GFP wurde an
der Plasmamembran lokalisiert; (B) GLUT4-GFP zeigte eine intrazellulare Lokalisierung. Die

Abbildung wurde publiziert in Wieczorke et al., 2003.

Das Einfuhren zusatzlicher Mutationen in den hxt-Stamm zur funktionellen
Expression von GLUT1 und GLUT4 in Hefe war notwendig. Durch Bestrahlung
GLUT1-exprimierender Zellen mit einer sub-letalen Dosis UV-Strahlen konnten
Suppressorkolonien erhalten werden, die auf glukosehaltigem Medium wachsen
konnten (Wieczorke et al., 2003). Untersuchungen mit vier Suppressorkolonien
identifizierten Mutationen innerhalb der GLUT1-kodierenden Sequenz. Eine flinfte
Suppressorkolonie war auch nach Expression des Wildtyp GLUT1-Gens weiterhin
in der Lage auf Medium mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle zu wachsen.
Hierbei musste es sich also um eine Mutation im Genom der Hefe handeln, die die
nicht-funktionelle Expression von GLUT1 aufhob. Das mutierte Allel wurde mit
fgyl1-1 far ,functional expression of GLUT1 in yeast bezeichnet.

Diese Mutation reichte allerdings nicht aus auch GLUT4 funktionell zu
exprimieren. Im Rahmen einer weiteren Doktorarbeit wurde jedoch mit Hilfe einer
Insertionsgenbank (Transposongenbank) eine hxt” fgyl-1 fgy4X-Mutante isoliert,
die in der Lage war, mit GLUT4 wieder auf Glukosemedium zu wachsen. Die
nahere Untersuchung dieser Mutation identifizierte fgy4 als Allel des ERG4-Gens
der Hefe (Dlugai, 2002). Das ERG4-Gen kodiert fur das Enzym Sterol-C-24(28)-
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Reduktase, welches den letzten Schritt der Ergosterolbiosynthese katalysiert
(Zweytick et al., 2000). Ein erg4-Deletionsstamm akkumuliert statt Ergosterol die
Ergosterolvorstufe Ergosta-5,7,22,25(28)-Tetraen-3p3-ol in der Plasmamembran.

1.3 Erkenntnisse zum Fgyl-Protein aus S. cerevisiae

Bei dem Fgy1-Protein der Hefe S. cerevisiae handelt es sich um ein Protein mit
unbekannter Funktion. Innerhalb eines synthetisch-letalen Screens wurde das flr
Fgy1 kodierende Gen YMR212c im Jahr 2001 von Lenburg und O’Shea isoliert.
Sie hatten nach Mutanten gesucht, die in Verbindung mit der Deletion von PHO85
eine synthetische Letalitat zeigten. PHO85 kodiert fir eine nicht-essentielle Cyclin-
abhangige Kinase, die in die Regulation mehrerer zellularer Prozesse involviert ist
und deren Substratspezifitat in  Abhangigkeit von Interaktionen mit
unterschiedlichen Cyclinen definiert wird (Uesono et al., 1987; Toh-e et al., 1988).
Pho85 bildet z.B. mit dem Cyclin Pho80 einen Komplex, dem eine Funktion im
PHO-Signaltransduktionsweg zukommt (Toh-e und Shimauchi, 1986; Lenburg und
O’Shea, 1996). Das von Lenburg und O’Shea (2001) identifizierte, auf
Chromosom XIllII liegende Gen, wurde mit EFR3 fur ,PHO Eighty-Five-Requiring“
bezeichnet und unter diesem Namen wird es auch in der SGD-Datenbank geflhrt.
Wieczorke et al. (2003) isolierten Uber Komplementation der fgyl-1 Mutation mit
einer Genbank ein Plasmid, das das FGY1-Wildtypallel enthielt. Das Fgy1 Protein
wurde fur die nicht-funktionelle Expression des Glukosetransporters GLUT1 aus
Saugern in Hefe verantwortlich gemacht.

Das Gen EFR3/FGY1 kodiert fur ein 782 Aminosauren langes Protein mit einer
GrolRe von 90 kDa. Laut der SGD-Datenbank handelt es sich um ein nicht-
essentielles Protein. Unsere Arbeitsgruppe stellte allerdings fest, dass die Deletion
von FGY1l je nach Stammhintergrund und verwendeter Kohlenstoffquelle zu
unterschiedlichen Phanotypen fuhrte (Wieczorke, 2001). Wahrend die Deletion
von FGY1 im hxt-Stamm EBY.VW4000, der vom CEN.PK-Stamm abstammte,
letal war, wurde das Wachstum im Stamm W303 durch eine fgy1-Deletion lediglich
verlangsamt.

Fgy1 wurde in voneinander unabhangigen Untersuchungen an der Zellperipherie
lokalisiert. Mit Hilfe einer Modifikation des von Aronheim et al. (1997) entwickelten
Sos-Recruitment-Systems (SRS), mit dem eine Untersuchung der Membran-
lokalisierung von Proteinen moglich ist, konnte eine Lokalisierung an der
Plasmamembran gezeigt werden (Wieczorke, 2001). Auch Huh et al. (2003)
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konnten mit Hilfe der Fusion des grun-fluoreszierenden Proteins GFP an Fgy1
diese Lokalisierung nachweisen.

Ein Hydrophatieblot gab Aufschluss Uber die Domanenstruktur des Proteins.
Demnach besitzt das Fgy1-Protein eine Transmembrandomane. Das
Lokalisierungsexperiment mittels hSos-Fusion an Fgy1 zeigte auRerdem, dass
sich der C-Terminus des Proteins im Zytoplasma befinden muss (Wieczorke,
2001). Uber eine , Two-Hybrid“-Analyse wurde allerdings eine Interaktion von Fgy1
mit Glg2 publiziert (Ito et al., 2001). Das S. cerevisiae Gen GLG2 (,glykogenin-like
gene“) kodiert fur ein selbst-glukosylierendes Protein, das homolog zum
Glykogenin der Saugetiere ist. Zusammen mit dem Protein Glg1 ist Glg2
verantwortlich fur die Akkumulation des Polysaccharids Glykogen, das unter
Nahrstoffmangel verstoffwechselt wird. Beide Proteine dienen als Substrate fur die
Elongation durch die Glykogensynthase (Cheng et al., 1995). Mit Hilfe des von
Fields und Song (1989) beschriebenen ,Two-Hybrid“-Systems konnen
Interaktionen zwischen l6slichen Proteinen und nicht zwischen Membranproteinen
nachgewiesen werden, so dass aufgrund der Experimente zur Identifizierung von
Fgy1 als Plasmamembranprotein hier noch Klarungsbedarf besteht.

In S. cerevisiae wurden keine homologen Proteine zu Fgy1 identifiziert. Eine
erweiterte Suche Uber die SGD-Datenbank in Datenbanken anderer Organismen
(NCBI PSI-BLAST search) ergab mehrere homologe Proteine in anderen
Organismen, dessen Funktionen jedoch auch unbekannt sind. So wurden z.B. ein
Protein aus Eremothecium gossypii (AER343Cp), ein unbenanntes Protein aus
Kluyveromyces lactis, ein unbenanntes Protein aus Candida glabrata, zwei im
Menschen (KIAA0953, KIAA0143) und auch eins in Schizosaccharomyces pombe
identifiziert. Ein Vergleich mit der Candida albicans Datenbank zeigte auch ein
noch unbekanntes Protein (IPF11045) mit schwacher Ahnlichkeit zu Fgy1.

Bei der fgyl-1 Mutation handelt es sich um eine Verklirzung des Proteins am C-
Terminus um 120 Aminosauren. Ein Vergleich der Sequenz des mutierten Gens
mit der Wildtyp-Sequenz ergab eine einzelne Insertion von Adenosin zwischen die
Nukleotide Adenosin an Position 1978 und Cytosin an Position 1979 des offenen
Leserahmens (Wieczorke, 2001). Bedingt durch die Rasterschubmutation erfolgt
eine Verschiebung des urspringlichen Leserahmens, welche die Aminosaure-
sequenz verandert. Diese Veranderung hat einen vorzeitigen Abbruch der
Translation zur Folge, hervorgerufen durch ein kurz hinter der Adenosin-Insertion
auftretendes Stop-Codon. Eine Kreuzungsanalyse belegte, dass es sich bei der
genomischen fgyl-1 Mutation um eine rezessive Mutation handelt, da die GLUT1-
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vermittelte Glukoseaufnahme in heterozygot-diploiden Zellen (fgy1-1/FGY1) durch
das dominante FGY 1-Wildtypallel verhindert wurde.

1.4 Ziel dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollte eine Funktionsanalyse des Saccharomyces
cerevisiae Proteins Fgy1/Efr3 durchgefuhrt werden. Mit Hilfe verschiedener
Methoden sollte eine mdgliche Funktion des Proteins eingegrenzt und dann naher
untersucht werden. Mit Charakterisierung von Fgy1 kdnnte ein weiteres Protein
von der Liste der Proteine unbekannter Funktion gestrichen werden. Aulierdem
ware die ldentifizierung seiner Aufgaben in Hefe von grolier Bedeutung flr das
Verstandnis seiner Rolle in der heterologen Expression der Glukosetransporter
GLUT1 und GLUT4. So konnten die Erkenntnisse fur die Expression weiterer
heterologer Proteine genutzt werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Stdmme und Medien

2.1.1 Escherichia coli-Stamme

Tab. 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Escherichia coli (E. coli) Stamme

Stamm  Genotyp Quelle/Referenz

DH5aF F' (&B0dlacZaM15) A(lacZYA-argF) U169 deoR recAl endAl Gibco BRL,

hsdR17 (r, m,") SupE44 A gyrA96 thi-1 relAl Gaithersburg/MD,
USA
DH10B  F’, mcrA A4-(mrr hsdRMS-mcrBC) @80dlacZAM15 AlacX74 Gibco BRL
deoR recAl ara4139 A(ara, leu)7697 galU galK 4 rpsL end A1  Gaithersburg/MD,
nupG USA

SURE eld’ (McrA’) A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 endAl supE44 thi-1 Stratagene
gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F’
proAB lacl?Z4AM15 Tn10(Tet)]°

2.1.2 Medien und Anzucht von E. coli

Vollmedium (LB): 1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl, pH 7,5
(nach Maniatis et al., 1982)

Fur die Selektion auf eine plasmidkodierte Antibiotikaresistenz wurde dem Medium
nach dem Autoklavieren 40 ug/ml Ampicillin zugesetzt.

Feste Nahrmedien enthielten zusatzlich 1,8% Agar.
Die Anzucht der E. coli Zellen erfolgte bei 37°C.
2.1.3 S. cerevisiae-Stamme

Tab. 3: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) Stamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz

CEN.PK2-1C MATa leu2-3,112 wura3-52 trp1-289 his3-41 K.-D. Entian, Frankfurt
(= VW1A) MAL2-8° SUC2

EBY109A MATa leul E. Boles, Frankfurt
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EBY109B MAT« leul

EBY.18ga MATa 4hxtl-17 Agal2 Adagtl 4stll leu2-3,112
ura3-52 trp1-289 his3-41 MAL2-8° SUC2

EBY.S7 MATa 4hxtl-17 Agal2 Aagtl 4stll fgyl-1 leu2-3,112
ura3-52 trp1-289 his3-41 MAL2-8° SUC2

EBY.VW4000 MATa 4hxtl-17 Agal2 Adagtl Astll Amph2 Amph3
leu2-3,112 ura3-52 trp1-289 his3-41 MAL2-8° SUC2

NY782 MATa sec9-4 ura3-52 leu2-3,112

NY1217 MATa sec18-1 ura3-52 leu2-3,112

RwWY16D MATa/o 4hxt1-17/4hxt1-17 Agal2/Agal2 dagtl/Adagtl
Astll/Astll leu2-3,112/ leu2-3,112
ura3-52/ ura3-52 trp1-289/ trp1-289 his3-41/ his3-41
MAL2-8 MAL2-8° SUC2/ SUC2

RWY95-1D MATao ura3-1 leu2-3,112 trpl-1 his3-11 ade2-1
canl-100

RWY95-1A MATa fgyl::kanMX ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11
ade2-1 canl-100

SDY.022 MATa 4hxtl-17 Agal2 Adagtl 4stll  fgyl-1

(EBY.F4-1) ergd::kanMX leu2-3,112 ura3-52 trpl-289 his3-41
MAL2-8° SUC2

SDY.025 MATa 4hxtl-17 Agal2 Adagtl A4stll Amph2 Amph3
erg4::kanMX leu2-3,112 ura3-52 trp1l-289 his3-41
MAL2-8° SUC2

YSYA321 MATa 4hxtl-17 Agal2 Adagtl A4stll Amph2 Amph3
fopl::kanMX leu2-3,112 ura3-52 trpl-289 his3-41
MAL2-8C SUC2

W303 MATa/a ura3-1/ura3-1 leu2-3,112/leu2-3,112 trpl-

1/trpl-1 his3-11/his3-11 ade2-1/ade2-1

100/can1-100

canl-

E. Boles, Frankfurt
Wieczorke et al., 1999

Wieczorke et al., 2003

Wieczorke et al., 1999

Walworth et al., 1992
Abeliovich et al., 1998

Wieczorke, Dusseldorf

Wieczorke, Dusseldorf
2001

Wieczorke, Dusseldorf
2001

Wieczorke et al., 2003

S. Dlugai, 2002

K. Lyuten (Sympore),

Tlbingen

E. Boles, Frankfurt

Tab. 4: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte S. cerevisiae Stamme

Stamm Genotyp parentaler Stamm Quelle/Referenz

DVY.095 MATo Afgyl ura3-1 leu2-3,112 trp1-1  W303 diese Arbeit
his3-11 ade2-1 can1-100

DVY.01 MATo pho84::kanMX ura3-1 leu2-3,112 W303 diese Arbeit
trpl-1 his3-11 ade2-1 can1-100

DVY.02 MATo pho84::kanMX Afgyl ura3-1 W303 diese Arbeit
leu2-3,112 trp1-1 his3-11 ade2-1 canl-
100

DVY.03 MATa Afbpl 4hxt1-17 Agal2 Aagtl CEN.PK2-1C diese Arbeit

Astll Amph2 Amph3 leu2-3,112 ura3-52
trp1-289 his3-41 MAL2-8% SUC2
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DVY.04

DVY.05

DVY.06

DVY.07

DVY.08

DVY.09

DVY.011

DVY.012

DVY.013

DVY.014

DVY.033

DVY.035

MATa fgyl::kanMX sec9-4 ura3-52
leu2-3,112

MATa fgyl::kanMX sec18-1 ura3-52
leu2-3,112

MATa FGY1-TAP K.I.URAS leu2-3,112
ura3-52 trp1-289 his3-41 MAL2-8°
SuUC2

MATa Prom.RSP5::kanMX 4hxt1-17
Agal2 Adagtl Astll Amph2 Amph3 leu2-
3,112 ura3-52 trp1-289 his3-41 MAL2-
8% suc2

MATa Prom.RSP5::kanMX Ahxt1-17
Agal2 Adagtl 4stll fgyl-1 leu2-3,112
ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°
suc2

MATa rsp54C2**" Ahxt1-17 Agal2
Aagtl 4stll Amph2 Amph3 leu2-3,112
ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8°
sucz2

MATa/a. Ahxt1-17/4hxt1-17 Agal2/Agal2
Aagtl/Aagtl Astll/Astll leu2-
3,112/leu2-3,112 ura3-52/ura3-52 trp1-
289/TRP1 his3-41/his3-41 MAL2-
8“MAL2-8° SUC2/SuC2

MATa/a. Ahxt1-17/4hxt1-17 Agal2/Agal2
Aagtl/Aagtl Astll/Astll leu2-
3,112/leu2-3,112 ura3-52/ura3-52 trp1-
289/TRP1 his3-41/his3-41 MAL2-
8“MAL2-8° SUC2/SuC2

MATa/o erg6::kanMX/ERG6 Ahxtl-
17/4hxt1-17 Agal2/Agal2 Aagtl/Adagtl
Astll/Astll leu2-3,112/leu2-3,112 ura3-
52/ura3-52 trp1-289/TRP1 his3-
Al/his3-41 MAL2-8°'MAL2-8°
SUC2/sucC?2

erg6::kanMX 4hxtl-17 Agal2 Aagtl
Astll leu2-3,112 ura3-52 his3-41
MAL2-8° SUC2 TRP1

MATa htal::kanMX Afbpl Ahxt1-17
Agal2 Adagtl Astll Amph2 Amph3 leu2-
3,112 ura3-52 trp1-289 his3-41 MAL2-
8° suc2

MATa ctr9::kanMX Afbpl Ahxt1-17
Agal2 Adagtl Astll Amph2 Amph3 leu2-
3,112 ura3-52 trp1-289 his3-41 MAL2-
8° suc2

NY782

NY1217

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

CEN.PK2-1C

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
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2.1.4 Medien und Anzucht von Hefestammen

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

Minimalmedium (YNB): 0,67% Yeast nitrogen base w/o amino acids pH 6,3,
Aminosaure/Nukleobase-L6sung, Kohlenstoffquelle in

der jeweils angegebenen Konzentration.

Konzentration der Aminosauren und Nukleobasen im Minimalmedium:

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)

Die Zugabe von Aminosauren und Basen erfolgte nach Zimmermann (1975).

Zur Selektion auf plasmidhaltige Zellen bzw. auf Zellen mit genomisch integriertem
Kluyveromyces lactis URA3-Markergen wurde die jeweilige Aminosaure oder Base
nicht hinzu gegeben.

Innerhalb dieser Arbeit wurden folgende Kohlenstoffquellen verwendet: Ethanol,
Galaktose, Glukose und Maltose. Galaktose, Glukose und Maltose wurden mit
dem Medium autoklaviert, Ethanol wurde nach dem Autoklavieren dem Medium
zugegeben. Die Selektion auf Geneticinresistenz wurde auf Vollmediumsplatten
mit 200 mg/l G418 durchgefuhrt (Longtine et al., 1998). Fir die Selektion auf
Verlust eines Plasmids mit URA3-Marke wurden YNB-Agarplatten verwendet, die
neben Uracil 1 mg/ml FOA enthielten (Boeke et al., 1984).

Um Enzymaktivitatsbestimmungen durchzufiihren wurde ein Vollmedium (YEP)
ohne Phosphat (YPD-Pi) bzw. mit definierter Phosphatkonzentration (YPD+Pi)
hergestellt (Kaneko et al., 1982). Dazu wurden 20 g/l Pepton, 10 g/l Hefeextrakt in
einem Liter Wasser geldst. Zur Losung wurden 10 ml/l 1M MgSO4 und 10 mi/l 30%
Ammoniumhydroxidldsung gegeben. Nach 30 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das Medium gefiltert und der pH-Wert mit 1N HCI auf 5,8 eingestellt. Vor
dem Autoklavieren wurde dem Medium 20 g/l Glukose zugesetzt. Um ein Medium
mit definierter Phosphatkonzentration zu erhalten wurde dem Medium nach
Ausfallen des Phosphats und nach Zugabe der Glukose 1M KH,;PO, in einer
Endkonzentration von 10 mM dazugegeben.
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Feste Nahrboden enthielten zusatzlich 1,8% Agar.

Die Anzucht der Hefezellen erfolgte bei 30°C. Temperatursensitive Stamme
wurden zunachst bei einer permissiven Temperatur von 25°C angezogen und
darauf folgend bei einer restriktiven Temperatur von 34-42°C inkubiert.

2.2 Plasmide

Tab. 5: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Quelle/Referenz Beschreibung

pGEM4ZhsGLUT4 H. Al Hasani, KéIn DNA-Vorlage zur Amplifizierung von
humanem GLUT4

p423MET25FGY1-HA Dérthe Voss, 2001 Amplifizierung des FGY1-ORFs von dem

Plasmid pPRW7S-T1-19 mittels PCR; in-
vivo Rekombination in das mit EcoRI und
Spel geschnittene Plasmid p423MET25-

HA
p426HXT7-6His Becker und Boles, 2003 2u Expressionsplasmid zur Herstellung
(p426H7) von Fusionsproteinen mit 6xHis-Epitop;

URAS3-Selektionsmarker, verklrzter HXT7-
Promotor und CYC1-Terminator

p426MAL31 Wieczorke et.al., 1999 MAL31-ORF kloniert in EcoRI/Sall
linearisierten Vektor p426MET25 hinter
regulierbaren MET25-Promotor

pBS1539 Puig et al., 2001 DNA-Vorlage zur Amplifikation der TAP-
tag Sequenz inklusive URA3-
Selektionsmarker aus Kluyveromyces

lactis
pFG112 Gilstring und Ljungdahl, DNA-Vorlage zur Klonierung einer 144 bp
2000 groflRen Reporterkassette aus dem SUC2-
Gen
pRS306RSP5AC2 Rosine Haguenauer- Integrationsplasmid pRS306 (Sikorski und
Tsapis, Paris Hieter, 1989) mit integriertem RSP54C2

ORF: AMPR-Selektionsmarker und URA3-
Selektionsmarker

pRW7S-T1-19 Wieczorke, 2001 Im Rahmen der Komplementation von
fgyl-1 aus einer Genbank isoliertes
Plasmid; URA3-Selektionsmarker

pSH47 Guldener et al., 1996 Cre-Rekombinase hinter dem GAL2-
Promotor der Hefe; URAS3-
Selektionsmarker

pUG6 Glldener et al., 1996 DNA-Vorlage flr die Amplifizierung von
DNA-Fragmenten zur Deletion von Genen
mit dem loxP::kanMX::loxP-
Selektionsmarker
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YEpFGY1-GFP Wieczorke, 2001 C-terminale Fusion Fgy1 mit GFP in 2p-
Expressionsvektor p426MET25-GFP;
URAZ3-Selektionsmarker, MET25-Promotor
und CYC1-Terminator

YEprGLUT1-GFP Wieczorke et al., 2003 C-terminale Fusion von GLUT1 der Ratte
mit GFP in 2u-Expressionsvektor; URA3-
Selektionsmarker, MET25-Promotor und
CYC1-Terminator

YEp4H7-hsGLUT1 Wieczorke et al., 2003 GLUT1 des Menschen hinter dem
verkurzten HXT7-Promotor in 2p Vektor
mit URA3-Selektionsmarker und CYC1-
Terminator

YEp4H7-hsGLUT4 Wieczorke et al., 2003 GLUT4 des Menschen hinter dem
verkurzten HXT7-Promotor in 2p Vektor
mit URA3-Selektionsmarker und CYC1-
Terminator

YIp5 Botstein et al., 1979 Integrationsvektor mit AMPR-
Selektionsmarker und URA3-Markergen

Ylplac204 Gietz und Sugino, 1988 Integrationsvektor mit AMPR-
Selektionsmarker mit TRP1-Markergen

Tab. 6: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Plasmid Beschreibung

p426HXT7FGY1 Klonierung von FGY1 der Hefe in p426HXT7-6His unter Aussparung
des Hisg-Epitops

p426H7HA-MAL31 Klonierung eines am 5’-Ende mit 1x HA-tag modifiziertem MAL31 im
Plasmid p426HXT7-6His

p426H7GLUT4"®M Mutagenisiertes humanes GLUT4 durch Austausch von Valin an

Position 85 gegen Methionin im p426HXT7-6His

YEp4H7-hsGLUT1%2™ %% |ntegration der Sequenz ° GGATCC® als BamHI-Restriktions-
schnittstelle an Position 150 bp von GLUT1 in YEp4H7-hsGLUT1

YEp4H7-hsGLUT1%2™27%  |ntegration der Sequenz ° GGATCC® als BamHI-Restriktions-
schnittstelle an Position 273 bp von GLUT1 in YEp4H7-hsGLUT1

YEp4H7-hsGLUT1%2™3%7  |ntegration der Sequenz ° GGATCC® als BamHI-Restriktions-
schnittstelle an Position 357 bp von GLUT1 in YEp4H7-hsGLUT1

YEp4H7-hsGLUT1%2™%°  |ntegration der Sequenz ° GGATCC® als BamHI-Restriktions-
schnittstelle an Position 459 bp von GLUT1 in YEp4H7-hsGLUT1

YEp4H7-hsGLUT‘lSUCZ'W'1 Klonierung des 144 bp BamHI-Fragmentes von SUC2 aus dem
Vektor pFG112 in das mit BamHI linearisierte Plasmid YEp4H7-
hSGLUT1 BamHI-150

YEp4H7-hsGLUT‘lSUCZ'1E’1'2 Klonierung des 144 bp BamHI-Fragmentes von SUC2 aus dem
Vektor pFG112 in das mit BamHI linearisierte Plasmid YEp4H7-
hSGLUT1 BamHI-150
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YEp4H7-hsGLUT‘lSUCZ'ZM'1 Klonierung des 144 bp BamHI-Fragmentes von SUC2 aus dem
Vektor pFG112 in das mit BamHI linearisierte Plasmid YEp4H7-

hsGLUT1 BamHI-273

YEp4H7-hsGLUT‘lSUCZ'M'2 Klonierung des 144 bp BamHI-Fragmentes von SUC2 aus dem
Vektor pFG112 in das mit BamHI linearisierte Plasmid YEp4H7-

hsGLUT1 BamHI-273

YEp4H7-hsGLUT‘lSUCZ"°’58'1 Klonierung des 144 bp BamHI-Fragmentes von SUC2 aus dem
Vektor pFG112 in das mit BamHI linearisierte Plasmid YEp4H7-

hsGLUT1 BamHI-358

YEp4H7-hsGLUT‘lSUCZ"°’58'2 Klonierung des 144 bp BamHI-Fragmentes von SUC2 aus dem
Vektor pFG112 in das mit BamHI linearisierte Plasmid YEp4H7-

hsGLUT1 BamHI-358

2.3 Genbank

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

2.4 Synthetische Oligonukleotide

Tab. 7: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Oligonukleotide Sequenz & — 3’

Beschreibung

a1-ERG6 GATGCAACAGGGTAAGATCAG
ad-ERG6 GCAAGAAATCCAATGGCTTTC
a1-FGY1 ACTCTGTAAAATTCAACTTTG
a4-FGY1 CGAGTACTTCCTTTCAAGAAT
a1-PHO84 CCACGTGGACGTGTTATTTCCA
a4-PHO84 TGAATCAAACCAGATCAGATC

a1-RSP5delC2 TAGTGCGTTTTTAGTTCGATA

a4-RSP5delC2 TTAAATCTTCTGGGGTTTGTC

Aufwartsprimer zum Nachweis der erg6-
Deletion

Abwartsprimer zum Nachweis der erg6-
Deletion

Aufwartsprimer zum Nachweis der fgy1-
Deletion

Abwartsprimer zum Nachweis der fgyl-
Deletion

Aufwartsprimer zum Nachweis der
pho84-Deletion

Abwartsprimer zum Nachweis der
pho84-Deletion

Aufwartsprimer zum Nachweis der
Deletion der C2-Domane von RSP5

Abwartsprimer zum Nachweis der
Deletion der C2-Domane von RSP5
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a1-RSP5-kanMX ATATTTCTACCTTTTTATATA

a4-RSP5-kanMX ATACGTCCCTCTTATATAATG

al1-TSC3

a4-TSC3

a1-YNL094

a4-YNL094

a1-YNL194

a4-YNL194

f-Hxt7pr-Fgy1

r-Hxt7pr-Fgy1

FGY1-TAPf

FGY1-TAPr

fSuC

G4VM-1

G4VM-2

GGCACGATTTGGAAAGATACC

TGCGAGTGACCATCAATCCCG

CAGGCAGAACGTTGTGCTCTT

CTATTGAGGACTTCCCGACAG

CCCAACATAATCTTAAGGGCC

CCGATGCTACCGGCACCGGTG

AACACAAAAACAAAAAGTTTTTTTAA
TTTTAATCAAAAAATGCAGTTGTCTA
TGCGGAT

GAATGTAAGCGTGACATAACTAATTA
CATGACTCGAGTCAAGTGGAGGAGA
AAATTT

GAAGATTTACATTCTTTAAGTTCAAG
AGGTAAAATTTTCTCCTCCACTTCCA
TGGAAAAGAGAAG

CTCTTGCCCTTGAAAGCATCCACAG
CTGTCCGTCAAAAACTTAATTTCTAC
GACTCACTATAGGG

CAGGTGCTTTCTCTGGCTCCA

CCCTCTGGGCCCTCTCCATGGCCAT
CTTTTCCGTGG

CCACGGAAAAGATGGCCATGGAGA
GGGCCCAGAGGG

Aufwartsprimer zum Nachweis der
Integration der loxP-kanMX-loxP-
Kassette in der Promotorbereich von
RSP5

Abwartsprimer zum Nachweis der
Integration der loxP-kanMX-loxP-
Kassette in der Promotorbereich von
RSP5

Aufwartsprimer zum Nachweis der tsc3-
Deletion

Abwartsprimer zum Nachweis der tsc3-
Deletion

Aufwartsprimer zum Nachweis der
ynl094-Deletion
Abwartsprimer zum Nachweis der
ynl094-Deletion
Aufwartsprimer zum Nachweis der
ynl194-Deletion
Abwartsprimer zum Nachweis der

ynl194-Deletion

Aufwartsprimer zur Klonierung von
FGY1 hinter den HXT7-Promotor in das
Plasmid p426HXT7-6His

Abwartsprimer zur Klonierung von FGY1
hinter den HXT7-Promotor in das
Plasmid p426HXT7-6His

Aufwartsprimer zur Amplifizierung des
TAP-tags aus dem Plasmid pBS1539
und anschlieRender genomischer
Integration des ,tags“ an das 5-Ende
von FGY1

Abwartsprimer zur Amplifizierung des
TAP-tags aus dem Plasmid pBS1539
und anschlieRender genomischer
Integration des ,tags“ an das 5-Ende
von FGY1

Aufwartsprimer zur Uberpriifung der
Integration und Orientierung einer
SUC2-Reporterkassette

Aufwartsprimer zur Integration einer in-
vitro Mutagenese in humanem GLUT4;
Austausch von Valin an Position 85
gegen Methionin

Abwartsprimer zur Integration einer in-
vitro Mutagenese in humanem GLUT4;
Austausch von Valin an Position 85
gegen Methionin
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Glycv

Glycz

Glyclv

Glyc2v

Glyc3v

Glycdv

Glycl1z

Glyc2z

Glyc3z

Glyc4z

ATGATTACGCCAAGCGCGCAA

CAGGGTAGCTGCTCCAGCAGT

TACAACCAGACATGGGTCCACGGAT
CCCGCTATGGGGAGAGCATCCTG

CTTTTCGTTAACCGCTTTGGCGGAT
CCCGGCGGAATTCAATGCTGATG

TCGAAACTGGGCAAGTCCTTTGGAT
CCGAGATGCTGATCCTGGGCCGC

GTGTCACCCACAGCCTTTCGTGGAT
CCGGGGCCCTGGGCACCCTGCAC

CAGGATGCTCTCCCCATAGCGGGAT
CCGTGGACCCATGTCTGGTTGTA

CATCAGCATTGAATTCCGCCGGGAT
CCGCCAAAGCGGTTAACGAAAAG

GCGGCCCAGGATCAGCATCTCGGA
TCCAAAGGACTTGCCCAGTTTCGA

GTGCAGGGTGCCCAGGGCCCCGGA
TCCACGAAAGGCTGTGGGTGACAC

Aufwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in humanes GLUT1
in Kombination mit einem der Primer
Glyk1z — Glyk4z

Abwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in humanes GLUT1
in Kombination mit einem der Primer
Glyk1v — Glyk4v

Aufwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in-frame zwischen
Basen 150/151 der GLUT1-Sequenz in
Kombination mit Glykz in YEp4H7-
hsGLUT1

Aufwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in-frame zwischen
Basen 273/274 der GLUT1-Sequenz in
Kombination mit Glykz in YEp4H7-
hsGLUT1

Aufwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in-frame zwischen
Basen 357/358 der GLUT1-Sequenz in
Kombination mit Glykz in YEp4H7-
hsGLUT1

Aufwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in-frame zwischen
Basen 459/460 der GLUT1-Sequenz in
Kombination mit Glykz in YEp4H7-
hsGLUT1

Abwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in-frame zwischen
Basen 150/151 der GLUT1-Sequenz in
Kombination mit Glykv in YEp4H7-
hsGLUT1

Abwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in-frame zwischen
Basen 273/274 der GLUT1-Sequenz in
Kombination mit Glykv in YEp4H7-
hsGLUT1

Abwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in-frame zwischen
Basen 357/358 der GLUT1-Sequenz in
Kombination mit Glykv in YEp4H7-
hsGLUT1

Abwartsprimer zur Klonierung einer
BamHI Schnittstelle in-frame zwischen
Basen 459/460 der GLUT1-Sequenz in
Kombination mit Glykv in YEp4H7-
hsGLUT1




Material und Methoden

Seite 22

HA-M1

HA-M2

hsG4-F7

k2-kanMX

k3-kanMX

M13pUC(-40)

S1-ERG6

S2-ERG6

S1-YMR212

S2-YMR212

S2-FGY1

S1-HTA1

S2-HTA1

S1-PHO84

AACACAAAAACAAAAAGTTTTTTTAA

TTTTAATCAAAAAATGTACCCATACG
ACGTTCCCAGACTACGCTCCAGGTA
TGAAGGGATTATCCTCATTAATAAAC

GAATGTAAGCGTGACATAACTAATTA
CATGACTCGAGTCATTTGTTCACAA
CAGATGAGGTG

TTAATTTTAATCAAAAAATGCCGTCG
GGCTTCCAA

TTGTCGCACCTGATTGCCCG

TATGGAACTGCCTCGGTGAG

GTTTTCCCAGTCACGAC

ATGAGTGAAACAGAATTGAGAAAAA
GACAGGCCCAATTCACTTTCGTACG
CTGCAGGTCGAC

TTATTGAGTTGCTTCTTGGGAAGTTT
GGGAGGGGGTTTCGGCGCATAGGC
CACTAGTGGATCTG

ATGCAGTTGTCTATGCGGATGATGT
TCACACCAAAACATCAGAAACTGTT
CGTACGCTGCAGGTCGAC

CTCTTGCCCTTGAAAGCATCCACAG
CTGTCCGTCAAAAACTTAATTTCGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

TCAAGTGGAGGAGAAAATTTTACCT
CTTGAACTTAAAGAATGTAAATCGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

ATGTCCGGTGGTAAAGGTGGTAAAG
CTGGTTCAGCTGCTAAAGCTTCT
TTCGTACGCTGCAGGTCGAC

TTATAATTCTTGAGAAGCCTTGGTAG
CCTTGGCAGACTTCTTTGGCAA
GCATAGGCCACTAGTGGATCTG

ATGAGTTCCGTCAATAAAGATACTAT
TCATGTTGCTGAAAGAAGTCTTTTCG
TACGCTGCAGGTCGAC

Aufwartsprimer zur Klonierung eines
Plasmids mit 1x HA-tag am 5’-Ende von
MAL31 direkt hinter dem Startcodon;
Amplifizierung von MAL31 aus dem
Plasmid p426MAL31

Abwartsprimer zur Klonierung eines
Plasmids mit 1x HA-tag am 5’-Ende von
MAL31 direkt hinter dem Startcodon;
Amplifizierung von MAL31 aus dem
Plasmid p426MAL31

Aufwartsprimer zur Amplizierung von
humanem GLUT4; enthadlt Bindestelle
fur t71-ORFs

Uberpriifung einer Deletion mittels der
loxP-kanMX-loxP-Kassette in Kombi-
nation mit dem entsprechenden ai-
Primer

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

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

Aufwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von ERG6

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von ERG6

Aufwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von FGY1

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von FGY1

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von FGY1

Aufwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von HTA1

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von HTA1

Aufwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von PHO84
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S2-PHO84

S1-promRSP5

S2-promRSP5

S1-TSC3

S2-TSC3

S1-YNL094

S2-YNL094

S1-YNL194

S2-YNL194

t2-hsG4

t71-ORFs

TAPf

TAPr

TTATGCTTCATGTTGAAGTTGAGATG
GGCTGGAAGATTCAATGTCATTGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

ATAGCTTTGAGAACTGAGAATGTAG
CTTTGACGCTGCTATTTCGTACGCT
GCAGGTCGAC

GATACTCGAGTACCCTAAAAATGGT
TAAGCGTATGTCTTGCATAGGCCAC
TAGTGGATCTG

ATGACACAACATAAAAGCTCGATGG
TGTACATACCCACCACTAAGGAATT
CGTACGCTGCAGGTCGAC

TCAAAGGAAGCAATACTTTAGTATAC
CGAAGAAACTCAAACTGAAAATGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

ATGAATAGTCAAGGTTACGATGAAA
GCTCTTCCTCTACTGCTGCTACTTTC
GTACGCTGCAGGTCGAC

TTAGTTTGAATACTTCTCCCTAATTC
TGCGAATACTGTCTTCCAAACTGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

ATGTCCTACAAAAAGTTTGTGTACTT
TATTAACCTTTTCTTTCTACTATTCGT
ACGCTGCAGGTCGAC

CTATGATACAACAGGAACATTCTGTT
CAGTATAGACGCGTTCCTCTTGGCA
TAGGCCACTAGTGGATCTG

ACATGACTCGAGGTCGACGGTATCG
ATAAGCTTATCAGTCGTTCTCATCTG
G

ACAAAGAATAAACACAAAAACAAAAA
GTTTTTTTAATTTTAATCAAAAA

CGATGACTTTAAAGACGCAAA

ATCACTCTTGCCCTTGAAAGC

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von PHO84

Aufwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Integration der Kassette in den
Promotorbereich von RSP5

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Integration der Kassette in den
Promotorbereich von RSP5

Aufwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von TSC3

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von TSC3

Aufwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von YNL094

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von YNL094

Aufwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von YNL194

Abwartsprimer zur Amplifizierung der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette zur
Deletion von YNL194

Abwartsprimer zu hsG4-F7 bzw. t71-
ORFs; Klonierung von humanem
GLUT4 vor den CYC1-Terminator Uber
homologe Rekombination

Aufwartsprimer zur Klonierung von
DNA-Fragmenten hinter den HXT7-
Promotor tber homologe Rekombination
in Hefe

Aufwartsprimer zur Uberpriifung der
Integration des TAP-tags an das 5'-
Ende von FGY1

Abwartsprimer zur Uberpriifung der
Integration des TAP-tags an das 5'-
Ende von FGY1
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2.5 Chemikalien

Tab. 8: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Chemikalien

Firma

Chemikalien

Acros Organics

Amersham
Biosciences

BD
biomers

Biorad

Braun-Melsungen
Caesar & Loretz
Calbiochem
Camag

Difco

Fluka

Fujifilm
Gibco BRL
Invirogen
J.T. Baker

MBI
Merck

Millipore

New England Biolabs
Oxoid

Pharmacia

Pierce

Qiagen

Riedel-de Haen

Roche

Roth

Lysin, Maltose, Natriumacetat, Imidazol
ProteinA Sepharose CL-4B

Trypton
Synthetische Oligonukleotide

.Precision Plus Protein Standard (Dual Colors)‘, Poly-Prep
Chromatographie Saulen, 10x Tris/Glycin/SDS-Buffer, Laemmli Puffer,
.Ready Gel* 4-15% Tris-HCI

Glasperlen 0,45 mm
Glukose

G418 Sulfat
Fiterpapier 20x20 cm,

Bacto Agar, Pepton, Trypton, ,Yeast Nitrogen Base w/o amino acids”,
»Yeast Nitrogen Base w/o amino acids and ammonium sulfate®, Maltose

Butanol, CDCFDA, Glycin, tri-Natriumcitrat Dihydrat, 2,4,6-
Trinitrobenzolsulfonsaure Lésung, Aprotinin

Roéntgenfilm
Agarose, T4-DNA-Ligase
Silver Quest™ (Silberfarbe Kit)

Magnesiumchlorid,
Glycerol

Lambda-DNA

Adenin, Ammoniumperoxidisulfat (APS), Dimethylformamid (DMF), EDTA,
Leucin, Na,HPQO,, NaH,PO,, TEMED, Tween 20, Tween 80, Uracil, DC-
Platten 20 x20 cm Kieselgel 60, B-Mercaptoethanol

Immobilon-N PVDF-Membran
Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, EndoH

Natriumchlorid, KH,PO,, K,HPO,, Saccharose,

Yeast Extract, Agar Bacteriological
dNTP-Mix
SuperSignal ULTRA chemiluminescent substrate

QlAquick PCR Purification Kit, QlAprep Spin Miniprep Kit, Plasmid Mini
Kit, QIAEX Il Gel Extraction Kit, QlAquick Gel Extraction Kit

Essigsaure, Ethanol, Methanol, Formaldehydlésung

Alkalische Phosphatase, Expand High Fidelity PCR System, Protease
Inhibitoren ,Complete®, T4-DNA-Ligase, Nonidet P40

Ammoniumsulfat,  Ampicillin,  Brillant Blau G250, Chloroform
(Trichlormethan), Diethylether, Dithiothreitol (DTT), EGTA, Ethanol,
Ethylacetat, Methanol, Milchpulver, Gel30 Acrylamid, Glycerin, Glycin,
Glukose, n-Heptan, D-Sorbitol, PMSF, 2-Propanol, Saccharose, SDS ultra
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Santa Cruz
Biotechnology, Inc.

Seikagaku Kogyo Co.
Ltd.
Serva

Sigma

Sigma ARK

pure (Natriumdodecylsulfat), TEMED, Toluol, Trichloressigsaure (TCA),
TRIS,

Polyklonaler Pma1-Antikérper

Zymolyase

Albumin Bovine Fraction V (BSA), Ammoniumperoxidisulfat (APS),
Natriumdodecylsulfat (SDS), servapor Dialyseschlauch (& 21 mm)

Ampicillin, 4-Androsten-3,17-dione, Benzamidin hydrchlorid hydrat, n-
Dodecyl-B-D-Maltosid, Ergosterol, Ethidiumbromid, p-Glukoronidase,
Lithiumacetat, Perchlorsaure, Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
Phenylendiamin-Dihydrochlorid, L-a-Phosphatidylcholin, L-a-Phospha-
tidylethanolamin, L-a-Phosphatidylglycerol  (Cardiolipin), L-a-Phos-
phatidylinositol, L-a-Phosphatidylserin, Polyethyleneglucol (PEG 3350),
Poly-L-Lysin, ,Prestained“ Molekulargewichtsstandard, Triton X-100, p-
Nitrophenylphosphat, Pepstatin, Leupeptin, Chymostatin, Rabbit 1gG-
Agarose

Synthetische Oligonukleotide

Toronto Research 5-FOA
Chemicals Inc.

Whatman 3 MM Papier
2.6 Enzyme

Nicht einzeln aufgefiihrte Enzyme wurden von der Firma Roche bezogen.

Restriktionsenzyme
bezogen.

2.7 Antikorper

wurden von den Firmen New England Biolabs oder Roche

Tab. 9: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Antikorper

Antikorper Beschreibung Quelle/Referenz
anti-ALP Monoklonaler Antikérper aus Maus Molecular Probes
gegen die alkalische Phosphatase
aus Hefe
anti-Dpm1 Monoklonaler Antikorper aus Maus Molecular Probes

anti-GLUT1 (C-terminal)
(CBL242)

gegen die cytosolische Domane der
Dolicholphosphat-Mannose-Synthase
aus Hefe

Polyklonaler Antikérper aus Cymbus Biotechnology LTD
Kaninchen gegen ein zwolf

Aminosauren langes Peptid des C-

Terminus von GLUT1
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anti-HA High Affinity

anti-Mal31

anti-Pep12

anti-Pma1

anti-Pma1 (yL-14)

anti-TNP

anti-Kaninchen IgG (H+L)
POD-Konjugat

anti-Maus

anti-Ratte-IgG-POD Fab
Fragmente

Anti-Ziege

Monoklonaler Antikérper aus Ratte

gegen ein Epitop des Hamagglutinins

des humanen Influenzavirus

Polyklonaler Antik6rper aus
Kaninchen gegen Genprodukt von
Gen1 der finf MAL loci

Monoklonaler Antikérper aus Maus
gegen den N-Terminus der

cytosolischen Domane von Pep12 aus

Hefe

Polyklonaler Antikérper aus

Kaninchen gegen die H'-ATPase aus

Hefe

Polyklonaler Antikbrper aus Ziege
gegen die H'-ATPase aus Hefe

Polyklonaler Antikbrper aus Ziege
gegen Trinitrophenol (TNP)

Sekundar-Antikdrper gegen
Kaninchenantikdrper gekoppelt an
Peroxidase

Sekundar-Antikdrper gegen
Mausantikérper gekoppelt an
Peroxidase

Sekundar-Antikdrper gegen
Rattenantikdrper gekoppelt an
Peroxidase

Sekundar-Antikdrper gegen
Ziegeantikorper gekoppelt an
Peroxidase

Roche

Lucero et al., 1993

Molecular Probes

R. Kélling, Disseldorf

Santa Cruz Biotechnology,
Inc.

Abcam

Dianova

Roche

Roche

Santa Cruz Biotechnology,
Inc.

2.8 Transformation

28.1

Transformation von E. coli

E. coli Zellen wurden mit der Elektroporationsmethode nach Dower et al. (1988)
und Wirth (1993) mittels eines GENE-PULSER-Gerates der Firma BIORAD oder
alternativ mittels eines Easyject prima Gerats der Firma EQUIBO transformiert.

2.8.2 Transformation von S. cerevisiae

Transformation von S. cerevisiae Zellen mit Plasmid-DNA erfolgte nach der
Lithiumacetat-Methode von Gietz und Woods (1994). Zur Selektion auf eine
Geneticin-Resistenz wurden die Zellen vor dem Ausplattieren fur 4h bei 30°C
(25°C fur Zellen temperatursensitiver Stamme) in Vollmedium inkubiert.
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2.9 Praparation von DNA
2.9.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der Methode von
Birnboim und Doly (1979), modifiziert nach Maniatis et al. (1982) oder alternativ
mit dem ,,QIAprep Spin Miniprep Kit“ der Firma Qiagen.

2.9.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen aus einer stationaren Hefekultur (5 ml) wurden geerntet, gewaschen
und in 300 ul Puffer 1 (Plasmid Mini Kit, Qiagen) resuspendiert. Nach Zugabe von
600 ul Puffer 2 und 2/3 Volumen Glasperlen (< = 0,45 mm) wurden die Zellen 8
min mit einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) aufgeschlossen. Der
Uberstand wurde mit 2 Volumen Puffer 3 versetzt, gemischt und fiir 10 min auf
Eis inkubiert. Nach 15 min Zentrifugation bei 10000 rpm wurde die Plasmid-DNA
im Uberstand mit gleichem Volumen Isopropanol geféllt. Die durch 30-miniitige
Zentrifugation bei 13000 rpm pelletierte DNA wurde mit 70%igem kaltem Ethanol
gewaschen, getrocknet und in 20 pl Wasser aufgenommen. 1 pl der DNA wurde
anschlief3end fir eine Transformation in E. coli (2.8.1) eingesetzt.

2.9.3 Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen aus einer stationaren Hefekultur (5 ml) wurden durch Zentrifugation
(13000 rpm) in einem Reaktionsgefal® geerntet. Nach Zugabe von 250 pl einer
Lésung aus 0,1 M EDTA (pH 7,5), 14 mM B-Mercaptoethanol und 150 ug/ml
Zymolyase zu dem Hefepellet musste die Suspension fur 2-3 h bei 37°C
inkubieren, dabei wurde zwischenzeitlich invertiert. Als sich die Zellen im
Spheroblastenstadium befanden, wurden 50 pl eines Miniprap-Mixes (0,25 M
EDTA, pH 8,5; 0,5 M Tris; 2,5% SDS) hinzugegeben und der Ansatz fur 30 min in
einem Wasserbad bei 65°C unter regelmafRigem Invertieren inkubiert. Nach
Zugabe von 63 pl 5 M KAc wurde erneut invertiert und der Ansatz fur 30 min auf
Eis inkubiert. Im Anschluss folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13000 rpm
fir 10 min. Der Uberstand wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal
uberfuhrt und mit 720 pl eiskaltem 98%igem Ethanol durch Invertieren prazipitiert.
Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C und 13000 rpm fur 5 min wurde der
Uberstand verworfen und 130 ul RNAseA (1 mg/ml in Wasser geldst) zu dem noch
nicht getrockneten DNA-Sediment gegeben. Das Prazipitat 16ste sich bei 37°C,
dies kann ca. 30 min dauern, es kann auch leicht gevortext werden. Durch Zugabe
von 130 pl Isopropanol und leichtem Invertieren wurde die DNA durch
Zentrifugation bei 4°C und 13000 rpm flr 5 min reprazipitiert. Das Prazipitat wurde
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mit 70%igem kaltem Ethanol gewaschen und anschliefend an der Luft getrocknet.
Durch Zugabe von 40 pl Wasser wurde die DNA bei 37°C resuspendiert. Die
Ausbeute betrug ca. 10 ug DNA. Zur Kontrolle wurden 8 ul der genomischen DNA
in einem 0,6%igen Agarosegel aufgetrennt.

2.10 Enzymatische Modifikation von DNA
2.10.1 DNA-Restriktion

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

2.10.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA-Enden erfolgte durch Zugabe von 1 U
alkalischer Phosphatase zum Restriktionsansatz und einstlindiger Inkubation bei
37°C. Im Anschluss wurden die dephosphorylierten Fragmente durch
elektrophoretische Auftrennung aus einem Agarosegel aufgereinigt (2.14).

2.10.3 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem 20 ul Ansatz bestehend aus
Vektor-DNA, 2-5-fachem, molarem Uberschuss Fragment-DNA und 1 U T4-
Ligase. Der Ligationsansatz wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.11 PCR-Amplifizierung von DNA

Die Polymerasekettenreaktion wurde mit dem Expand™ High Fidelity PCR System
(Roche) in einem Gesamtvolumen von 50 ul nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Zu der zu amplifizierenden DNA wurden 0,2 mM dNTP-Mix, 1 x
Puffer 2 (1,5 mM MgCl,), oder bei schwierigen Amplifikationen 1 x Puffer 3 (ohne
MgCl,) sowie 1-4 mM MgCl,, 2-3 U Polymerase und je 100 pmol der
entsprechenden Oligonukleotidprimer gegeben. Als Synthesevorlage dienten
entweder 1-10 ng Plasmid-DNA oder ein bis zwei Hefekolonien (Volumen ca. 3 pl).
Die Hefekolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher von einer Agarplatte
genommen und in ein Reaktionsgefald Uberflhrt. Die ganzen Zellen wurden durch
einminutiges Erhitzen in der Mikrowelle aufgeschlossen. Die PCR-Reaktion wurde
in einem Thermocycler der Firma Techne durchgefihrt.
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Die PCR-Bedingungen wurden nach Bedarf wie folgt gewahlt:

1. Denaturierung der DNA 1Xx 5 min, 95°C

2. Denaturierung der DNA 18-35x 30-45 sec, 95°C
(30 s bei Plasmid-DNA, 45 s bei
ganzen Zellen)

Annealing 30-45 s, 48-56°C
DNA-Synthese (Elongation) 1 min pro 1 kb zu amplifizierender
DNA

(Produkte < 3 kb bei 72°C, Produkte
> 3 kb bei 68°C)

3. Verlangerung der 1Xx 5 min, 72/68°C
synthetisierten DNA

Die Zugabe der Polymerase erfolgte nach dem ersten Denaturierungsschritt (,hot-
start PCR"). Die Reaktionsprodukte wurden durch Agarosegelelektrophorese
uberpriuft und bei Bedarf aufgereinigt. Die Aufreinigung erfolgte entweder mittels
Verwendung des ,QIAquick PCR Purification Kit‘ nach Angaben des Herstellers
(2.12) oder durch Isolierung aus einem Agarosegel (2.14).

2.12 DNA-Aufreinigung

Die DNA wurde mit dem ,QlAquick PCR Purification Kit* der Firma Qiagen nach
Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.13 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente mit einer GroRe von 0,2-20 kb wurden in 0,6-1%igen
Agarosegelen aufgetrennt. Als Gel- und Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer (40 mM
Tris, 40 mM Essigsaure, 2 mM EDTA) (Maniatis et al., 1982). Als GroRenstandard
diente eine mit EcoRI und Hindlll geschnittene Lambda-Phagen-DNA. Die Proben
wurden vor dem Auftragen mit 1/10 Volumen Blaumarker (0,2 % Bromphenolblau,
25 % Glycerin) versetzt. Die Nukleinsduren wurden durch Zugabe von 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid zu der noch heilRen Agarose und durch Bestrahlung mit UV-Licht
(254 nm) nach der Auftrennung sichtbar gemacht.

2.14 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das gewunschte DNA-Fragment wurde aus dem Agarosegel unter langwelligem
UV-Licht (366 nm) ausgeschnitten und unter Verwendung des ,QlAex Il Gel
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Extraction Kit® (Qiagen) oder des ,QlAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen)
entsprechend der vom Hersteller angegebenen Anleitung isoliert.

2.15 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA oder von DNA-Fragmenten aus PCR-
Reaktionen wurde von der Firma SeqlLab (Goéttingen) oder SRD (Scientific
Research and Development GmbH, Oberursel) durchgefuhrt.

2.16 In-vitro Mutagenese

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

2.17 Klonierung von Plasmiden tber in-vivo Rekombination

Fir eine in vivo-Klonierung von DNA-Fragmenten in S. cerevisiae wurde zunachst
das zu klonierende Gen bzw. die DNA-Sequenz in einer PCR (2.11) amplifiziert.
Die eingesetzten Oligonukleotide enthielten im 3’-Bereich 20-22 bp, die homolog
zum 5’- bzw. 3’-Ende der zu amplifizierenden DNA-Sequenz waren und besalien
zusatzlich spezifische 5’-terminale Anhange von 39 bp, die homolog zu dem
gewahlten Integrationsbereich der Zielvektoren waren. Der Vektor wurde durch
Restriktion im Integrationsbereich linearisiert (2.10.1), gereinigt (2.14) und
zusammen mit dem PCR-Produkt in die Hefe transformiert (2.8.2). Die Zellen
wurden im Anschluss auf Minimalmedium ausplattiert, das fir die Selektion auf
den Auxotrophiemarker des Vektors die entsprechende Aminosaure bzw. Base
nicht enthielt. Auf diese Weise wuchsen nur solche Transformanten, die aufgrund
homologer Rekombination des DNA-Fragments mit dem linearisierten Vektor ein
stabiles, zirkulares Plasmid besafien. Die Plasmide wurden aus Hefe isoliert
(2.9.2), in E. coli amplifiziert (2.8.1) und durch eine anschliellende
Restriktionsanalyse (2.10.1) und in einigen Fallen durch Sequenzierung (2.15)
Uberprift.
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2.17.1 Konstruktion eines Plasmids mit 1x HA-Epitop am 5’-Ende von
MAL31

Mittels PCR (2.11) sollte das 1x HA-Epitop an das 5-Ende des Gens MAL31
kloniert werden und das HA-MAL31 dann Uber homologe Rekombination in das
Plasmid p426HXT7-6His hinter den HXT7-Promotor kloniert werden. Die
Klonierung des HA-Epitops wurde mit dem Oligonukleotidpaar HA-M1/HA-M2
(Tab. 7) durchgefuhrt. Der Aufwartsprimer HA-M1 wurde so konstruiert, dass er
am 5-Ende einen homologen Bereich zum Plasmid p426HXT7-6His besitzt,
gefolgt von der Basenfolge ,ATG" und der Sequenz fir das 1x HA-Epitop. Danach
folgt eine kurze Linkersequenz ,CCAGGT“ und ein homologer Bereich zum
MAL31 beginnend mit dem Startcodon. Als DNA-Vorlage der PCR flur die MAL31-
Sequenz diente das Plasmid p426MAL31. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt
(2.12) und anschlieRend durch Agarosegelelektrophorese Uberprft. Das Plasmid
p426HXT7-6His wurde mit den Enzymen EcoRI/BamHI geschnitten und das DNA-
Fragment durch Extraktion aus einem Agarosegel gewonnen. Fir die homologe
Rekombination wurden das PCR-Produkt und das geéffnete Plasmid in den
Stamm CEN-PK2-1C transformiert und Transformanten auf synthetischem
Medium mit 2% Glukose ohne Uracil selektiert. Das Plasmid wurde aus Hefezellen
isoliert, in E. coli amplifiziert und erneut isoliert. Die Richtigkeit des Plasmids
p426H7-HAMAL31 wurde Uber Restriktion und Sequenzierung Uberpruft.

2.17.2 Konstruktion von Plasmiden mit einer BamHI-Schnittstelle in
hydrophilen Bereichen von GLUTL1

Mittels homologer Rekombination wurde eine BamHI-Schnittstelle unter
Einhaltung des Leserahmens an verschiedene Positionen innerhalb der GLUT1
Sequenz des Plasmids YEp4H7-hsGLUT1 kloniert. Die Positionen sind in Tabelle
10 aufgelistet.

Tab. 10: Auflistung der Integrationspositionen der BamHI-Schnittstelle in die DNA-Sequenz von
GLUT1.

Gen Position in Basensequenz
GLUT1 150/151 bp
273/274 bp
357/358 bp
459/460 bp

Es wurden PCR-Reaktionen mit den Oligonukleotidpaaren Glycv und Glyc1z-
Glycdz bzw. Glycz und Glyc1v-Glycdv durchgefuhrt (Tab. 7). Die Primer Glyc1v-
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Glyc4v bzw. Glyc1z-Glyc4z wurden so konstruiert, dass sie die Sequenz der
BamHI-Schnittstelle ,GGATCC" und 5 und 3’ von dieser Sequenz jeweils 21
Basen enthielten, die homolog bzw. komplementar zur Sequenz von GLUT1
genau an der Position waren, an die die BamHI-Schnittstelle kloniert werden
sollte. Als DNA-Vorlage fur die PCR-Reaktionen diente die GLUT1 Sequenz des
Plasmids YEp4H7-hsGLUT1. Die PCR-Produkte wurden durch
Agarosegelelektrophorese auf die richtigen FragmentgroRen hin Gberpriuft. Das
Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 wurde mit den Restriktionsenzymen Sacl und BstEll
linearisiert und das bendétigte DNA-Fragment aus einem Agarosegel extrahiert
(2.14). Fur die homologe Rekombination wurden anschlieRend die PCR-Produkte
zusammen mit dem linearisierten Plasmid in den Stamm EBY.S7 transformiert und
Transformanten auf synthetischem Medium mit 1% Maltose ohne Uracil selektiert.
Die Plasmide wurden aus Hefezellen isoliert (2.9.2), zur Amplifikation in E. coli
transformiert (2.8.1) und aus diesen Zellen reisoliert (2.9.1). Die erfolgreiche
Integration der BamHI-Schnittstelle wurde durch Restriktion mit den Enzymen
EcoRI und BamHI (iberpriift. Die Plasmide wurden mit YEp4H7-hsGLUT18amH-150
YEp4H7-hsGLUT1BamHI-273 YEp4H7-hsGLUT1BamHI-35%7 und YEp4H7-
hsGLUT182m4%9 pezeichnet.

2.18 Gen-Deletionen in S. cerevisiae

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

In einer PCR-Reaktion (2.11) wurde zunachst die loxP-kanMX-loxP-
Deletionskassette von dem Plasmid pUG6 mit den entsprechenden
Oligonukleotiden S1 und S2 synthetisiert. Diese 70mere weisen einerseits 48 bp
lange homologe Bereiche zu den 5’- bzw. 3’-flankierenden Sequenzen des zu
deletierenden Gens oder zu der zu deletierenden DNA-Region auf und
andererseits 22 bp lange homologe Bereiche zu den loxP-flankierenden
Sequenzen. Die amplifizierten Deletionskassetten enthielten folglich neben dem
Kanamycin-Resistenzgen auch die homologen Bereiche zu dem zu deletierenden
Gen. Nach Transformation der Deletionskassetten in die Hefe (2.8.2) erfolgte die
Selektion auf Kanamycin-resistente Klone auf G418-haltigen Vollmediumsplatten.
Die ersten 48 Basenpaare des Gens blieben aufgrund der Wahl der
Oligonukleotide bei der homologen Rekombination erhalten. Die Deletion wurde
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durch PCR (2.11) mit ganzen Zellen unter Verwendung der Oligonukleotidpaare
all/a4, k2-kanMX/a1 oder k3-kanMX/a4 verifiziert.

Das integrierte kanMX-Modul kann durch Expression der Cre-Rekombinase durch
Rekombination der loxP-Stellen effizient exzisiert werden und das loxP-kanMX-
loxP/Cre-Rekombinase-System somit erneut verwendet werden. Die Zellen
wurden dafur mit dem Plasmid pSH47 transformiert, welches das Gen fur das
Enzym Cre-Rekombinase unter Kontrolle des induzierbaren GAL1-Promotors
tragt. Nach einer mindestens 2-tdgigen Inkubation der Transformanten auf
Galaktose- bzw. Maltose-haltigem Medium wurden die Kolonien auf G418-haltiges
Medium replikaplattiert und G418-sensitive Kolonien isoliert. Die Exzision des
kanMX-Gens wurde unter Verwendung geeigneter Oligonukleotide in einer PCR
(2.11) Uberpraft.

2.19 Proteinpraparation der Membranfraktion

Fur eine Praparation der Membranproteinfraktion wurden 50 ODggo-Einheiten einer
exponentiell wachsenden Hefekultur fur 6 min bei 3000 rpm abzentrifugiert, in 3 mi
Wasser aufgenommen und nochmals abzentrifugiert. Die Hefesedimente wurden
bei -20°C eingefroren. Es wurden 0,25 ml Glasperlen und 0,2 ml Tris-Mix (0,1 M
Tris-HCI, pH 7,5, 0,15 M NaCl, 5 mM EDTA) mit 0,2 mM PMSF zugegeben und
die Zellen mit einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) aufgeschlossen. Nach
Zugabe von 0,2 ml Tris-Mix wurde der Uberstand abgenommen und fiir 45 min bei
12000 rpm zentrifugiert. Das Sediment wurde in 0,4 ml Tris-Mix mit 5 M Harnstoff
aufgenommen und fur 30 min auf Eis inkubiert. Die Membranproteinfraktion wurde
durch eine 45-minutige Zentrifugation bei 12000 rpm sedimentiert. Das Sediment
wurde in 0,32 ml Tris-Mix resuspendiert, 80 pl 50%ige TCA zugegeben, die
Proben flr 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend flr 30 min bei 12000 rpm
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 pl Imidazolpuffer (0,4 M Imidazol, 225 mM
NaCl, 7,5 mM EDTA) gelést. Es wurden 2-5 pg Protein mit 0,2%
Bromphenolblauldésung versetzt und auf ein SDS-Gel aufgetragen.

2.20 Bestimmung der Wachstumsrate von S. cerevisiae

Zur Bestimmung der Wachstumsraten wurden die Stamme in Minimalmedium mit
1% Maltose herangezogen, durch Zentrifugation geerntet, zweimal mit
Minimalmedium ohne Kohlenstoffquelle gewaschen und anschlieRend mit einer
Anfangs-ODgoonm Von 0,1 (1x10° Zellen/ml) in Minimalmedium mit der jeweils
angegebenen Kohlenstoffquelle angeimpft. In einem Zeitraum von 2-160 h wurden
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jeweils 1 ml-Proben der Kultur entnommen und diese nach einer entsprechenden
Verdlinnung gegen eine Leerprobe des gleichen Mediums als Referenz bei 600
nm spektralphotometrisch gemessen.

2.21 Herstellung von Proteinextrakten aus S. cerevisiae

Die Zellen einer 100 ml Hefekultur (ODgpp=0,5-0,8) wurden fir 8 min bei 2500 rpm
abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 5 ml STED10-Ldsung (10% Saccharose; 10
mM Tris/HCI, pH 7,6; 1 mM EDTA; 1 mM DTT) gewaschen und abzentrifugiert.
Das Zellpellet wurde rasch in 250 pl eiskalter STED10-Lésung mit 1 mM DTT, 0,2
mM PMSF und 1x Proteaseinhibitormix (Protease-Inhibitor ,Complete®, Roche)
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Zugabe von Glasperlen (& 0,45
mm) bis zum Meniskus der Flussigkeit und anschlieRendem Schitteln auf einem
Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) flr 3 min. Nach Zugabe von 1 ml STED10-
Ldsung, versetzt mit 1 mM DTT, 0,2 mM PMSF und 1x Proteaseinhibitormix,
wurde der Ansatz gemischt, der Uberstand abgenommen und fiir 5 min bei 3000
rom zentrifugiert um Glasperlen und Zelltrimmer zu sedimentieren. 1 ml dieses
Uberstandes wurde bei -20°C eingefroren.

Der erhaltene Extrakt konnte entweder fir eine Saccharosedichte-
gradientenzentrifugation (2.24) eingesetzt werden oder der spezifische Nachweis
von Proteinen wurde direkt durch eine Western-Blot-Analyse (2.25, 2.29) erbracht.

2.22 Bestimmung der Proteinkonzentration
2.22.1 Bestimmung mit Mikrobiuret

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
Inkubationszeit von 10 min bei Raumtemperatur wurde die Extinktion der Proben
in Quarzkuvetten bei 290 nm bestimmt.

2.22.2 Bestimmung mit Bradford

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

2.23 Endoglykosidase H-Behandlung von Proteinextrakten

Fir die Endoglykosidase H-Behandlung (EndoH) wurden die Proteinextrakte
(2.21) nach Angaben des Herstellers wie folgt behandelt: 10-20 pl Rohextrakt
wurden mit /10 Volumen Denaturierungs-Puffer (von New England Biolabs)
versetzt und 10 min auf 95°C erhitzt. AnschlieRend wurde '/1o Volumen G5-Puffer
(von New England Biolabs) und 1 yl EndoH (New England Biolabs) zugegeben.
Die Ansatze inkubierten fir 1 h bei 37°C und wurden anschliefend bei —20°C
weggefroren. Als Kontrolle dienende unbehandelte Aliquots wurden bis auf die
Zugabe von EndoH gleich behandelt.

Der spezifische Nachweis der Proteine erfolgte durch anschlielende SDS-
Gelelektrophorese (2.25) und Western-Blot-Analyse (2.29).

2.24 Zellfraktionierung durch Saccharosedichtegradienten-
zentrifugation

Die Herstellung des Gradienten erfolgte nach Koalling und Hollenberg (1994) in
einem SWA40-Zentrifugationsgefald (Beckmann), indem 4 ml STEDS0 (53%
Saccharose, 10 mM Tris/HCI pH7,6, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,2 mM PMSF und
1x Protease-Inhibitor-Mix), 4 ml STED36 (wie STED53, jedoch mit 36%
Saccharose), 4 ml STED20 (wie STEDS3, jedoch mit 20% Saccharose) sorgfaltig
Ubereinander geschichtet wurden. Das Gefald wurde dicht mit Parafilm
verschlossen und vorsichtig in eine horizontale Lage gebracht. Nach dreistindiger
Diffusion bei 4°C wurde der kontinuierliche Gradient aufgerichet und mit 1 ml
Proteinextrakt (2.21) Uberschichtet. Nach Zentrifugation fur 14 h in einem
Beckmann SW40-Rotor mit 30000 rpm wurden Fraktionen zu 700 upl vom
Gradienten abgenommen. Aliquots wurden mit gleichem Volumen 2x Probenpuffer
(100mM Tris/HCI pH6,8, 4mM EDTA, 4%SDS, 20%Glycerin, 20mM DTT, 0,02%
Bromphenolblau) versetzt und bei —20°C eingefroren.

Jeweils 50 ul der Gradientenfraktionen wurden elektrophoretisch aufgetrennt
(2.25). Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte durch Western-Blot-
Analyse (2.29).
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2.25 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacryl-
amidgelen

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen
(SDS-PAGE) beruht auf der Methode von Laemmli (1970). Zur Auftrennung der
Proteine wurden ein 5%iges Sammelgel (5,9 ml H,O, 2,5 ml Upper Tris (0,4%
SDS, 0,5 M Tris HCI pH 6,8), 1,6 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid, 75 pl 20%
APS, 15 yl TEMED) und ein 10%iges Trenngel (16,2 ml H,O, 10 ml Lower Tris
(0,4% SDS, 1,5 M Tris HCI, pH 8,8), 13,3 ml 30% Acrylamid/0,8% Bisacrylamid,
200 pl APS, 25 yl TEMED) verwendet (Maniatis, 1982). Der Laufpuffer enthielt 25
mM Tris, 0,192 M Glycin und 0,1% SDS. Die Proben wurden mit 2x Probenpuffer
(100 mM Tris/HCI pH6,8, 4 mM EDTA, 4% SDS, 20% Glycerin, 20 mM DTT,
0,02% Bromphenolblau) versetzt und die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 55
V Uber Nacht. Als Molekulargewichtsstandard diente der ,Prestained High
Molecular Weight Standard“ von Sigma bzw. der ,Precision Plus Protein
Standards, Dual Color” von Biorad.

2.26 Nachweis von Proteinen Uber PonceauS-Farbung

Die Anfarbung der Proteine auf der PVDF-Membran erfolgte mit einer PonceauS-
Farbeléosung (0,05% Ponceau S, 0,1% Essigsaure) fur 5-20 min bei
Raumtemperatur. Fur die Entfarbung wurde die Membran anschliel3end in Wasser
geschuttelt.

2.27 Nachweis von Proteinen tiber Coomassie-Farbung

Der Nachweis von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte mit einer
Coomassie Farbeldsung (0,1% Coomassie G250, 50% Ethanol, 7,5% Eisessig) fur
20 min bei Raumtemperatur. Zur Entfarbung wurde eine Lésung bestehend aus
50% Ethanol und 7,5% Eisessig verwendet. Das SDS-Polyacrylamidgel wurde bis
zum gewdilnschten Entfarbungsgrad in dieser Losung geschwenkt.

2.28 Nachweis von Proteinen Uber Silber-Farbung

Die Silber-Farbung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte mit dem
»oilverQuest Silver Staining Kit* von Invitrogen nach Angaben des Herstellers.
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2.29 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-Blot-
Analyse

Nach der Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurden die Proteine auf
eine PVDF-Membran (Millipore) transferiert. Die Ubertragung erfolgte in Blotting-
Puffer (25 mM Tris, 0,192 M Glycin, 20% Methanol) fur 2-3 h bei 55 V (250 mA).
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation der Membran flir 1-3 h in
PBSTB (10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,2, 150 mM NaCl, 0,3% Tween20,
3% BSA) oder TBSTM (50 mM Tris/HCI pH7,5, 150 mM NaCl, 0,1% TritonX100,
1% Milchpulver) blockiert. Die Reaktion mit dem Primarantikérper (in PBSTB oder
TBSTM verdlunnt) erfolgte fir 1-14 h bei Raumtemperatur. Danach wurde die
Membran 3x mit PBST (10 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,2, 150 mM NaCl,
0,3% Tween20) oder TBST (50 mM Tris/HCI pH7,5, 150 mM NaCl, 0,1%
TritonX100) gewaschen und anschliellend fur 1-2 h mit dem Sekundarantikdrper
(in PBSTB oder TBSTM verdunnt) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran
wurde wiederum 3x mit PBST oder TBST gewaschen. Der Nachweis der
gebundenen  Antikérper erfolgte  durch eine  Peroxidase-katalysierte
Chemilumineszenz-Reaktion nach Zugabe eines Chemilumineszenz-Substrates
(SuperSignal ULTRA Chemiluminescent Substrate, Pierce) und anschliel3ende
Detektion durch Auflegen eines Rontgenfilms.

2.30 Nachweis von Proteinen mit spezifischen Antikérpern

Tab. 11: eingesetzte Verdinnungen der verwendeten Antikorper

Antikorper Primar/Sekundar Verdinnung/Konzentration
anti-GLUT1 primar 1:2000
anti-HA primar 1:1000
anti-Pma1 (Kalling, primar 1:1000
Dusseldorf)

anti-Pma1 (Santa Cruz primar 1:1000
Biotechnology, Inc.)

Anti-Pep12 primar 1:1500
anti-ALP primar 1:100
anti-Dpm1 primar 1:1000
anti-TNP primar 40 ug
anti-Kaninchen sekundar 1:18750
anti-Ratte sekundar 1:10000
anti-Maus sekundar 1:12500

anti-Ziege sekundar 1:15000
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2.31 Messung von Enzymaktivitaten in S. cerevisiae

2.31.1 Herstellung von Rohextrakten

5 ml Hefekultur wurden Uber Nacht in YPD-Pi bzw. YPD+Pi (2.1.4) in 50 ml
FalcongefalRen geschittelt. Die Zellen wurden fir 5 min bei 2000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 5 ml 0,01 M
Natriumacetatpuffer pH 4,0 gewaschen, erneut fir 5 min bei 2000 rpm
zentrifugiert. Nach erneutem Resuspendieren in 5 ml 0,01 M Natriumacetatpuffer
wurden die Zellen in ein Reagenzglas uberfihrt und wieder unter gleichen
Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und dem Zellpellet das
gleiche Volumen Glasperlen (J 0,45 mm) zugegeben. Alle weiteren Schritte
wurden bei 4°C durchgefuhrt. Der Zellaufschluss erfolgte fur 5 min auf einem
Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR). 1,5 ml 0,01 M Natriumacetatpuffer pH 4,0
(4°C) wurden zum Zellaufschluss dazugegeben und der Uberstand in ein
Eppendorfgefall dberfuhrt. Nach 10 minutiger Zentrifugation bei 13000 rpm und
4°C wurde der Uberstand erneut in ein frisches EppendorfgefaR pipettiert. Der
erhaltene Rohextrakt wurde auf Eis aufbewahrt und flr die saure Phosphatase-
Aktivitatsbestimmung eingesetzt.

2.31.2 Bestimmung der sauren Phosphatase Aktivitat

Die Aktivitat der in den periplasmatischen Raum sekretierten sauren Phosphatase
kann gemessen werden durch die Farbreaktion der Umsetzung von p-Nitrophenol
zu p-Nitrophenolat durch Zugabe von NaCOs;. Die saure Phosphatase katalysiert
die Umsetzung des Substrats p-Nitrophenyl-Phosphat zu p-Nitrophenol und
anorganischem Phosphat.

Die Reaktion fand in einem Gesamtvolumen von 1 ml statt. 990 ul des
Gesamtvolumens setzten sich aus dem, wie unter 2.31.1 beschrieben,
hergestellten Rohextrakt und 0,05 M Natriumacetatpuffer zusammen. Der Ansatz
wurde 1 min bei 35°C im Wasserbad vorinkubiert. Die Enzymreaktion wurde durch
Zugabe von 10 pl einer 100 x Stammldsung (0,64 mg/ml) des Substrats p-
Nitrophenyl-Phosphat gestartet. Es folgte eine Inkubation des Reaktionsansatzes
bei 35°C im Wasserbad fur 5-10 min. 500 pl gesattigte NaCOs-Losung wurde in
eine Kulvette vorgelegt und nach Ablauf der Inkubationszeit 500 pl des
Reaktionsansatzes dazugegeben und dadurch die Enzymreaktion gestoppt. Das
freigesetzte p-Nitrophenol geht in alkalischer Lésung in p-Nitrophenolat tber. Die
Losung farbt sich gelb und die Farbentwicklung konnte bei 400 nm
spektralphotometrisch bestimmt werden. Die Messung fand gegen einen Blindwert
zusammengesetzt aus 990 pl 0,05 M Natriumacetatpuffer und 10 pyl 100 x
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Stammldsung p-Nitrophenyl-Phosphat statt. Die Gesamtproteinkonzentration des
Rohextrakts wurde mit Mikrobiuret (2.22.1) bestimmt und die spezifische
Enzymaktivitat berechnet.

2.32 Extraktion von Phospholipiden aus Zellmembranen

Die Plasmamembranfraktion wurde nach der Methode ,Proteinpraparation der
Membranfraktion“ (2.19) erhalten. Die Membranfraktion wurde in 500 pl
Imidazolpuffer aufgenommen. Aus diesem Extrakt wurden dann die Phospholipide
nach Robl et al. (2001) isoliert. Dazu wurde der Extrakt mit 3 ml
Chloroform/Methanol im Verhaltnis 2:1 versetzt und in einem Reagenzglas 3-5 min
auf einem Vortex geschuttelt und danach flr 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Die
obere, wassrige Phase wurde abgenommen, die verbleibende, organische Phase
in ein frisches Reagenzglas pipettiert und mit 3 ml 10%igem Methanol gewaschen.
Es folgte eine Zentrifugation flr 15 min bei 2000 rpm, die wassrige Phase wurde
erneut verworfen und der Waschvorgang wiederholt. Die organische Phase wurde
in ein steriles 2 ml Eppendorf-Gefal® pipettiert und die FlUssigkeit in einer Speed-
Vac (Concentrator 5301, Eppendorf) verdampft. Das Lipidpellet wurde in 30 pl
Toluol aufgenommen und konnte fur die Dinnschichtchromatographie eingesetzt
werden.

2.33 Dunnschichtchromatographie

Bevor die Dunnschichtchromatographie, wie von Ruiz und Ochoa (1997)
beschrieben, durchgefihrt werden konnte, wurden die 20x20 cm grol3en
Kieselgelplatten Uber Nacht in einem Gemisch von Chloroform/Methanol/Wasser
in einem Verhaltnis von 60/40/10 inkubiert. Die Platten wurden dann getrocknet
und fur 30 min bei 110°C gebacken. Zur Gasraumsattigung der Chromatographie-
Doppeltrogkammer wurde zuerst nur ein Trog mit 20 ml des FlieBmittels gefullt
und zusatzlich noch ein mit dem Flielmittel getranktes Filterpapier in den Trog
gestellt. Es folgte eine 5-minltige Inkubation. Wahrend dieser Inkubationszeit
wurde jeweils ein Aliquot von 10 ul der zu untersuchenden Lipidextrakte mit Hilfe
eines Kapilarrohrchens punktformig auf die Kieselgelplatte aufgetragen ca. 1 cm
vom Rand der Platte entfernt. Die Kieselgelplatte wurde mit den aufgetragenen
Lipidextrakten nach unten in den leeren Trog gestellt, erneut fur 2 min inkubiert
und dann der erste Schritt der Chromatographie durch Einflllen von 20 ml
Flieldmittels auf den Boden des leeren Trogs gestartet. Um die verschiedenen
Phospholipide voneinander zu trennen wurden unterschiedliche Fliel3-
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mittelgemische nacheinander eingesetzt. Vor jedem neuen FlieBmittelgemisch
wurde die Kieselgelplatte getrocknet und es fand eine Gasraumsattigung der
Chromatographiekammer mit dem neuen FlieRmittel statt.

Die einzelnen FlieBmittel, deren Lauflange und Laufdauer sind in der folgenden
Tabelle aufgeflhrt:

Tab. 12: Eingesetzte Losungsmittel, deren Konzentration, Lauflange und Laufdauer in der
Dunnschichtchromatographie

Loésungsmittel Konzentration Lauflange in Laufdauer
cm (ca)) in min
1 Chloroform/Methanol/Wasser 60/40/10 1 0,51
Chloroform/Methanol/Wasser  65/40/5 2 1-2
3 Ethylacetat/2-Propanol/ 35/5/20/22/15/9 5 15
Ethanol/Chloroform/Methanol/
0,25% KCI
Toluol/Diethyether/Ethanol 60/40/3 7,5 16
5 n-Heptan/Diethylether 94/8 11 25
6 n-Heptan 100 13 40

Nach dem letzten  Ldsungsmittel wurde die Platte aus der
Chromatographiekammer entfernt, gut getrocknet und dann fir ca. 10 sec zum
Entwickeln in einer Losung aus 10% CuSO4 (w/v), 8 % H3PO4 (v/v) inkubiert,
dabei wurden die Lipide verkohlt (Bitman und Wood, 1982). Nach erneutem
Trocknen wurde die Platte fir 2 min bei 200°C erhitzt. Die aufgetrennten Lipide
erschienen nun als schwarze Flecken auf der Kieselgelplatte.

Zu jeder chromatographischen Auftrennung wurden auch bekannte Phospholipide
geldst in Toluol als Standard mit aufgetragen und aufgetrennt. Als Standardleiter
diente ein Gemisch aus Phosphatidylinositol (Pl), Phosphatidylserin (PS),
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylglycerol (PG), Phosphatidylcholin
(PC) und dem Sterol Ergosterol (Sigma). Die Standards wurden jeweils in einer
Konzentration von 0,25 ug eingesetzt.

2.34 TNP-Prazipitation von Plasmamembran-Proteinen

Trinitrobenzol-Sulfonsaure (TNBS) kann Zellmembranen nicht durchdringen und
reagiert somit nur mit extrazellular zuganglichen Domanen von Proteinen intakter
Zellen, an die sodann eine Trinitrophenol(TNP)-Gruppe kovalent gebunden wird.
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Mittels Antikorpern, die gegen TNP gerichtet sind, kdnnen diese modifizierten
Proteine spezifisch angereichert und Uber Western-Blot-Analyse (2.29) detektiert
werden (Novick und Scheckman, 1983).

2.34.1 Herstellung eines Proteinextrakts aus der Plasmamembran

150 ml einer UN-Kultur wurden bei einer ODggo=1,0 geerntet und mit Waschpuffer
(20 mM Na;HPO4/NaH,PO4, pH7,9, 300 mM NaCl) versetzt mit 0,25 mM CaCl,
gewaschen. Das Pellet wurde in 100 mM NaHCO3; pH9,2/ 0,25 mM CaCly/ 10 mM
TNBS resuspendiert und 45 min auf Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen
zweimal mit Waschpuffer gewaschen. Der Zellaufschluss erfolgte in 50 mM
Natriumphosphat-Puffer pH7,9/ 3 mM DTT/ 1 mM PMSF/ 2,2 mM Benzamidin mit
Glasperlen (& 0,45mm) fur 5 min auf einem Vibrax bei 4°C. Das Zelllysat wurde
10 min bei 2000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
die Plasmamembranfraktion fur 40 min bei 16000 g und 4°C pelletiert. Das Pellet
wurde in 100 pl IP-Puffer (50 mM NayHPO4/NaH,PO4, pH 8,0, 150 mM NaCl)
versetzt mit 1% n-Dodecyl-B-D-Maltosid resuspendiert und die Plasma-
membranproteine durch 5-mindtige Inkubation auf einem Drehrad bei 4°C
solubilisiert. Nicht geldste Bestandteile wurden durch Zentrifugation fir 5 min bei
15000 rpm und 4°C entfernt, der Uberstand abgenommen und mit dreifachem
Volumen IP-Puffer verdunnt.

2.34.2 Immunpréazipitation von TNP-modifizierten Plasmamembran-
Proteinen

Der Plasmamembran-Proteinextrakt wurde mit anti-TNP Antikdrpern (40ug)
versetzt und Uber Nacht auf einem Drehrad bei 4°C inkubiert. Die Immobilisierung
des Antikdrper-Protein-Komplexes erfolgte durch Zugabe von 40 pl Protein A-
Sepharose (Amersham Biosciences) und Inkubation auf dem Drehrad fir eine
Stunde. AnschlieRend wurde die Sepharose dreimal mit je 700 pl IP-Puffer/ 0,2%
n-Dodecyl-B-D-Maltosid gewaschen und der gereinigte Antikérper-Protein-
Komplex mit 50 ul 2x Probenpuffer (100 mM Tris/HCI pH6,8, 4 mM EDTA, 4%
SDS, 20% Glycerin, 0,02% Bromphenolblau) versetzt mit 20 mM DTT bei
Raumtemperatur eluiert. Das Eluat wurde in ein frisches Eppendorf-Gefal}
uberfuhrt und bei -20°C gelagert.

Eine Analyse der Proben erfolgte Uber eine SDS-Gelelektrophorese (2.25) und
anschliellenden Western-Blot (2.29).



Material und Methoden Seite 42

2.35 Protein-Aufreinigung tber “ Tandem-Affinity-Purification” (TAP)

Die Tandem-Affinitats-Aufreinigung (TAP) wurde nach Puig et al. (2001)
durchgefuhrt. Der TAP-tag besteht aus einem Calmodulin-bindenden Peptid
(calmodulin  binding peptide, CBP), einer TEV-Protease Schnittstelle (,TEV
protease cleavage site) und zwei IgG Bindedomanen des Protein A aus
Staphylococcus aureus (Rigaut et al., 1999).

2.35.1 Konstruktion des Stammes DVY.06

Der Stamm CEN.PK2-1C wurde genutzt, um den TAP-tag Uber homologe
Rekombination genomisch an den C-Terminus von FGY1 zu fusionieren. Dazu
wurde mit Hilfe der Oligonukleotide FGY1-TAPf und FGY1-TAPr der TAP-tag und
der Selektionsmarker URA3 aus Kluyveromyces lactis von dem Plasmid pBS1539
(Puig et al., 2001) amplifiziert. Das Oligonukleotid FGY1-TAPf besitzt 5’-terminal
einen homologen Bereich zum 3’-Ende des offenen Leserahmens von FGY1 im
Hefegenom ohne das Stopcodon und der 3’-terminale Bereich hybridisiert an das
5-Ende der CBP-kodierenden Sequenz. Das Oligonukleotid FGY1-TAPr bindet
mit seinem 5-Ende direkt an die Sequenz im Genom hinter dem Stopcodon von
FGY1 und besitzt 3'-terminal eine homologe Sequenz zum Vektor pBS1539
abwarts des Selektionsmarkers. Beide Oligonukleotide wurden so gewahlt, dass
sie den offenen Leserahmen beibehielten. Das PCR-Produkt wurde nach der
Aufreinigung in den Stamm CEN.PK2-1C transformiert. Die Selektion der
Hefetransformanten erfolgte auf uracilfreiem Minimalmedium. Uber PCR mit den
Oligonukleotiden TAPf und TAPr und Sequenzierung wurde die richtige Integration
des TAP-tags verifiziert. Das Oligonukleotid TAPf bindet im 3’-Bereich von FGY1
kurz vor dem Stopcodon und TAPr im Terminationsbereich von FGY1 und damit
nach erfolgreicher Integration hinter dem TAP-tag und dem URAS3-
Selektionsmarker. Der neu konstruierte Stamm wurde mit DVY.06 (FGY1-TAP
K.LURA3) bezeichnet.

2.35.2 Herstellung des Proteinextrakts

Der Hefestamm wurde in 2 | YEP mit 2% Glukose bei einer ODgoonm=1,0-2,0 durch
Zentrifugation mit 2 g geerntet, zweimal mit kaltem Wasser gewaschen und
anschlie3end in Trockeneis eingefroren. Die Zellen wurden in einfachem Volumen
Puffer A (10 mM K-Hepes pH7,9, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 0,5
mM PMSF, 2 mM Benzamidine, 1 uM Leupeptin, 2 uM Pepstatin A, 4 uM
Chymostatin, 2,6 uM Aprotinin) schnell aufgetaut und anschlielRend dreimal mittels
French Press (SIM AMINCO, SIM Instruments, Inc.) mit einem Druck von 8,27
MPa (1200 psi) aufgebrochen. KCI wurde bis zu einer Endkonzentration von 0,2 M
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zugefiigt und der Extrakt wurde fiir 30 min bei 25000 g und der Uberstand
anschlief3end fur 1 h bei 100000 g zentrifugiert. Die mittlere der drei entstandenen
Phasen wurde abgenommen und gegen 2 | Puffer D (20 mM K-Hepes pH7,9, 50
mM KCI, 0,2mM EDTA pH8,0, 0,5 mM DTT, 20% Glycerin, 0,5 mM PMSF, 2 mM
Benzamidin) fur 3 h bei 4°C dialysiert. Der Proteinextrakt wurde anschlie3end in
Trockeneis eingefroren und dann bei -80°C gelagert.

2.35.3 TAP-Aufreinigung

Alle Aufreinigungsschritte wurden in 0,8 x 4 cm Poly-Prep Saulen der Firma Biorad
durchgefuhrt. 200 pl IgG Sepharose wurden in eine Saule tberfihrt und mit 10 ml
IPP150-Puffer (10 mM Tris-HCI pH8,0, 150 mM NaCl, 0,1% Nonidet P40)
gewaschen. Der Proteinextrakt wurde mit 10 mM Tris-HCI pH8,0, 10 mM NaCl und
0,1% Nonidet P40 versetzt, zu den Sepharose-Kugeln auf die Saule gegeben und
fur 2 h bei 4°C inkubiert. Durch Gravitationsfluss wurde der ungebundene Extrakt
entfernt und die gebundenen Proteine dreimal mit 10 ml IPP150-Puffer
gewaschen. 10ml TEV-Spaltungspuffer (10 mM Tris-HCI pH8,0, 150 mM NacCl,
0,1% Nonidet P40, 0,5 mM EDTA, 1 mM DTT) lief Uber die Sdule bevor 1 ml TEV-
Spaltungspuffer und 100 Units TEV-Protease fir 2 h bei 16°C in der Saule
inkubierten. Das anschlieend durch Gravitationsfluss gewonnene Eluat wurde auf
Eis aufbewahrt.

200 ul Calmodulin-beads wurden in eine frische Saule pipetiert und mit 10 ml
IPP150 Calmodulin-Bindungspuffer (10 mM Tris-HCI pH8,0, 10 mM 2-
Mercaptoethanol, 150 mM NaCl, 1 mM Magnesiumacetat, 1 mM Imidazol, 2 mM
CaCly, 0,1% Nonidet P40) gewaschen. Das Eluat wurde mit 3 ml IPP150
Calmodulin-Bindungspuffer pro 1 ml Extrakt und mit 3 yl 1 M CaCl, pro 1 ml
Extrakt versetzt bevor es auf die Saule Uberfihrt und fir 1 h bei 4°C inkubiert
wurde. Die Calmodulin-beads wurden mit 30 ml IPP150 Calmodulin-
Bindungspuffer gewaschen und die gebundenen Proteine anschlieRend mit 1 ml
IPP150 Calmodulin-Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI pH8,0, 10 mM 2-
Mercaptoethanol, 150 mM NaCl, 1 mM Magnesiumacetat, 1 mM Imidazol, 0,1%
Nonidet, 2 mM EGTA) eluiert.

2.35.4 Proteinkonzentrierung mittels TCA-Fallung

Das Eluat wurde mit 7 Volumen 100%iger TCA versetzt und fur mindestens 12 h
bei —20°C inkubiert. Anschlie®end wurden die Proteine fur 30 min mit 13000 rpm
bei 4°C abzentrifugiert, einmal mit kaltem (-20°C) Aceton versetzt mit 0,05 N HCI,
anschlieBend mit kaltem (-20°C) 100%igem Aceton gewaschen und in einer
Speed-Vac (Concentrator 5301, Eppendorf) getrocknet.
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2.36 Kreuzung von Hefestammen, Tetradenanalyse und Bestimmung
des Paarungstyps

Die zu kreuzenden haploiden Stamme wurden Uber Nacht in 5 ml YEP-Glukose
(YEPD) herangezogen und am nachsten Morgen auf einer Agarplatte miteinander
gemischt. Nach einer Inkubation von 3 h bei 30°C wurden Zygoten mit Hilfe eines
Mikromanipulators isoliert und auf einer YEPD-Platte herangezogen. Die diploiden
Zellen wurden anschlieBend in 5 ml YEPD bis zur stationaren Phase
herangezogen, in Wasser gewaschen und fur 3-5 Tage auf Agarplatten mit 2%
Kaliumacetat bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden die
sporulierenden Zygoten in 0,5 ml Wasser aufgenommen, die Ascuswande durch
Zugabe von 20 pl B-Glucuronidase (0,2 mg/ml) fir 10 min bei Raumtemperatur
lysiert und die Sporen mittels Mikromanipulator getrennt.

Zur Bestimmung des Paarungstyps wurden die zu prifenden Stamme mit den
Testerstammen EBY109A (MATa leul) und EBY109B (MAT« leul) gekreuzt und
auf Minimalmedium ausgestrichen. Zellen, die nach der Kreuzung mit dem Stamm
EBY109A auf Minimalmedium Wachstum zeigten, gehorten dem Paarungstyp a
an. Zellen, die mit dem Stamm EBY109B gekreuzt wurden und auf
Minimalmedium wuchsen, gehorten dem Paarungstyp a an.

2.37 Phanotyp ,Microarray“-Analyse

Die Methode wird beschrieben in einer Verodffentlichung von Bochner et al. (2001).
Die Phanotyp ,Microarray“-Analyse wurde durchgefihrt von Biolog, Inc. in
Hayward, Kalifornien. Es wurden zehn Analysen mit verschiedenen
Medienzusatzen im Hinblick auf die Auswirkungen auf den Metabolismus der Hefe
durchgefuhrt.

2.38 Mikroskopische Untersuchungen

Mikroskopische Untersuchungen wurden mit lebenden, nicht-fixierten Zellen mit
einem Zeiss Axioskop durchgeflhrt. Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurde ein
FITC-Filter (Zeiss) verwendet. Die Bilder wurden mit einer AxioCam (Zeiss)
aufgenommen und mit der Software ,Adobe Photoshop 7.0 bearbeitet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Nachweis der Lokalisierung von Fgyl

Es gibt verschiedene Moglichkeiten die Lokalisierung von Proteinen
nachzuweisen. Die Fraktionierung eines Zellextraktes von einer in der
exponentiellen Wachstumsphase befindlichen Kultur durch Saccharosedichte-
gradientenzentrifugation (2.24) und anschlieliender Western-Blot-Analyse (2.29)
dient als eine Moglichkeit des Nachweises der intrazellularen Verteilung von
Proteinen. Das Verteilungsmuster der Proteine in den Fraktionen unterschiedlicher
Dichte kann dann mit der Lokalisierung bekannter Markerproteine verglichen
werden. Ausgehend von den erhaltenen Ergebnissen kann auf die Lokalisierung
der zu untersuchenden Proteine geschlossen werden.

Eine weitere Mdglichkeit bietet die Fusion der Sequenz des grun-fluoreszierenden
Proteins (GFP) an den N- oder C-Terminus des Proteins. Die Lokalisierung des
Fusionsproteins in der Zelle wird dann Uber Fluoreszenzmikroskopie sichtbar.

3.1.1 Lokalisierung von Fgy1l mittels Saccharosedichtegradienten-
zentrifugation und Western-Blot-Analyse

Um Fgy1 Uber Western-Blot-Analyse nachweisen zu kdnnen musste das Protein
mit einem Epitop fusioniert werden gegen das Antikdrper verwendet werden
konnten. Aus diesem Grund wurde in einer friheren Arbeit das Plasmid
p423MET25-Fgy1-HA konstruiert, das ein mit einem 3-fachen HA-Epitop am 5’-
Ende versehenes FGY1 exprimiert (Voss, 2001).

Es wurde ein Proteinextrakt (2.21) des Afgyl-Stammes RWY95-1A, der das
Plasmid p423MET25-Fgy1-HA enthielt, hergestellt. Dieser Extrakt wurde durch
Saccharosedichtegradientenzentrifugation einer subzellularen Fraktionierung
unterzogen. Nach erfolgter SDS-Gelelektrophorese (2.25) und Western-Blot-
Analyse (2.29) zeigte sich eine Lokalisierung von HA-markiertem Fgy1 zum einen
in den Fraktionen 17 und 18, welche eine hohe Dichte haben und der
Lokalisierung von Plasmamembranproteinen zugeordnet sind, zum anderen aber
auch in Fraktionen geringerer Dichte, was auf eine zusatzliche Lokalisation in
intrazellularen Strukturen hindeutet (Kdlling und Hollenberg, 1994) (Abb. 3A).

3.1.2 Bestimmung der intrazellularen Lokalisation von Fgy1l-HA

Die Lokalisation von HA-markiertem Fgy1 in intrazellularen Kompartimenten der
Zelle sollte nun mit der Lokalisation bekannter Markerproteine verglichen werden.
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Dazu wurde die Verteilung der Markerproteine Dpm1 (Dolichol-Phosphat-
Mannose-Synthase in der Membran des endoplasmatischen Retikulums), Pep12
(endosomales Protein der t-SNARE-Familie) und ALP (alkalische Phosphatase in
der Vakuolenmembran) der Verteilung von Fgy1-HA im Saccharosedichte-
gradienten gegenubergestellt und im Anschluss densitometrisch ausgewertet. Die
Bestatigung der Lokalisation eines Teils der Fgy1-HA Proteine in der
Plasmamembran sollte durch einen Vergleich mit der Lokalisation von Pma1, dem
Markerprotein der Plasmamembran (Serrano et al., 1986), erfolgen.

Wie Abb. 3A zeigt, kolokalisiert Fgy1 in den Fraktionen hoher Dichte mit der
Lokalisation von Pma1l in der Plasmamembran. Auch die densitometrische
Bestimmung der Verteilung von Fgy1 bestétigte, dass Fgy1, wie Pma1, in der
Plasmamembran lokalisiert ist (Abb. 3B).
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Abb. 3: Fraktionierung von HA-markiertem Fgyl durch Dichtegradientenzentrifugation. Ein
Proteinextrakt des Afgyl-Stammes RWY95-1A mit dem p423MET25-Fgy1-HA Plasmid wurde
mittels Dichtegradientenzentrifugation fraktioniert (20-50% Saccharose, geringste Dichte in
Fraktion 1). Durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse wurde die Verteilung von Fgy1-HA und
der Markerproteine Pma1, Dpm1, Pep12 und ALP untersucht. Es wurden polyklonale Antikérper
gegen Pma1l und monoklonale Antikérper gegen das HA-Epitop, Dpm1, Pep12 und ALP
verwendet (A). Die Western-Blots wurden eingescannt und die Signalintensitat wurde mit dem

Programm Scionlmage quantifiziert. Das starkste Signal wurde als 100% definiert (B).

Bei der intrazellularen Lokalisation von Fgy1-HA zeigte sich die grofdte
Akkumulation von Fgy1-HA in der neunten Fraktion (Abb. 3A). In dieser Fraktion
erreichte auch das Fraktionierungsprofil flr das Protein Pep12, das als Marker fur
die Endosomenmembran diente, seinen hochsten Punkt, wohingegen Dpm1 und
ALP ihre grofdte Akkumulation in Fraktion zehn zeigten (Abb. 3B). Aus diesen
Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass Fgy1-HA sowohl in der Plasmamembran,
als auch in der Endosomenmembran lokalisiert ist.
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3.1.3 Lokalisierung von Fgyl mittels GFP-Fusion

Die Lokalisierung von Fgy1 wurde zudem fluoreszenzmikroskopisch mit Hilfe der
grun-fluoreszierenden Eigenschaft des GFP-Proteins aus Aequorea victoria
untersucht. Dazu wurde das Plasmid YEpFGY1-GFP in die Stamme RWY95-1A
(afgyl), EBY.S7 (hxt fgyl-1) und EBY.VW4000 (hxt) transformiert.
Transformanten wurden in synthetischem Medium ohne Methionin inkubiert um
die Expression des unter der Kontrolle des MET25-Promotors liegenden FGY1-
GFP Gens zu induzieren. Die Fluoreszenzmikroskopie zeigte in den drei
untersuchten Stammen fur Fgy1-GFP eine Lokalisierung an der Plasmamembran
(Abb. 4).

Afgyl/Fgy1-GFP hxt fgy1-1/Fgy1-GFP hxt/Fgy1-GFP

Abb. 4. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisierung von Fgyl. Die
Hefestamme RWY95-1A (4fgyl) (A), EBY.S7 (hxt fgyl-1) (B) und EBY.VW4000 (hxt) (C) mit dem
Plasmid YEpFGY1-GFP wurden in synthetischem, 1%igem Maltosemedium ohne Uracil und

Methionin angezogen.

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zur Lokalisierung von HA-markiertem Fgy1
sowohl in der Plasmamembran als auch in der Endosomenmembran (3.1.2),
bestatigt aber das von Huh et al. (2003) publizierte Ergebnis. Sie hatten ebenfalls
durch GFP-Fusion Fgy1 an der Zellperipherie lokalisiert.

Im Afgy1-Stamm RWY95-1A fluoresziert neben dem Fgy1-GFP als griner Ring an
der Plasmamembran die Vakuole leicht orange. Fur diese Fluoreszenz ist ein roter
Farbstoff verantwortlich der von ade2-Mutantenstdmmen in der Vakuole
gespeichert wird (Weismann et al., 1987).

3.2 Vergleich zweier Hefestamme mittels Pha&notyp-Microarrays

Bochner et al. (2001) haben mit den sogenannten Phanotyp-Microarrays eine
Methode entwickelt mit der sich gleichzeitig viele verschiedene zellulare
Phanotypen testen lassen und bieten die Durchfihrung dieser Tests in der Firma
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,Biolog, Inc.“ an. Die Tests werden in Mikrotiterplatten durchgefihrt. In jeder
Vertiefung einer Platte wird ein unterschiedlicher Phanotyp getestet. Untersucht
werden kdnnen zum einen Phanotypen, die den Metabolimus einer Zelle betreffen,
zum anderen jene, welche die Sensitivitat gegentber chemischen Substanzen
aufzeigen. Das Prinzip dieser Technologie basiert darauf, die Zellatmung als
universellen Reporter zu nutzen. Je nach Starke der Atmung wird eine bestimmte
Menge eines Farbstoffes umgesetzt, die Zunahme der Farbintensitat wird Gber
einen Zeitraum von 24-48 Stunden gemessen und digitalisiert. Um die Phanotypen
zweier Zelllinien miteinander vergleichen zu kénnen werden die Graphen der
gemessenen Farbintensitaten in unterschiedlichen Farben dargestellt. Die
Graphen werden dann farblich Gbereinander gelegt um Unterschiede zu erkennen.
Sind Unterschiede in den Graphen vorhanden, lassen sich Rlickschllsse auf den
untersuchten Phanotypen ziehen.

Ein Ziel dieser Arbeit sollte sein, die Funktion von Fgy1 in S. cerevisiae zu
charakterisieren. Um Ansatze zu finden, in welche Richtung diese
Untersuchungen gehen sollten, wurden die beiden Stamme RWY95-1D (FGY1)
und RWY95-1A (4fgyl) von ,Biolog, Inc.“ Phanotyp-Microarrays unterzogen. Es
wurden Tests in Bezug auf verschiedene Kohlenstoff-, Stickstoffquellen und den
Einfluss unterschiedlicher pH-Werte und Salztoleranz durchgefihrt.

Der Vergleich der Stamme RWY95-1D (FGY1) und RWY95-1A (4fgyl) ergab
keine spezifischen Unterschiede, die sich auf bestimmte einzelne Phanotypen
beschrankten. Schon fur den als Referenzstamm dienenden Stamm RWY95-1D
wurde festgestellt, dass er nicht mit Saccharose und auch nicht mit Maltose als
einziger Kohlenstoffquelle wachst. Der Stamm RWY95-1A (4fgyl) zeigte im
Vergleich zu seinem Referenzstamm einen generellen Defekt im
Kohlenstoffmetabolismus. Er wuchs gar nicht oder nur sehr schlecht auf
Kohlenstoffquellen wie Galaktose, Mannose, Fruktose, Pyruvat oder auch
Glukose. Ein langsameres Wachstum des fgyl-Deletionsstammes gegeniber dem
Stamm RWY95-1D (FGY1) auf Medium mit Glukose wurde auch in unserer
Arbeitsgruppe beobachtet. Die Tests zur Salztoleranz der beiden Stamme fuhrten
zu dem Ergebnis, dass beim RWY95-1A-Stamm eine allgemein erniedrigte
Salztoleranz vorliegt. Hier konnte keine Spezifitat festgestellt werden. Der Afgyl-
Stamm ist hypersensitiv gegenuber allen getesteten osmotischen Agenzien.
Untersuchungen zur pH Toleranz des fgyl-Deletionsstammes zeigten, dass er
einen Wachstumsdefekt bei pH 5,5 bzw. pH 6 aufweist, aber bei einem pH von 4,5
und Zugabe von Homoserin oder Norvalin besser wachst als der Referenzstamm.
Auch fur die Tests zum Stickstoffmetabolismus liel3 sich nur ein genereller
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Wachstumsdefekt flir den Stamm RWY95-1A (4fgyl) feststellen. Die ausfuhrlichen
Ergebnisse der Phanotyp-Microarrays sind im Anhang dargestellt (6.1).

Da diese Ergebnisse eher ein universelles Wachstumsdefizit des fgyl-
Deletionsstammes gegenlber dem Referenzstamm zeigen, konnten sie nicht als
Ausgang fur weitere Untersuchungen zur Funktion von Fgy1 genutzt werden.

3.3 Untersuchung einer Funktion von Fgyl bei der Lokalisierung von
Plasmamembranproteinen

GLUT1 ermdglicht im Stamm EBY.S7 (hxt fgyl-1) Wachstum auf Medium mit
Glukose, im hxt-Stamm dagegen nicht. Daher muss das Transporterprotein im
fgyl-1 mutanten Stamm in der Plasmamembran integriert vorliegen. Es stellte sich
die Frage, ob Fgy1 fir eine Mislokalisierung von GLUT1 und vielleicht auch von
anderen Transportproteinen verantwortlich ist. Mit Hilfe von Lokalisierungs-
experimenten sollte untersucht werden, ob Fgy1 eine Funktion bei der Sekretion
von GLUT1 bzw. der Maltosepermease Mal31 auf dem Weg zur Plasmamembran
ausubt.

3.3.1 Untersuchungen zur Lokalisierung von GLUTL1

3.3.1.1 Lokalisierung eines GLUT1-GFP Fusionsproteins im fgyl-1 mutanten
Stamm

Die Lokalisierung von GLUT1 in S. cerevisiae wurde schon in friheren
Experimenten durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie untersucht (Kasahara und
Kasahara, 1996) Die Experimente hatten gezeigt, dass GLUT1 in intrazellularen
Strukturen, vermutlich im endoplasmatischen Retikulum, zurlckgehalten wurde.
Im Gegensatz dazu konnten Wieczorke et al. (2003) durch C-terminale Fusion des
grun-fluoreszierenden Proteins GFP an die Sequenz des GLUT1-Gens und
Expression dieses Fusionsproteins in einem hxt-Stamm eine Lokalisierung von
GLUT1-GFP an der Zelloberflache nachweisen. Erklart wurde dieser Unterschied
mit der Nutzung unterschiedlicher Hefestamme. Kasahara und Kasahara (1996)
hatten ihre Untersuchungen in einem Stamm durchgeflhrt, der nur partiell in
einigen endogenen Glukosetransportern deletiert war, in dem von Wieczorke et al.
(2003) benutzten Stamm waren dagegen alle endogenen Glukosetransporter der
Hefe deletiert.

Zum Vergleich der Lokalisierung von GLUT1 wurde das GLUT1-GFP
exprimierende Plasmid YEprGLUT1-GFP zum einen in den Stamm EBY.S7 (hxt
fgyl-1) und zum anderen in EBY.VW4000 (hxt) transformiert. Die Lokalisierung
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von GLUT1-GFP wurde fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Es konnte kein
Unterschied in der Lokalisierung von GLUT1-GFP zwischen dem fgy1l-1 mutanten
Stamm und dem hxt-Stamm nachgewiesen werden, der auf eine Funktion von
Fgy1 beim Transport von GLUT1 zur Plasmamembran hingedeutet hatte. In
beiden Stammen war GLUT1-GFP an der Zelloberflache lokalisiert (Abb. 5).

A

fgy1l-1/GLUT1-GFP hxt/GLUT1-GFP

Abb. 5: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Lokalisierung des Fusionsproteins
GLUT1-GFP in den Hefestammen EBY.S7 (hxt fgyl-1) (A) und EBY.VW4000 (hxt) (B). Die

Zellen wurden in synthetischem Medium ohne Uracil und Methionin bei 30°C herangezogen.

3.3.1.2 Gegenuberstellung der Lokalisierung von GLUT1 durch Saccharose-
dichtegradientenzentrifugation

Eine mdgliche Funktion von Fgy1 bei der Lokalisierung von GLUT1 sollte durch
eine weitere Untersuchung Uuberprift werden. Fraktionierung durch einen
Saccharosedichtegradienten und anschlielende Western-Blot-Analyse sollte
Aufschluss Uber die intrazellulare Verteilung von GLUT1 in Hefezellen geben.
Sollte Fgy1 die Sekretion von GLUT1 auf dem Weg vom endoplasmatischen
Retikulum zur Plasmamembran beeintrachtigen, misste GLUT1 in einem Stamm,
der FGY1 exprimiert, in intrazellularen Kompartimenten nachzuweisen sein. In
einem fgyl-Deletionsstamm musste GLUT1 aber an der Plasmamembran
lokalisiert sein.

Das Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 wurde in die Stamme RWY95-1A (4fgyl) und
RWY95-1D (FGY1) transformiert und Poteinextrakte von in der exponentiellen
Wachstumsphase befindlichen Kulturen dieser Stamme hergestellt (2.21). Die
Proteinextrakte wurden mit Saccharosedichtegradienten fraktioniert und die
Verteilung von GLUT1 in der Zelle nach SDS-PAGE in einem Western-Blot
analysiert. In Abbildung 6 ist die Lokalisierung von GLUT1 in den Stammen
RWY95-1A und RWY95-1D gegenubergestellt. Es zeigte sich, dass GLUT1 in
beiden Stammen in Fraktionen hoherer Dichte lokalisiert ist, dies entspricht einer
Lokalisierung an der Plasmamembran.
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Abb. 6: Fraktionierung von GLUT1 durch Dichtegradientenzentrifugation. Proteinextrakte der
GLUT1 exprimierenden Stamme RWY95-1D (FGY1) und RWY95-1A (4fgyl) wurden mit einem

Saccharosedichtegradienten (20-50% Saccharose, geringste Dichte in Fraktion 1) fraktioniert.
Mittels SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse wurden die Fraktionen auf die Anwesenheit des
Proteins GLUT1 hin untersucht. Es wurden spezifische, polyklonale Antikérper gegen GLUT1

eingesetzt.

Dieses Ergebnis deckt sich mit einem von Wieczorke et al. (2003) durchgeflihrten
Fraktionierungsexperiments in den Stammen EBY.18ga (hxt) und EBY.S7 (hxt
fgyl-1). Auch hier konnte kein Unterschied in der Lokalisierung von GLUT1 in
Abhangigkeit von Fgy1 nachgewiesen werden. Somit kann gefolgert werden, dass
Fgy1 wohl keinen Einfluss auf die Lokalisierung von GLUT1 zur Plasmamembran
ausubt. Es bleibt aber zu klaren, ob Fgy1 eine Funktion bei der Integration von
GLUT1 in die Plasmamembran zukommt.

3.3.2 Uberprifung eines Einflusses von Fgy1 auf die Lokalisierung von
Mal31

Ergebnisse friherer Untersuchungen gaben Anlass zu der Frage, ob Fgy1
vielleicht einen Einfluss auf die Lokalisierung der Maltosepermease Mal31 ausubt.
Messungen der Maltoseaufnahme in den Stammen RWY95-1D (FGY1l) und
RWY95-1A (4fgyl) hatten gezeigt, dass die Maltoseaufnahme im fgyl-
Deletionsstamm RWY95-1A gegeniber dem Stamm RWY95-1D deutlich reduziert
war, wobei fur den FGY1l exprimierenden Stamm RWY95-1D schon eine
verringerte Maltoseaufnahme verglichen mit einem anderen Wildtyp-Hefestamm
CEN.PK2-1C nachgewiesen wurde (Wieczorke, 2001).

Mit Hilfe eines Fraktionierungsexperiments durch Saccharosedichtegradienten-
zentrifugation sollte Uberpruft werden, ob die geringere Maltoseaufnahmekapazitat
des Afgyl-Stammes darauf zurlckzuflUhren ist, dass in diesem Stamm die
Maltosepermease Mal31 falsch lokalisiert ist.

Ein erster Versuch, Mal31 nach Fraktionierung durch Saccharosedichte-
gradientenzentrifugation nachzuweisen, scheiterte, obwohl MAL31 auf einem
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Uberexpressionsplasmid unter Kontrolle des MET25-Promotors in den Zellen
vorlag, dies machte die Expression der Permease unabhangig von einer Induktion
durch Maltose (Voss, 2001). Erklart wurde dies damit, dass die isolierte Menge
des Proteins trotz Uberexpression noch zu gering war und aufRerdem zeigte der
gegen Mal31 gerichtete Antikorper nur eine recht unspezifische Bindung. Aus
diesem Grund wurde ein Plasmid konstruiert, auf dem die kodierende Sequenz
der Maltosepermease Mal31 am 5-Ende mit einem 1x HA-Epitop versehen war
und es zudem durch Klonierung hinter den konstitutiven HXT7-Promotor
Uberexprimiert wurde (2.17.1). Das so konstruierte Plasmid p426H7HA-MAL31
wurde in die beiden Hefestdmme RWY95-1D (FGY1) und RWY95-1A (4fgyl)
transformiert und Proteinextrakte (2.21) von Kulturen dieser transformierten
Stamme hergestellt. Die Kulturen waren in synthetischem Medium ohne Uracil mit
0,2% Glukose herangezogen worden um die Glukose-induzierte Inaktivierung der
Maltosepermease und den Abbau des Proteins zu verhindern (Riballo et al., 1995;
Medintz et al., 1996). Die Extrakte wurden einer Fraktionierung durch
Saccharosedichtegradientenzentrifugation unterzogen. Anschliel’end erfolgte die
Analyse der Verteilung von HA-Mal31 in den beiden Stammen durch SDS-PAGE
und Western-Blot-Analyse mit gegen das HA-Epitop gerichteten Antikdrpern. Der
Vergleich der Lokalisierung von HA-Mal31 in den zwei Stammen zeigte keinen
Unterschied (Abb. 7).

Fraktionen
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Abb. 7: Verteilung von HA-Mal3l nach Fraktionierungsexperiment durch
Saccharosedichtegradientenzentrifugation. Das Plasmid p426H7HA-MAL31 wurde in die
Stamme RWY95-1D (FGY1) und RWY95-1A (Afgyl) transformiert. Proteinextrakte wurden einer
Fraktionierung unterzogen und die Fraktionen in einer SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot-
Analyse eingesetzt. Es wurde ein spezifischer, monoklonaler Antikorper gegen das HA-Epitop

verwendet.

In den Fraktionen 17 und 18, die eine hohe Dichte haben, wurde nur wenig Protein
detektiert. Eine Lokalisierung in diesen Fraktionen weist auf eine Lokalisierung an
der Plasmamembran hin. Der Hauptanteil des Proteins konnte in Fraktionen
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geringerer Dichte nachgewiesen werden, was auf eine Lokalisierung in
intrazellularen Strukturen hindeutet (Kdlling und Hollenberg, 1994). Das Ergebnis
dieses Lokalisierungsexperiments lasst den Schluss zu, dass Fgy1 auch keine
Funktion bei der Sekretion der Maltosepermease Mal31 auf dem Weg zur
Plasmamembran hat.

3.4 Untersuchung eines Einflusses von Fgy1 auf den Phosphatsignal-
weg

Lenburg und O’Shea (2001) fuhrten zur naheren Charakterisierung der Cyclin-
abhangigen Kinase (CDK) Pho85 Untersuchungen durch, innerhalb derer das
FGY1-Gen aufgrund von synthetischer Letalitat einer fgyl-Deletion mit der pho85-
Deletion isoliert wurde. Dieses Gen wurde von ihnen mit EFR3 (PHO Eighty-Five
Requiring) benannt. Wieczorke (2001) konnte in Zellen mit Deletion von FGY1
eine erhohte Sensitivitdt gegentber Arsenat nachweisen. Die Aufnahme von
Arsenat in die Zelle erfolgt Uber den Phosphattransporter Pho84 und kann dort als
Phosphat-Analog wirken (Bun-ya et al., 1996; Johnson, 1971). Beide Ergebnisse
deuteten auf eine mogliche Beteiligung von Fgy1 an der Phosphataufnahme bzw.
deren Regulation. Diese Beteiligung ware unabhangig von der
Phosphatkonzentration. Ogawa et al. (2000) fUhrten Untersuchungen durch, die
zeigten, dass die FGY 1-Expression nicht durch Phosphat reguliert wird.

Die beobachteten Phanotypen waren der Ansto fur die Untersuchung einer
Funktion von Fgy1 im PHO-Signaltransduktionsweg. Der Einfluss von Fgy1 sollte
durch Messung der Enzymaktivitat der sauren Phosphatase Pho5 in einem FGY1-
Wildtyp-, einem fgyl-Deletionsstamm und in den zwei Stdammen mit einer
zusatzlichen pho84-Deletion Uberprift werden.

Die vom PHO5-Gen kodierte saure Phosphatase wird in den periplasmatischen
Raum sekretiert (Ogawa et al., 2000). Die Regulation der Transkription von PHO5
erfolgt Uber den PHO-Signalweg je nach Verfugbarkeit von Phosphat im Medium;
Phosphatmangel induziert die Expression von PHO5, ein groRes Angebot an
Phosphat reprimiert sie (Suomalainen et al., 1960). Der Uber den PHO-Signalweg
regulierte Transport von Phosphat Uber die Plasmamembran wird von dem H*/P;
Kotransporter Pho84 ermdéglicht (Bun-Ya et al., 1991).

3.4.1 Konstruktion von PHO84-Deletionsstammen

Vor Durchfihrung der Pho5-Enzymaktivitatsbestimmung sollte PHO84 in den
Stammen RWY95-1D (FGY1) und RWY95-1A (4fgyl) deletiert werden. Dazu
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musste in einem ersten Schritt das integrierte kanMX-Modul durch Expression der
Cre-Rekombinase uber Rekombination der loxP-Stellen aus dem Stamm RWY95-
1A (4Afgyl) exzisiert werden (2.18). Der so entstandene Afgyl-Stamm wurde mit
DVY.095 bezeichnet und konnte nun erneut fur eine Gendeletion mit Hilfe der
loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette eingesetzt werden. Die Konstruktion der
Apho84-Stamme wurde wie in Abschnitt 2.18 beschrieben durchgefuhrt. Die
Amplifikation der Deletionskassette aus dem Plasmid pUG6 erfolgte mit dem
Oligonukleotidpaar S1-PHO84/S2-PHO84. Nach Aufreinigung wurde das PCR-
Produkt in die beiden Stamme RWY95-1D (FGY1l) und DVY.095 (4fgyl)
transformiert. Die erfolgreiche Deletion von PHO84 durch Ersetzen der
Gensequenz mit der Sequenz der Deletionskassette wurde mittels PCR mit den
Oligonukleotiden a1-PHO84/a4-PHO84 und zusatzlich mit den Primern ail-
PHO84/k2-kanMX (2.4) verifiziert. Die zwei neu konstruierten Stamme erhielten
die Bezeichnungen DVY.01 (pho84::kanMX FGY1) und DVY.02 (pho84::kanMX

Afgyl).

3.4.2 Bestimmung der Enzymaktivitat der sauren Phosphatase

Die Enzymaktivitdt der sekretierten, sauren Phosphatase sollte in den vier
Stammen RWY95-1D (FGY1), RWY95-1A (4fgyl), DVY.01 (pho84::kanMX FGY1)
und DVY.02 (pho84::kanMX Afgyl) sowohl in Gegenwart einer definierten Menge
Phosphat (10 mM) als auch unter Phosphatmangelbedingungen (2.1.4) gemessen
werden. Die Werte der ermittelten spezifischen Aktivitaten sollten vor dem
Hintergrund einer Funktion von Fgy1 bei der Phosphataufnahme oder deren
Regulation miteinander verglichen werden.

Es wurden Rohextrakte aus Kulturen der vier Stamme hergestellt (2.31.1), die
dann fur die Enzymaktivitatsmessung eingesetzt wurden (2.31.2). Die berechneten
Werte der spezifischen Enzymaktivitdt von PhoS in Units/mg Protein sind in
Abbildung 8 dargestellt.
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Abb. 8: Darstellung der ermittelten Enzymaktivitaten im Saulendiagramm. Die Enzymaktivitat
von Pho5 wurde jeweils in Gegenwart von 10 mM Phosphat (+P;) und unter
Phosphatmangelbedingungen (-P;) ermittelt. Die Werte der Enzymaktivitaten der Stamme RWY95-
1D (FGY1), RWY95-1A (Afgyl) (A), DVY.01 (pho84::kanMX FGY1) und DVY.02 (pho84::kanMX
Afgyl) (B) sind als Saulen in U/mg Protein dargestellt.

Bei Verfugbarkeit von Phosphat (+P;) wurden fur Pho5 sowohl im FGY1-
Wildtypstamm RWY95-1D als auch im 4fgyl-Stamm RWY95-1A Werte fur die
Enzymaktivitat von 0,037 U/mg bzw. 0,028 U/mg errechnet, die zeigen, dass die
Expression der sauren Phosphatase reprimiert ist (Abb. 8A). Liegt ein
Phosphatmangel vor, so wird die Expression des PHO5-Gens induziert; dies
konnte mit einer Pho5-Enzymaktivitat von 0,210 U/mg im FGY1-Stamm RWY95-
1D bestatigt werden. Dagegen lasst sich fir den Stamm RWY95-1A (Afgyl)
sagen, dass PHOS5 unter Phosphatmangel weiterhin reprimiert ist. Die
Enzymaktivitat betrug hier 0,052 U/mg. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass
Fgy1 hier eine Funktion haben kdénnte. Es lasst sich jedoch nicht sagen, ob diese
Funktion in einer direkten Beeinflussung des Phosphattransporters Pho84 oder
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durch einen Einfluss auf den Signalweg nach der Phosphataufnahme zu erklaren
ist.

Die Deletion von PHO84 hat eine konstitutive Expression von PHO5 unabhangig
von der Phosphatkonzentration zur Folge (Lenburg und 0’Shea, 1996). Durch
Bestimmung der Pho5-Enzymaktivitat in den A4pho84-Stammen DVY.01
(pho84::kanMX FGY1) und DVY.02 (pho84::kanMX Afgyl) sollte der mogliche
Einfluss der fgyl-Deletion auf die PHO5-Expression naher untersucht werden. Der
Phanotyp der konstitutiven PHO5-Expression konnte in beiden Stdmmen bei
Verflgbarkeit von Phosphat und auch bei Mangel an Phosphat bestatigt werden.
Alle vier Werte zeigen eine erhdhte Enzymaktivitat (Abb. 8B). Die Aktivitat von
Pho5 war in dem Doppeldeletionsstamm DVY.02 mit 0,996 U/mg niedriger als im
FGY1-Wildtypstamm mit pho84-Deletion DVY.01 mit einem Wert von 3,031 U/mg.

Die Ergebnisse der Enzymtests deuten darauf hin, dass die Deletion von FGY1
einen negativen Einfluss auf die Expression von PHO5 ausubt, da die Werte der
Pho5-Enzymaktivitat in den Afgyl-Stammen gegenuber den FGY1-
Wildtypstammen reduziert sind. Der Effekt von Fgy1 scheint sich jedoch nicht
direkt auf Pho84 zu beziehen. Er konnte aber schon im Transport von Phosphat
zu finden sein. Ein Einfluss im PHO-Signalweg kann jedoch auch nicht
ausgeschlossen werden.

3.5 Vergleich der Phospholipidzusammensetzung der Plasma-
membran mittels Diunnschichtchromatographie

Die Plasmamembran von S.cerevisiae fungiert als relativ undurchlassige Barriere
fur hydrophile Moleklle. Spezialisierte Proteine sind fur die selektive Aufnahme
oder auch Sekretion von gelésten Substanzen Uber diese Membran verantwortlich
(van der Rest et al., 1995). Als Lipiddoppelschicht setzt sich die Plasmamembran
aus drei Lipidklassen, den Phospholipiden, Sphingolipiden und Sterolen, aber
auch aus Proteinen zusammen. Zu den Phospholipiden zahlen
Phosphatidylcholin, -ethanolamin, -inositol, -serin und -glycerol (Cardiolipin). In
Hefezellen werden drei komplexe Sphingolipide synthetisiert, Inositol-Phosphat-
Ceramid (IPC), Mannosyl-Inositolphosphat-Ceramid (MIPC) und Mannosyl-
Diinositolphosphat-Ceramid (M(IP).C) (Dickson, 1998). Ergosterol bildet das
Hauptsterol in der Plasmamembran von Hefezellen (Zinser et al., 1991).

Es sollte untersucht werden, ob die Deletion von FGY1 die Zusammensetzung der
Plasmamembran in Bezug auf die Phospholipide bzw. Ergosterol verandert. Mit
Hilfe der Dunnschichtchromatographie lassen sich Lipidgemische einfach
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auftrennen. Kieselgel dient hier als stationare Phase. Entsprechend ihrer Affinitat
zur stationaren Phase werden die einzelnen Komponenten des zu trennenden
Lipidgemisches unterschiedlich stark vom FlieBmittel mitgenommen. Das
Laufmittel wandert infolge von Kapillarkraften in der Kieselgelschicht nach oben.

Das Vorhandensein der verschiedenen Phospholipide und auch des Sterols
Ergosterol in der Plasmamembran wurde in den zwei Stammen RWY95-1A
(Aafgyl) und RWY95-1D (FGY1) Uberpruft. Dazu wurde die Membranfraktion dieser
Stamme isoliert (2.19) und die Phospholipide aus der Zellmembran extrahiert
(2.32). 10 pl des in Toluol gelésten Lipidextraktes wurden dann fiar die
Dunnschichtchromatographie eingesetzt. Durch Verwendung unterschiedlicher
Flieldmittelgemische (Tab. 12, 2.33) konnten die einzelnen Lipidkomponenten
aufgetrennt und durch Verkohlung nach der Methode von Bitman und Wood
(1982) sichtbar gemacht werden (2.33). Vergleicht man die aufgetrennten Lipide
beider Stdmme miteinander, so lie® sich kein Unterschied in der Zusammen-
setzung der Extrakte feststellen (Abb. 9).

Standard RWY95- RWY95-

1D 1A
Ergosterol > - - .
Phosphatidylglycerol
Phosphatidylethanolamin \:k
Phosphatidylinositol ——8M—§ ; . ®
Phosphatidylserin >
Phosphatidylcholin —— > . - -

Abb. 9: Auftrennung von Lipidextrakten aus der Plasmamembran durch Dunnschicht-
chromatographie. Es wurden Lipidextrakte der Plasmamembranfraktion der Stdmme RWY95-1D
(FGY1) und RWY95-1A (Afgyl) hergestellt und chromatographisch auf einer mit Kieselgel
beschichteten Glasplatte aufgetrennt. Als Standard diente ein Gemisch von je 0,25 ug
Phosphatidylcholin, -serin, -inositol, -ethanolamin, -glycerol (Cardiolipin) und Ergosterol gelést in

Toluol.
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Auler Phosphatidylglycerol konnten die anderen Phospholipide und auch
Ergosterol durch Vergleich mit dem aufgetragenen Standard nachgewiesen
werden. In der Literatur finden sich verschiedene Angaben zu dem Gehalt der
einzelnen Lipide in der Plasmamembran. Nach Zinser et al. (1991) macht das
Phophatidylglycerol oder auch Cardiolipin nur 0,2% des Lipidgehalts der
Plasmamembran aus, Patton und Lester (1991) hingegen haben einen Anteil von
4,2% Phophatidylglycerol publiziert. Unterschiede in der Zusammensetzung der
Plasmamembran lassen sich durch unterschiedliche Stamme, Kultivierungs-
bedingungen oder auch Extraktionsmethoden erklaren. Fir die beiden
untersuchten Stamme deutet dies darauf hin, dass in ihren Plasmamembranen nur
ein geringer, nicht-detektierbarer Anteil an Phosphatidylglycerol vorliegt, da die
Kultivierungsbedingungen und auch die Lipidextraktion fur beide Stamme gleich
war. Aufgrund dieses Resultates lasst sich schlielRen, dass die Deletion von FGY1
nicht zu einer derartigen Veranderung der Plasmamembranzusammensetzung
fuhrt, dass einzelne Phospholipide oder Ergosterol nicht mehr vorhanden sind. Fur
den Stamm EBY.S7 (hxt” fgyl-1) war Uber eine gaschromatographische Analyse
ebenfalls nachgewiesen worden, dass die Mutation in FGY1 keinen Einfluss auf
die Anwesenheit von Ergosterol in der Plasmamembran von Hefezellen hat
(Dlugai, 2002).

3.6 Untersuchung einer Funktion von Fgy1l bei der Vesikelfusion mit
der Plasmamembran

Die Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran stellt auf dem Weg der Proteine
vom endoplasmatischen Retikulum (ER) zur Plasmamembran den letzten Schritt
bei der Sekretion von Proteinen dar.

Mit Hilfe von temperatursensitiven (ts) sec-Mutanten kann der Sekretionsprozess
von Proteinen in der Hefe verfolgt werden. Bei einer permissiven Temperatur von
25°C wachsen sec-mutante Stamme normal. Inkubation bei der restriktiven
Temperatur von 37°C fuhrt dazu, dass Zellen dieser sec-Stamme den
Sekretionsprozess der Proteine an dem Punkt abbrechen, an dem das jeweilige
Sec-Protein seine Funktion ausubt. Dies fuhrt zu einer Akkumulation von
intermediaren Strukturen des Sekretionsweges und den in diesen Organellen
enthaltenen Proteinen. Die Akkumulation ist durch Ruckfuhren der Zellen auf 25°C
reversibel (Novick et al., 1980).

Das SEC9-Gen der Hefe S. cerevisiae wurde identifiziert als eines von zehn spat-
agierenden essentiellen SEC-Genen, die fur den post-Golgi Transport von
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Vesikeln zur Plasmamembran bendtigt werden (Novick et al., 1980; 1981). Fir das
Sec9 Protein konnte eine Lokalisierung an der Plasmamembran nachgewiesen
werden (Brennwald et al., 1994). Bei dem sec9-4-mutanten Allel handelt es sich
um eine temperatursensitive Mutation mit einer Transition des Nukleotids Guanin
zu Adenin, die in Substitution von Asparagin zu Glycin in der Proteinsequenz
resultiert (Brennwald et al., 1994). In sec9-4-mutanten Zellen konnte bei der
restriktiven Temperatur von 37°C die Akkumulation von zwei Strukturen
nachgewiesen werden: ,Berkeley bodies* und Vesikel von 80-100 nm
Durchmesser (Novick et al., 1981). Diese Strukturen sind kennzeichnend fur eine
Funktion beim post-Golgi Transport von Vesikeln im Sekretionsweg der Proteine.
Inkubation von sec9-4-mutanten Zellen bei 37°C verhindert die Fusion von post-
Golgi Vesikeln mit der Plasmamembran.

Ein weiteres Beispiel ist das SEC18 Gen. Fur die temperatursensitive sec18-1
Mutation konnte gezeigt werden, dass bei der restriktiven Inkubationstemperatur
von 37°C der Transfer von Proteinen auf dem Weg vom endoplasmatischen
Retikulum (ER) zum Golgi-Apparat blockiert ist (Novick et al.,, 1980; 1981).
Aufgrund dieser Mutation akkumulieren sec18-1 Zellen Proteine im ER, was zu
einer Ausbreitung von Strukturen des ER fuhrt. Das essentielle SEC18-Gen wurde
uber Komplementation der sec18-1 Mutation mit Hilfe einer Genbank isoliert
(Eakle et al., 1988).

Bisher konnte gezeigt werden, dass Fgy1 keinen Einfluss auf den Transport von
GLUT1 oder auch Mal31 zur Plasmamembran hat. Beide Transporterproteine sind
unabhangig von der Expression von WT-FGY1 oder mutiertem fgyl an der
Plasmamembran lokalisiert (3.3). Fur Fgy1 selbst konnte auch eine Lokalisierung
an der Plasmamembran nachgewiesen werden (3.1; Wieczorke, 2001). Daher
kam die Idee, dass Fgy1 in die Integration dieser Proteine in die Plasmamembran
involviert sein kdnnte. Ein Hinweis darauf war, dass die Aktivitat der generellen
Aminosaurepermease Gap1 im Afgyl-Stamm gegenliber dem Wildtyp-Stamm um
das 1,5-fache erhoht war (personliche Mitteilung von Bruno André, Brussel). Fgy1
konnte also eine Funktion im spaten Stadium des Sekretionsweges von Proteinen
haben und als eine Art negativer Regulator bei der Fusion von Vesikeln mit der
Plasmamembran fungieren. Die Deletion des Gens wirde diese negative
Regulation aufheben und durch eine erhdhte Vesikelfusion mehr Permeasen in die
Plasmamembran inseriert werden, was die erhdhte Gap1-Aktivitat erklaren konnte.

Mit Hilfe der zwei sec-mutanten Hefestdmme NY782 (sec9-4) und NY1217
(sec18-1) sollte untersucht werden, ob Fgy1 eine Funktion bei der Vesikelfusion
mit der Plasmamembran ausubt.
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3.6.1 Untersuchung eines Einflusses von Fgyl nach Deletion bzw.
Uberexpression des Gens auf die Temperatursensitivitat von sec-
mutanten Hefestammen

Die Inkubation des sec9-4-mutanten Stammes NY782 bei der restriktiven
Temperatur von 37°C fihrt zur Akkumulation von Vesikeln unterhalb der
Plasmamembran, die Fusion der Vesikel mit der Membran findet nicht statt. Es
sollte getestet werden, ob zwischen Fgy1 und Sec9 eine genetische Interaktion
besteht und so die Deletion oder Uberexpression von FGY1 in der Lage ist, den
temperatursensitiven Phanotypen des sec9-4-Stammes zu beeinflussen.

Der sec18-1 Stamm NY1217 diente als Kontrolle. Diese ts-Mutante zeigt bei einer
Inkubationstemperatur von 37°C eine Akkumulation von Proteinen im ER. Bei
einer angenommenen Funktion von Fgy1 bei der Vesikelfusion mit der
Plasmamembran, sollte weder die Uberexpression noch Deletion von FGY1 den
Phanotypen verandern.

3.6.1.1 Deletion von FGY1 in sec-Mutanten Hefestammen

Die Deletion von FGY1 in den Stammen NY782 (sec9-4) und NY1217 (sec18-1)
wurde mit der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette, wie in Abschnitt 2.18
beschrieben, durchgeflhrt. Die Amplifikation der Deletionskassette aus dem
Plasmid pUG6 erfolgte Uber PCR mit dem Oligonukleotidpaar S1-YMR212/S2-
FGY1 (2.4). Geneticin-resistente Transformanten wurden ausgewahlt und die
richtige Integration der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette Uber PCR mit den
Oligonukleotiden  a1-FGY1/a4-FGY1 und anschlieBender  Agarosegel-
elektrophorese uberprift. Die neu konstruierten Afgyl-Deletionsstamme wurden
mit DVY.04 (sec9-4 Afgyl) und DVY.05 (secl18-1 Afgyl) bezeichnet.

3.6.1.2 Klonierung eines FGY1-Uberexpressionsplasmids

Die Klonierung des FGY1-Uberexpressionsplasmid erfolgte (ber homologe
Rekombination, wie in Abschnitt 2.17 beschrieben. Die DNA-Sequenz von FGY1
wurde Uber PCR mit dem Oligonukleotidpaar f-Hxt7pr-Fgy1/r-Hxt7pr-Fgy1 aus
dem Plasmid pRW7S-T1-19 amplifiziert. Das aufgereinigte PCR-Produkt wurde
zusammen mit dem durch EcoRIl/BamHI linearisierten Vektor p426HXT7-6His in
den Stamm EBY.VW4000 transformiert. Transformanten wurden durch Selektion
auf synthetischem Medium mit 1% Maltose ohne Uracil auf die Anwesenheit eines
zirkularen Plasmids Uberprift. Aus ausgewahlten Kolonien wurde die DNA isoliert
(2.9.2), diese in E. coli transformiert (2.8.1) und wieder aus den Zellen reisoliert
(2.9.1). Das isolierte Plasmid wurde uber Restriktion mit dem Enzym Xhol auf
seine Richtigkeit getestet und mit p426HXT7-FGY1 bezeichnet.
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3.6.1.3 Durchfiihrung von Tropftests zur Uberpriifung des Wachstums bei
unterschiedlichen Temperaturen

Nach Konstruktion der Afgy1-Stamme DVY.04 (sec9-4 Afgyl) und DVY.05 (sec18-
1 Afgyl) und des Uberexpressionsplasmids p426HXT7-FGY1 sollte untersucht
werden, ob die Deletion oder Uberexpression von FGY1 die Temperatur-
sensitivitat der sec9-4-mutanten Stdmme beeinflusst. Die sec18-1-mutanten
Stamme dienten als negative Kontrolle, da hier kein Effekt von FGY1 auf den
Phanotypen zu erwarten war. Es sollten Tropftests von Fllssigkulturen bei
verschiedenen Temperaturen inkubiert und das Wachstum der aufgetropften
Zellen miteinander verglichen werden. Dazu wurden zwei Wachstumsstudien
durchgefuhrt.

Fir die erste wurden das Uberexpressionsplasmid p426HXT7-FGY1 und der
Leervektor p426HXT7-6His jeweils in die Stamme NY782 (sec9-4) und NY1217
(sec18-1) transformiert. AuRerdem wurde der Leervektor p426HXT7-6His auch in
die Stamme DVY.04 (sec9-4 Afgyl) und DVY.05 (sec18-1 Afgyl) transformiert und
Transformanten auf synthetischem Medium mit 2% Glukose ohne Uracil selektiert.
5 ml Flussigkulturen dieser Transformanten wurden herangezogen um Tropftests
durchfihren zu koénnen. Ausgehend von einer ODgyp von 1 wurde eine
Verdinnungsreihe angesetzt mit einer ODggo von 0,1; 0,01; 0,001 und 0,0001. Die
funf Verdinnungen jeder Kultur wurden nun auf synthetische Mediumsplatten mit
2% Glukose ohne Uracil aufgetropft. Nach zwei Tagen Inkubationszeit der Zellen
bei Temperaturen von 25°C, 30°C, 35°C, 37°C und 42°C konnte das Wachstum
der einzelnen transformierten Zellen miteinander verglichen werden (Abb. 10).
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37°C/42°C
Verdunnungsreihe (OD,,,)

1 01 0,01 0,001 0,0001

5ec9-4/p426HXT-FGY1

sec9-4/p426HXT7-6His
sec9-4Afgy 1/p426HXT7-6His

sec18-1/p426HXT7-FGY1
sec18-1/p426HXT7-6His
sect 8—1Afgy1fp426HXT7-6His1

Abb. 10: Tropftests der sec-mutanten Stdmme. Verglichen wurden das Wachstum der Stamme
NY782 (sec9-4) und NY1217 (secl8-1) transformiert mit den Plasmiden p426HXT7-FGY1 bzw.
p426HXT7-6His, DVY.04 (sec9-4 Afgyl) und DVY.05 (secl8-1 Afgyl) transformiert mit dem
Plasmid p426HXT7-6His. Es wurden Verdinnungsreihen von ODgy=1; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001
hergestellt und 4 pl dieser Kulturen auf synthetisches Medium mit 2% Glukose ohne Uracil
getropft. Die Inkubation fand fir zwei Tage bei 25°C, 30°C, 35°C, 37°C und 42°C statt.

Nach Inkubation bei der permissiven Temperatur von 25°C konnten schon
Unterschiede beobachtet werden. Der mit dem Leervektor p426HXT7-6His
transformierte Stamm NY782 (sec9-4) zeigte normales Wachstum. Im Vergleich
dazu verursachten sowohl die Uberexpression, als auch die Deletion von FGY1
ein verlangsamtes Wachstum. Diese Ergebnisse trafen auch nach Inkubation der
Zellen bei 30°C und 35°C zu. Fur die drei Stamme, die die sec18-1 Mutation
enthielten, lieR sich bei 25°C kein Unterschied durch Uberexpression oder
Deletion von FGY1 im Vergleich zum Ausgangsstamm beobachten. Diese drei
Stamme wuchsen allerdings schon ab einer Temperatur von 30°C nicht mehr. Fur
die drei sec9-4-mutanten Stamme traf dies erst ab der restriktiven Temperatur von
37°C zu.
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Um den Effekt der fgyl-Deletion in den beiden sec-mutanten Stammen zu
uberprifen wurde eine zweite Wachstumsstudie durchgefuhrt. Dieses Mal wurden
die Stamme NY782 (sec9-4) und DVY.04 (sec9-4 Afgyl) zusammen mit NY1217
(sec18-1) und DVY.05 (sec18-1 4fgyl) auf Vollmedium mit 2% Glukose getropft.
Zusatzlich wurden der Stamm RWY95-1D (FGY1), der dem W303-Wildtypstamm
entspricht, und der Afgyl-Stamm RWY95-1A mit aufgetropft um das Wachstum
der sec-mutanten Stamme mit einem Afgyl-Stamm zu vergleichen, der keine
Mutation in den SEC-Genen aufweist. Der Ablauf der Tropftests und die
Inkubationstemperaturen entsprachen denen der ersten Wachstumsstudie. Nach
zweitagiger Inkubation wurde das Wachstum der Zellen miteinander verglichen
(Abb. 11).
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Verdinnungsreihe (ODg,,)

1 0,1 0,010,0010,0001

FGY1
Afgy1

sec9-4

sec9-4Afgy1

sec18-1

sec18-1Afgy

Abb. 11: Tropftests der sec-mutanten Stamme im Vergleich zu Stammen ohne Mutationen in
den SEC-Genen. Verglichen wurde das Wachstum der Stamme RWY95-1D (FGY1), RWY95-1A
(Afgyl1), NY782 (sec9-4), DVY.04 (sec9-4 Afgyl), NY1217 (secl18-1) und DVY.05 (sec18-1 Afgyl).
Es wurden Verdinnungsreihen von ODgy=1; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001 hergestellt und 4 pl dieser
Kulturen auf Vollmedium mit 2% Glukose getropft. Die Inkubation fand fur zwei Tage bei 25°C,
30°C, 35°C, 37°C und 42°C statt.
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Dieser Tropftest zeigte ebenfalls bei 25°C Wachstumsunterschiede. Der sec9-4
Afgyl-Stamm DVY.04 wachst hier schon schlechter als der dazugehdrige
Ausgangsstamm NY782 (sec9-4). Dieses Ergebnis konnte auch fur die als
Kontrolle dienenden Stamme DVY.05 (secl18-1 Afgyl) und NY1217 (secl8-1)
beobachtet werden. Ab der restriktiven Temperatur von 37°C zeigten alle vier sec-
mutanten Stamme kein Wachstum mehr. Nur der WT-Stamm RWY95-1D wuchs
bis 42°C gut. Allgemein lasst sich nach den beiden Wachstumsstudien feststellen,
dass die drei Afgyl-Stamme RWY95-1A, DVY.04 und DVY.05 gegenuber ihren
parentalen Stammen einen Wachstumsdefekt aufweisen.

3.6.2 Lokalisierung von GLUT1-GFP in sec-Mutanten Stammen

Mit Hilfe von GLUT1-GFP sollte ein weiterer Versuch durchgeflhrt werden, um zu
uberprifen, ob die Deletion von FGY1 die durch die sec9-4 Mutation verursachte
Akkumulation von Vesikeln unterhalb der Plasmamembran bei einer
Inkubationstemperatur von 37°C beeinflusst. Die Lokalisierung von GLUT1-GFP
sollte in den Stammen NY782 (sec9-4), DVY.04 (sec9-4 Afgyl), NY1217 (sec18-1)
und DVY.05 (secl8-1 Afgyl) fluoreszenzmikroskopisch miteinander verglichen
werden. Dazu wurde das Plasmid YEprGLUT1-GFP in diese vier Stamme
transformiert. Transformanten wurden Uber Nacht in synthetischem Medium ohne
Methionin bei 25°C herangezogen um die Expression des unter der Kontrolle des
MET25-Promotors liegenden GLUT1-GFP Gens zu induzieren. Die Kulturen
wurden fur weitere funf Stunden bei der restriktiven Temperatur von 37°C
inkubiert, was zur Auspragung des sec-mutanten Phanotyps flhrte. Dieser wurde
anschlielfend durch fluoreszenzmikroskopische Lokalisierung von GLUT1-GFP
untersucht. Die Beobachtungen ergaben, dass die fgyl-Deletion weder im sec9-4-
mutanten Stamm, noch in Zellen mit der sec18-1 Mutation eine Veranderung des
in den Ausgangsstammen zu erwartenden Phanotyps hervorrief (Abb. 12).
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sec9-4 sec9-4 Afgyl

secl18-1 Afgyl

Abb. 12: Lokalisierung von GLUT1-GFP in sec-mutanten Stammen. Das Plasmid YEprGLUT1-
GFP wurde in die Stamme NY782 (sec9-4), DVY.04 (sec9-4 Afgyl), NY1217 (sec18-1) und
DVY.05 (secl8-1 Afgyl) transformiert. Nach Heranziehen der Transformanten bei 25°C und
anschlieBender 5-stiindiger Inkubation bei 37°C wurde der temperatursensitive sec-mutante

Phanotyp durch die Lokalisierung von GLUT1-GFP in den Stammen untersucht.

Im Stamm NY782 (sec9-4) wurde GLUT1-GFP in Vesikeln nachgewiesen, die sich
unterhalb der Plasmamembran akkumulierten. Dieselbe Lokalisierung zeigte sich
auch im Stamm DVY.04 (sec9-4 Afgyl). In den zwei sec18-1-mutanten Stammen
wurde GLUT1-GFP unabhangig von Afgyl im endoplasmatischen Retikulum
zuruckgehalten.

Die Ergebnisse der Wachstumsstudien und der Lokalisierung von GLUT1-GFP
geben keinen Aufschluss Uber das Vorliegen einer genetischen Interaktion
zwischen Fgy1 und Sec9. Es konnte keine spezifische Beeinflussung des sec9-4-
mutanten Phanotyps festgestellt werden. Es ist jedoch nicht auszuschlie3en, dass
Fgy1 in den Vorgang der Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran involviert
ist. Die Funktion von Fgy1 kann der Funktion von Sec9 in diesem Prozess
nachgeschaltet sein.
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3.7 Suche nach Interaktionspartnern von Fgy1l mittels , Tandem-
Affinity-Purification®

Die Methode der ,Tandem-Affinity-Purification® (TAP) bietet nach genomischer
Fusion des TAP-tags an Zielproteine die Mdglichkeit diese Proteine, die unter
Kontrolle ihres eigenen Promotors stehen und so auf naturlichem Level exprimiert
werden, aufzureinigen (Rigaut et al., 1999). Der TAP-tag besteht aus einem
Calmodulin-bindenden Peptid (calmodulin binding peptide, CBP), einer TEV-
Protease Schnittstelle (,TEV protease cleavage site*) und zwei IgG
Bindedomanen des Protein A aus Staphylococcus aureus.

Mit Hilfe dieser Aufreinigungsmethode lassen sich Proteinkomplexe identifizieren,
ohne dass deren Zusammensetzung vorher bekannt ist. Die biochemische
Untersuchung sollte genutzt werden um Proteine zu finden, die in einem Komplex
mit Fgy1 in der Hefezelle vorliegen. Bei bekannter Funktion dieser Proteine liel3e
sich so auf eine mdgliche Funktion von Fgy1 schlieRen, die mit weiteren
Experimenten bestatigt werden musste.

Das Prinzip beruht darauf, dass die Sequenz des TAP-tags genomisch an ein zu
untersuchendes Protein fusioniert wird (Puig et al., 2001). Im Falle von Fgy1
wurde diese Fusion im Stamm CEN.PK2-1C, wie in Abschnitt 2.35.1 beschrieben,
durchgefuhrt. Der modifizierte Hefestamm DVY.06 (FGY1-TAP K..URA3) wurde
dann in einer FlUssigkultur herangezogen und ein Proteinextrakt dieser Kultur
hergestellt (2.35.2). Die Aufreinigung erfolgte Uber das Auftragen des Extrakts auf
zwei aufeinanderfolgende Affinitatssaulen (2.35.3). Die erste Saule wurde mit
einer 1gG-Sepharose Suspension beflllt. An diese findet die Bindung des zu
untersuchenden Proteins Uber die Sequenz des Protein A des TAP-tags statt.
Dadurch werden auch alle mit dem Zielprotein assoziierten Proteine in der Saule
zuruckgehalten und erst mittels TEV-Protease, die den Proteinkomplex an der
TEV-Protease Schnittstelle des TAP-tags ablost, aus der Saule eluiert. In einer
zweiten mit Calmodulin-beads geflllten Saule wird der Proteinkomplex Uber das
Calmodulin-bindende Peptid in Gegenwart von Calcium gebunden. Mittels eines
speziellen Elutionspuffers wurde der Proteinkomplex wieder von der Saule
gewaschen und das Eluat zur Konzentrierung der Proteine einer TCA-Fallung
unterzogen (2.35.4). Im Proteinpellet sollten sich jetzt das Fgy1-Protein und
zusatzlich alle mit Fgy1 assoziierten Proteine befinden. Mit Hilfe einer SDS-PAGE
wurden die Proteine aufgetrennt. Dazu wurde das getrocknete Proteinpellet in 10
ul Wasser aufgenommen und 10 ul Laemmli-Puffer (Biorad) hinzugegeben. Die
Proben wurden auf ein SDS-Gel (Biorad) geladen und die SDS-PAGE auch mit 1x
Tris-Laufpuffer von Biorad durchgefuhrt um Kontamination mit Kreatin zu
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vermeiden. Nach der Auftrennung wurde das SDS-Gel einer Silberfarbung (2.28)

unterzogen (Abb. 13).
=

Abb. 13: SDS-Gel nach Silberfarbung. Nach der TAP-Aufreinigung wurden die Proteine Uber
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SDS-PAGE getrennt. Um die Proteinbanden im Gel sichtbar zu machen wurde das Gel einer
Silberfarbung (Invitrogen) unterzogen. In Spur 1 wurden 5 pul Proteingréfienstandard aufgetragen,

in Spur 2 das in Wasser geldste Proteinpellet.

Die Silberfarbung des Polyacrylamidgeles machte eine Vielzahl von Proteinen
sichtbar, die Uber die TAP-Aufreinigung des mit TAP-tag versehenen Proteins
Fgy1 isoliert wurden. Es ist davon auszugehen, dass trotz einiger artefaktischer
Interaktionen viele Interaktionspartner von Fgy1 identifiziert werden kénnen. Nach
Separation der einzelnen sichtbaren Proteinbanden aus dem SDS-Gel kdnnen sie
fur eine massenspektrometrische Messung eingesetzt werden.

3.8 Suche nach GLUT1-aktivierenden Mutanten mit einer
Transposongenbank

Die Charakterisierung der Funktion von Fgy1 ware ein wichtiger Schritt um zu
verstehen, wie sein aktivierender Einfluss auf den Glukosetransport durch GLUT1
in Hefe zu erklaren ist. In den vorherigen Abschnitten wurden Untersuchungen zu
mdglichen Funktionen von Fgy1 dargestellt, die Erkenntnisse fir mdgliche Modelle
einer Funktion brachten. Jetzt sollte Uber einen weiteren Versuchsansatz auf die
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Funktion von Fgy1 geschlossen werden koénnen. Mit Hilfe einer
Transposongenbank wurde nach weiteren Mutationen im Hefegenom gesucht, die
einen aktivierenden Effekt auf GLUT1 auslben und somit zu Wachstum auf
glukosehaltigem Medium fuhren. Die Idee war, Uber bekannte Funktionen der
identifizierten Proteine auf die Funktion von Fgy1 schlieen zu kénnen und neue
Ansatze fur weitere Untersuchungen zu erhalten.

Die Insertionsgenbank besteht aus Plasmiden mit DNA-Fragmenten des
Hefegenoms, die in E. coli mit einem mini-Tn3::lacZ::LEU2 Transposon
mutagenisiert wurden (Seifert et al., 1986; Burns et al., 1994). Der allgemeine
Ablauf dieser Methode ist in Abbildung 14 skizziert.
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Abb. 14: Schematische Darstellung der homologen Rekombination einer bakteriellen
Insertionsgenbank in das Hefegenom. Mit dem Restriktionsenzym Notl werden die
mutagenisierten Hefe-DNA-Sequenzen aus dem Vektor geschnitten und anschlieRend in den
GLUT1-exprimierenden Stamm YSYA321 (hxt fbpl::kanMX) transformiert. Nach Insertion des mit
Pvul linearisierten Plasmids YIp5 wird die chromosomale DNA isoliert, mit Nsil geschnitten und
zirkularisiert. Mit dem Oligonukleotid M13pUC(-40) kann ein Teil des chromosomalen DNA-

Abschnitts, in den sich die Genbank inseriert hatte, sequenziert werden.

Die mutagenisierten Hefe-DNA-Sequenzen wurden mit dem Restriktionsenzym
Notl aus dem Vektor pHSS6 geschnitten und der Restriktionsansatz dann in den
zu mutagenisierenden Hefestamm transformiert. Fir diese Transformation wurde
der Stamm YSYA321 (hxt fbpl::kanMX) verwendet, in den zuvor das Plasmid
YEp4H7-hsGLUT1 transformiert worden war.

Der Stamm YSYA321 entspricht dem hxt-Stamm EBY.VW4000 mit einer
zusatzlichen Deletion des FBP1-Gens. Das FBP1-Gen kodiert fur das Enzym
Fruktose-1,6-bisphosphatase und ist in der Glukoneogenese flr die Umsetzung
von Fruktose-1,6-bisphosphat zu Fruktose-6-Phosphat verantwortlich. Eine
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Deletion dieses Gens fuhrt dazu, dass Uber die Glukoneogenese keine Glukose
aus Ethanol gebildet werden kann, so dass Wachstum auf Medium mit Glukose
und Ethanol nur stattfinden kann, wenn ein aktiver Glukosetransporter exprimiert
wird. Der Stamm kann dann mit Ethanol als Kohlenstoff- und Energiequelle
wachsen und es reichen geringe Glukoseaufnahmeraten zur Komplementation der
Glukoseauxotrophie aus.

Uber Rekombination sollten sich die chromosomalen, Transposons enthaltenden
DNA-Fragmente der Genbank in die homologen Bereiche des Hefegenoms
integrieren, was in Ersetzen der genomischen Kopie durch die mutagenisierte
Version resultierte (Burns et al.,, 1994). Die Transformanten wurden durch
Ausplattieren auf synthetischem Medium mit 1% Maltose ohne Uracil und Leucin
selektiert. Durch Replikaplattieren der Transformanten auf das gleiche
Basismedium mit 2% Glukose und 2% Ethanol wurde nach Klonen gesucht, die
wieder auf glukosehaltigem Medium wachsen konnten. In diesen Fallen waren die
Fragmente der Transposongenbank in Gensequenzen des Hefegenoms integriert
worden, deren Deletion zu einem aktiven, Glukose-transportierenden GLUT1
Protein fuhrten.

Nach Replikaplattierung wurden 18 Kolonien erneut auf glukose-/ethanolhaltigem
Medium ausgestrichen um das Wachstum zu Uberprifen. Nur funf Kolonien
zeigten  weiterhin  deutliches =~ Wachstum. Bevor die durch die
Transposongenbanksequenzen ausgeschalteten Gene naher charakterisiert
werden konnten, wurden die funf Kolonien auf YNB-Medium mit 1% Maltose und 1
mg/ml FOA ausgestrichen, damit die Zellen das GLUT1-exprimierende Plasmid
mit URA3-Selektionsmarker verloren (Boeke et al., 1984). Nach Verlust des
Plasmids wurden die Zellen wiederum mit dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT1
transformiert. Zellen ohne und mit Plasmid wurden zum einen auf glukosehaltiges
Vollmedium und zum anderen auf synthetisches Medium ohne Uracil und Leucin
mit 2% Glukose und 2% Ethanol ausgestrichen. Es sollte sichergestellt werden,
dass Wachstum des mutagenisierten Stammes auf Medium mit Glukose nur auf
Vorhandensein des Plasmids YEp4H7-hsGLUT1 zurtckzufuhren war. Beide Tests
verliefen erfolgreich. Zellen ohne Plasmid wuchsen nicht mehr und Zellen mit
Plasmid wuchsen wieder auf glukosehaltigem Medium. Zur Charakterisierung der
ausgeschalteten Gene wurde jetzt das mit Pvul linearisierte Integrationsplasmid
YIp5, welches fur Hefe (URA3-Gen) und E. coli (Amp-Resistenzgen) selektierbare
Gene tragt, in die Zellen der funf positiven Hefekolonien ohne das Plasmid
YEp4H7-hsGLUT1 transformiert. YIp5 wurde dabei iber homologe Rekombination
in das Amp-Gen des Bakterientransposons integriert. Im Anschluss an die
Isolierung der gesamten chromosomalen DNA (2.9.3) wurde diese mit dem
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Restriktionsenzym Nsil geschnitten. Dabei wurde auch ein Teil des Gens, in
welches sich das Transposon inseriert hatte, mit herausgeschnitten. Durch
Zugabe von T4-Ligase wurden die DNA-Fragmente zirkularisiert, in E. coli
transformiert und die Plasmide wieder aus E. coli isoliert. Mittels des
Sequenzierprimers M13pUC(-40), der in der Transposonsequenz bindet, wurde
die mit herausgeschnittene, genomische DNA aus Hefe ansequenziert.

Die Sequenzierung identifizierte funf verschiedene Gene, in die sich das
Transposon integriert hatte: HTA1, CTR9, PAF1, SPT16 und ein unbekannter
ORF YKRO096w. HTAL1 kodiert fur eins der beiden H2A Histone, das H2A1, das
sich mit dem Histon H2B als stabiles Dimer aneinanderlagert. Im Zellkern liegen
die Histone zusammen mit der DNA als Chromatin vor (Brandt et al., 1980). Die
Genprodukte von CTR9 und PAF1 bilden zusammen einen stabilen Komplex und
haben eine Funktion bei der Zellzyklus-abhangigen Genexpression in der spaten
G1-Phase (Koch et al., 1999). Die Einzeldeletion oder Doppelmutation beider
Gene fuhrt zur Ausbildung derselben Phanotypen, wie z.B. Temperatursensitivitat
bei 37°C. Ctr9 und Paf1 sind aulRerdem Teil eines groReren Komplexes, der mit
der RNA-Polymerase 1l assoziiert ist (Mueller und Jaehning, 2002) und fur den
eine Funktion bei der Elongation durch die RNA-Polymerase Il nachgewiesen
werden konnte (Krogan et al., 2002; Rondén et al., 2003). Spt16 fungiert ebenso
wie Ctr9 und Paf1 als Elongationsfaktor bei der Transkription. Aul3erdem konnte
gezeigt werden, dass Spt16 mit Histonen und auch mit dem Ctr9/Paf1-Komplex
assoziiert ist (Krogan et al., 2002).

Ein Kontrollversuch sollte nun zeigen, ob die Deletion dieser Gene zu einer
funktionellen Expression von GLUT1 fuhrt. Die Deletionen sollten fir HTAL1 und
CTR9 durchgeflhrt werden. Fur die Deletion von PAF1 wird in der Literatur
zusatzlich zur Temperatursensitivitdt noch langsames Wachstum beschrieben
(Mueller und Jaehning, 2002) und da Ctr9 und Paf1 dieselbe Funktion in der Hefe
erfullen, fiel die Wahl auf CTR9. Bei SPT16 handelt es sich um ein fur die Hefe
essentielles Gen (Malone et al.,, 1991), so dass die Deletion des Gens nicht
madglich war.

3.8.1 Deletion von HTA1 und CTR9

Die Deletion der Gene HTA1 und CTR9 wurde wie in Abschnitt 2.18 beschrieben
mit dem loxP-kanMX-loxP/Cre-Rekombinase-System in dem Stamm DVY.03
durchgefuhrt, der dem Stamm YSYA321 entspricht, nur dass hier das kanMX-
Modul durch Expression der Cre-Rekombinase aus dem Genom exzisiert wurde
(2.18) um weitere Deletionen vornehmen zu kdénnen. Die loxP-kanMX-loxP-
Deletionskassette wurde Uber PCR mit den Oligonukleotidpaaren S1-HTA1/S2-
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HTA1 bzw. S1-CTR9/S2-CTR9 amplifiziert und die Uberprifung der Deletionen
erfolgte mit den Primerpaaren a1-HTA1/a4-HTA1 sowie a1-CTR9/a4-CTR9 (2.4).
Die daraus resultierenden Stamme DVY.03 4htal (DVY.033) und DVY.03 Actr9
(DVY.035) wurden mit den Plasmiden YEp4H7-hsGLUT1 und p426HXT7-6His
transformiert. Die Selektion der Transformanten des Actr9-Stammes erfolgte
wegen des temperatursensitiven Phanotyps bei 25°C. Zusatzlich wurden auch die
Stamme DVY.03 und EBY.S7 (fgyl-1) mit dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT1
transfomiert. Die transformierten Zellen wurden zur Uberpriifung des Wachstums
auf synthetischem Medium ohne Uracil mit 2% Glukose und 2% Ethanol
ausgestrichen. Transformanten mit Plasmid p426HXT7-6His dienten als negative
Kontrolle, der Stamm EBY.S7 mit GLUT1 als positive Kontrolle. GLUT1-
exprimierende Transformanten des Stammes DVY.03 sollten zeigen, dass nun
stattfindendes Wachstum auf Glukose auf die Deletion von HTA1 bzw. CTR9
zuruckzufihren ist. FUr beide Deletionsstamme 4htal (Abb. 15A) und Actr9 (Abb.
15B) konnte Wachstum auf glukosehaltigem Medium beobachtet werden.
Verglichen mit dem GLUT1-exprimierenden fgyl-1-Mutantenstamm war dieses
Wachstum aber deutlich geringer.
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Abb. 15: Wachstumstests der GLUT1-exprimierenden Stamme DVY.033 (hxt Afbpl 4htal)
(A) und DVY.035 (hxt™ Afbpl 4ctr9) (B). Das Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 wurde in die Stamme
DVY.033, DVY.035, DVY.03 (Afbpl) und EBY.S7 (hxt fgyl-1) transformiert. Zusatzlich wurde das
Plasmid p426HXT7-6His (Leervektor) auch in die Stamme DVY.033 und DVY.035 transformiert.
Transformanten wurden auf synthetisches Medium ohne Uracil mit 2% Glukose und 2% Ethanol
ausgestrichen und flir 3 Tage bei 30°C (A) bzw. 25°C (B) inkubiert.

Als Histon H2A ist das Genprodukt von HTA1 im Zellkern lokalisiert. Auch fur Ctr9
wurde eine Lokalisierung im Nukleus nachgewiesen (Koch et al., 1999). Beide
Proteine sind an der Transkription in Hefe beteiligt. Fir Fgy1 konnte eine
Lokalisation in der Plasmamembran und in der Endosomenmembran gezeigt
werden (3.1). Schon die unterschiedliche Lokalisierung der Proteine macht es
schwierig, eine einfache Ubertragung auf eine mdgliche Funktion von Fgy1
vorzunehmen.
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3.9 Vergleich der Expression von GLUT1 in verschiedenen S.
cerevisiae Stammen

Bisher konnte noch nicht befriedigend erklart werden, warum GLUT1 in den
Stammen EBY.S7 (hxt fgyl-1) und DVY.033 (hxt" Afbpl Ahtal) Wachstum auf
Glukose ermdglicht, in den hxt-Stammen EBY.VW4000 und EBY.18ga hingegen
nicht. Deshalb sollte mit der einfach durchzufihrenden Western-Blot-Analyse
untersucht werden, ob sich die in der Zelle befindliche Proteinmenge dieser vier
Stamme speziell in Bezug auf GLUT1 unterscheidet. Die Hypothese war, dass die
Expression von GLUT1 in den beiden Stammen EBY.S7 und DVY.033 positiv
beeinflusst wird.

Das Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 wurde in die vier Stamme EBY.S7 (hxt” fgyl-1),
DVY.033 (4htal), EBY.VW4000 (hxt Amph2 Amph3) und EBY.18ga (hxt)
transformiert. Kulturen dieser GLUT1-exprimierenden Stamme wurden bei gleicher
optischer Dichte geerntet und Proteinextrakte hergestellt (2.21). Mittels Bradford-
Reagenz wurde eine Bestimmung der Gesamtproteinmenge der Extrakte
durchgefuhrt (2.22.2) und 60 ug Gesamtprotein jedes Extrakts fur eine SDS-PAGE
und anschlieRende Western-Blot-Analyse eingesetzt. Um die aufgetragene Menge
an Gesamtprotein nachzuweisen wurden die Proteine der aufgetrennten Extrakte
im SDS-Polyacrylamidgel mit einer Coomassie-Farbeldsung (2.27) angefarbt und
die PVDF-Membran nach dem ,Blotting“-Vorgang einer PonceauS-Farbung (2.26)
unterzogen (Daten nicht gezeigt). Sowohl das gefarbte Gel als auch die
angefarbte Membran zeigten, dass die Extrakte der vier Stamme unterschiedlich
stark angefarbt wurden. Dies lie den Schluss zu, dass trotz Proteinbestimmung
und Auftragen rechnerisch gleicher Menge an Gesamtprotein die nachgewiesenen
Gesamtproteinmengen differierten. Die Western-Blot-Analyse wurde bis zum Ende
weitergefiuhrt um zu Uberprifen, ob die detektierbare Menge an GLUT1 vom
Verhaltnis her den durch die Farbungen beobachteten Gesamtproteinmengen
entsprach. In Abbildung 16 ist das Ergebnis der Western-Blot-Analyse dargestellt.
Das Vorkommen des GLUT1-Proteins in den Extrakten wurde durch Verwendung
von spezifischen Antikérpern gegen GLUT1 analysiert. Zusatzlich wurde auch das
Protein Dpm1 Uber spezifische Antikdrper nachgewiesen um die Intensitat dieser
Banden mit den Banden des GLUT 1-Proteins vergleichen zu kénnen.
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Abb. 16: Nachweis von GLUT1 und Dpm1. Proteinextrakte der GLUT1-exprimierenden Stamme
EBY.S7 (hxt fgyl-1) (1), EBY.18ga (hxt) (2), EBY.VW4000 (hxt Amph2 Amph3) (3) und DVY.033
(4htal) (4) wurden einer Western-Blot-Analyse unterzogen. Zum Nachweis von GLUT1 wurde ein
spezifischer, polyklonaler Antikorper verwendet. Dpm1 wurde mit einem spezifischen,

monoklonalen Antikorper detektiert.

Es zeigte sich, dass die Intensitat der Banden von GLUT1 und Dpm1 im Extrakt
desselben Stammes gleich war, was darauf hindeutet, dass die exprimierte Menge
der beiden Proteine etwa gleich hoch war. Ein Vergleich der nachgewiesenen
Menge an GLUT1 in den Extrakten der einzelnen Stamme mit der Intensitat der
Farbungen der Gesamtproteinmenge von SDS-Polyacrylamidgel und PVDF-
Membran zeigte, dass die Quantitat an detektiertem GLUT1 in den vier Stammen
vom Verhaltnis her jeweils der beobachteten Gesamtproteinmenge entsprach. Die
Stamme EBY.18ga (2) und EBY.VW4000 (3) zeigten nach den Farbevorgangen
die hochsten Mengen an Gesamtprotein. Auch die durch Antikdrper
nachgewiesene Menge an GLUT1 war in diesen zwei Stammen grol3er als in den
Stammen EBY.S7 (1) und DVY.033 (4). Im Stamm DVY.033 (4hatl) wurden die
Proteinbanden durch die Farbungen nur sehr schwach sichtbar, dies trifft auch auf
die GLUT1-Bande nach Antikdrperdetektion zu. Sollte die Aktivitat von GLUT1 in
den Stammen EBY.S7 und DVY.033 durch eine erhdhte Expression verursacht
werden, ware hier eine intensivere GLUT1-Bande im Vergleich zur
Gesamtproteinmenge und auch zur Intensitat der Dpm1-Bande erwartet worden.
Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass sich die Aktivitat
von GLUT1 in den Stdmmen EBY.S7 und DVY.033 nicht durch eine erhdhte
Expression erklaren lasst.

3.10 Topologische Untersuchungen zur Struktur von GLUT1

Analysen der Aminosauresequenz von GLUT1 nach der Methode von Kyte und
Doolittle (1982) und auch mit Hilfe des Algorithmus von Eisenberg et al. (1984)
deuteten darauf hin, dass GLUT1 zwoIf transmembrane Helices besitzt (Mueckler
et al., 1985; Baldwin, 1993). Weitere Untersuchungen zeigten, dass die N- und C-
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terminale Region, sowie eine grole zentrale hydrophile Region (Reste 207-271)
im  Zytoplasma lokalisiert sind und dass die Region zwischen
Transmembrandomane eins und zwei extrazellular ist, da dort mit der Aminosaure
Asparagin an Position 45 eine N-Glykosylierungsstelle vorliegt (Cairns et al., 1984;
Baldwin, 1993).

Die Membrantopologie von GLUT1 wurde weiter untersucht um die
Strukturvorhersagen bestatigen zu konnen. Dazu inserierten Hresko et al. (1994)
die  vollstandige erste  extrazellulare @ Domane von GLUT4 als
Glykosylierungsepitop in jede der vorhergesagten hydrophilen Domanen von
GLUT1 aul3er der ersten, da die extrazellulare Orientierung dieser Domane durch
die endogene Glykosylierungsstelle bekannt war. Die mutierten Transportproteine
wurden in-vivo in Xenopus-Oozyten exprimiert. Anhand des
Glykosylierungszustandes konnten nach EndoH-Behandlung Rulckschlisse auf
eine zytoplasmatische oder extrazellulare Orientierung der einzelnen Domanen
gezogen werden. Die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse fur die in-vivo
Expression bestatigten das vorhergesagte Modell fiur GLUT1.

Um auszuschlielen, dass GLUT1 aufgrund von Topologieveranderungen, die
durch Expression des Proteins in Hefe hervorgerufen wurden, nicht funktionell ist,
sollte die Transmembranstruktur von GLUT1 in Hefe untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurde ein von Gilstring und Ljungdahl (2000) konstruiertes
Reporterkonstrukt verwendet. Dieses topologische Konstrukt besteht aus einem
internen Segment von SUC2, das drei NXS/T Glykosylierungsstellen enthalt und
unter Beibehaltung des Leserahmens in die Sequenz eines zu untersuchenden
Proteins kloniert werden kann. SUC2 aus S. cerevisiae kodiert flr eine sekretierte
und intrazellular verbleibende Invertase (Carlson und Botstein, 1982). Die
sekretierte Form der Invertase wird an mehreren Stellen effizient glykosyliert, was
die Nutzung von Suc2 als topologisches Reporterkonstrukt interessant macht.
Eine Untersuchung der Membrantopologie von Gap1, der generellen Aminosaure-
permease aus S. cerevisiae, durch Integration der Suc2-Reporterkassette zeigte,
dass neun der dreizehn klonierten Hybridproteine zur Plasmamembran gelangten
und auch ihre Funktionalitadt beibehielten (Gilstring und Ljungdahl, 2000). Aus
diesen Ergebnissen wurde gefolgert, dass nach Integration des Konstrukts die
nativen Eigenschaften eines Proteins erhalten bleiben. Durch Analyse des
Glykosylierungszustandes nach EndoH-Behandlung, SDS-PAGE und Western-
Blot-Analyse kdnnen dann Aussagen zur Topologie des zu untersuchenden
Proteins getroffen werden.
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3.10.1 Integration der Suc2-Reporterkassette in hydrophile Bereiche von
GLUT1

Das Suc2-Reporterkonstrukt sollte jeweils unabhangig in die ersten vier
hydrophilen Bereiche nach dem NH,-Terminus von GLUT1 integriert werden. Die
Integration sollte Uber Ligation in die Sequenz von GLUT1 erfolgen (Gilstring und
Ljungdahl, 2000). Deshalb musste in einem ersten Schritt eine BamHI-
Schnittstelle ,GGATCC® Uber homologe Rekombination (2.17.2) unter Einhaltung
des Leserahmens in GLUT1 kloniert werden, Uber die GLUT1 an der gewlnschten
Integrationsstelle des SUC2-Reporterkonstrukts linearisiert werden konnte. In
Abbildung 17 sind die Positionen in GLUT1 innerhalb der Aminosauresequenz
dargestellt, in die die Glykosylierungssequenzen aus Suc2 integriert werden
sollten.

aulRen

PM

innen

Abb. 17: Darstellung der Insertionsstellen des Suc2-Reporterkonstrukts in GLUTL1. Dieses
sollte in die ersten vier hydrophilen Bereiche (1-4) zwischen Positionen , , und

der Aminosauresequenz integriert werden.

Im ersten hydrophilen Bereich wurde die BamHI-Schnittstelle zwischen Position
150 und 151 (AS 50/51) der DNA-Sequenz von GLUT1 integriert. Bei der Wahl der
Insertionsstellen in den hydrophilen Bereichen zwei bis vier fiel die Entscheidung
auf die von Hresko et al. (1994) verwendeten Positionen zur Integration der ersten
extrazelluldaren Domane von GLUT4 als Glykosylierungsepitop in GLUT1. Sie
konnten Uber eine Untersuchung der Glukose-Aufnahmeaktivitat von GLUT1
nachweisen, dass GLUT1 nach Integration des Glykosylierungsepitops in allen
drei Fallen noch aktiv war. Die Positionen der BamHlI-Insertionen sind in Tabelle
13 aufgefuhrt.

Nach erfolgreicher Integration der BamHI-Schnittstelle wurden die Plasmide
YEp4H7-hsGLUT18™ 150 YEp4H7-hsGLUT 182273 YEp4H7-hsGLUT18amH-357
und YEp4H7-hsGLUT182™4%9 in den Stamm EBY.S7 (hxt fgyl-1) transformiert
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und GLUT182™ auf seine Funktionalitdt durch Ausstreichen auf synthetischem,
2%igem Glukosemedium ohne Uracil Uberprift. Der Wachstumstest ergab, dass
GLUT1 mit integrierter BamHI-Schnittstelle an Basenpositionen 150 (AS 50/51),
273 (AS 91/92) oder 357 (AS 119/120) der DNA-Sequenz weiterhin in der Lage
war Glukoseaufnahme zu ermdoglichen, aber die Klonierung der Schnittstelle an
Position 459 (AS 153/154) in einem inaktiven GLUT1 Transporterprotein
resultierte (Tab 13).

Tab. 13: Uberpriifung der Aktivitat von GLUT1 nach Integration der BamHI-Schnittstelle.
Transformanten des Stammes EBY.S7 mit Plasmiden YEp4H7-hsGLUT1%8™"'%0  YEp4H7-
hsGLUT1%™272 - YEp4H7-hsGLUT1%*™357  und  YEp4H7-hsGLUT1%™4%°  wurden — auf
synthetischem, 2%igem Glukosemedium ohne Uracil fir drei Tage bei 30°C inkubiert. Gutes

Wachstum (+), kein Wachstum (-)

Stamm Plasmid Position der BamHI- Wachstum
Insertion
EBY.S7  YEp4H7-hsGLUT1BamHI%0 150 +
YEp4H7-hsGLUT18amH-273 273 +
YEp4H7-hsGLUT18amH1-357 357 +
YEp4H7-hsGLUT18amH-459 459 -

In einem zweiten Schritt sollte nun die Sequenz des Suc2-Reporterkonstrukts in
die Plasmide hineinligiert werden. Der Ligationsschritt wurde mit den drei
Plasmiden YEp4H7-hsGLUT182™ 130 " YER4H7-hsGLUT 182273 ynd YEp4H7-
hsGLUT182™357 qurchgefiihrt, die ein aktives GLUT1 exprimierten. Die drei
Plasmide wurden mit dem Enzym BamHI| linearisiert und Uber
Agarosegelextraktion (2.14) aufgereinigt. Die Reporterkassette lag auf dem
Plasmid pFG112 (Gilstring und Ljungdahl, 2000) mit BamHI-Schnittstellen am 5’-
und 3’-Ende vor. Durch Restriktion (2.13) mit dem Enzym BamHI| und
anschlieRender Agarosegelextraktion wurde das SUC2-Reporterkonstrukt
erhalten. Dieses wurde in die linearisierten Plasmide ligiert (2.10.3) und die
Ligationsansatze in E.coli transformiert. Nach Praparation der Plasmide aus E. coli
wurden diese Uber erneute Restriktion mit BamHI und PCR auf Vorhandensein der
SUC2-Kassette Uberprift. Die PCR wurde mit dem Oligonukleotidpaar fSUC/Glykz
durchgefihrt und ergab nur bei richtiger Orientierung des SUC2-
Reporterkonstrukts von 5 zu 3’ ein Produkt von ca. 160 bp. Aus beiden
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Uberprifungen wurden jeweils zwei Plasmide mit korrekter Integration der SUC2-
Kassette erhalten (Tab. 14).

Tab. 14: Plasmide nach Integration des SUC2-Reporterkonstrukts Uber Ligation. Aufgelistet
sind der Plasmidname, die Basenposition in der Sequenz von GLUT1, an der die Integration der
SUC2-Kassette erfolgte und der hydrophile Bereich im GLUT1-Protein, in dem die Insertion
stattfand.

Plasmid Integration an hydrophiler Bereich
Basenposition

YEp4H7-hsGLUT15Yc% 151 151 1
YEp4H7-hsGLUT15Uc1%1-2
YEp4H7-hsGLUT15VC22741 274 2
YEp4H7-hsGLUT 1522742
YEp4H7-hsGLUT 15V¢2-3%8-1 358 3

YEp4H7-hsGLUT15Y6%3%82

Diese Plasmide wurden wiederum einem Funktionalitatstest unterzogen, indem sie
in den Stamm EBY.S7 (hxt” fgyl-1) transformiert wurden. Zusatzlich wurden auch
die Plasmide YEp4H7-hsGLUT1 und p426HXT7-6His als positive und negative
Kontrolle mittransformiert. Transformanten wurden zum Test auf Wachstum auf
synthetischem Medium mit 2% Glukose ohne Uracil ausgestrichen. Nach 4-tagiger
Inkubation bei 30°C wuchsen nur die Zellen, die natives GLUT1 exprimierten.
Transformanten der sechs Plasmide mit integrierter Suc2-Kassette in GLUT1
zeigten kein Wachstum auf Glukosemedium (Abb. 18).
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p426HXT7
6His

Abb. 18: Wachstumstest zur Uberpriifung der Funktionalitat von GLUT1-Suc2. Die Plasmide
YEp4H7-hsGLUT13Y? ! YEp4H7-hsGLUT15Y%%"5"2  YEpP4H7-hsGLUT13Y?2*"  YEp4H7-
hsGLUT15Y%%27%2 YEp4H7-hsGLUT15Y%%3%! YEpP4H7-hsGLUT13Y%?3%%2 YEpP4H7-hsGLUT1 und
p426HXT7-6His wurden in den Stamm EBY.S7 (hxt fgyl-1) transformiert. Wachstum wurde auf

2% Glukose ura-

synthetischem, 2%igem Glukosemedium ohne Uracil getestet.

Da kein Wachstum beobachtet werden konnte, wurden die Plasmide sequenziert
um auszuschliel3en, dass eine durch die Konstruktion der Plasmide entstandene
Mutation eine Expression der GLUT1 Hybridproteine verhinderte. Die
Sequenzierung ergab fur die SUC2-Reporterkassette eine Grdolie von 144 bp ohne
Mutation (Abb. 19). Die drei Glykosylierungsstellen waren vorhanden und auch der
Leserahmen in GLUT1 wurde nicht unterbrochen.
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DNA | GGA TCC CAA CCC ATT GCT ATC GCT CCC AAG CGT
AS |n S q p i a [ a p k r

DNA | AAC GAT TCA GGT GCT TTC TCT GGC TCC ATG GTG
AS |n d S g a f S g S m %

DNA | GTT GAT TAC AAC AAC ACG AGT GGG TTIT TTC AAT
AS |v d y n n t S g f f n

DNA | GAT ACT ATT GAT CCA AGA CAA AGA TGC GTT GCG
AS |d t [ d p r q r c % a

DNA | ACT TAT GGA TCC
AS |t y g S

Abb. 19: Sequenz des SUC2-Reporterkonstrukts mit BamHI-Schnittstelle jeweils am 5'- und
3'-Ende. Dargestellt wird die DNA-Sequenz (DNA, obere Zeile) und die daraus resultierende
Aminosauresequenz (AS, untere Zeile). Die BamHI-Schnittstellen sind in rot, die drei

Glykosylierungsstellen in blau gekennzeichnet.

Die Sequenz der GLUT1-Suc2 Hybridproteine ergab keine Hinweise, welche die
fehlende Aktivitat der Proteine auf Glukosemedium erklaren konnten. Deshalb
wurde die Untersuchung der Membranstruktur von GLUT1 fortgesetzt.

3.10.2 Analyse des Glykosylierungszustandes der GLUT1-Suc?2 Proteine
durch Western-Blot-Analyse

Die Topologie von GLUT1 sollte in zwei S. cerevisiae Stammen miteinander
verglichen werden. Es stellte sich die Frage, ob sich die Topologie von GLUT1 im
hxt’-Stamm, der mit GLUT1 weiterhin nicht auf Glukose wachst, von der im hxt-
Stamm mit der fgyl-1-Mutation, fur den die Expression eines aktiven GLUT1
nachgewiesen worden war (Wieczorke et al., 2003), unterschied. Aus diesem
Grund wurden die sechs GLUT1-SUC2 exprimierenden Plasmide (Tab. 14) und
YEp4H7-hsGLUT1 und p426HXT7-6His als positive und negative Kontrolle in die
Stamme EBY.VW4000 (hxt) und EBY.S7 (hxt fgyl-1) transformiert.
Transformanten wurden in synthetischem Medium mit 1% Maltose ohne Uracil bis
zur logarithmischen Phase herangezogen und Proteinextrakte dieser Kulturen
hergestellt (2.21). Es wurden Aliquots der Extrakte genommen und mit dem
Enzym EndoH inkubiert (2.23). Die behandelten Aliquots wurden neben einem
unbehandelten Aliquot (2.23) desselben Proteinextrakts einer SDS-Gelelektro-
phorese und anschlieRenden Western-Blot-Analyse unterzogen.

Mit dem Western-Blot konnte nur im Falle der Expression von WT-GLUT1 dieses
mit dem anti-GLUT1 Antikérper (2.7, 2.30) nachgewiesen werden. Weder die mit
EndoH behandelten, noch die unbehandelten Aliquots der GLUT1-Suc2
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Proteinextrakte zeigten ein Signal im Blot. Um zu Uberprifen, ob die GLUT1-SUC2
Gene generell exprimiert wurden, wurden mit Aliquots der puren Extrakte eine
weitere SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse durchgefihrt. Auch hier konnte
sowohl im hxt’-, als auch im hxt™ fgyl-1-Stamm nur natives GLUT1 nachgewiesen
werden (Abb. 20).

1 2 3 4 5 6 7 8
hxt = GLUT1
hxt fgy1-1 - GLUT1

Abb. 20: Nachweis der GLUT1-Suc2 Hybridproteine. Von den Stammen EBY.VW4000 (hxt)
und EBY.S7 (hxt fgyl-1) mit den Plasmiden YEp4H7-hsGLUT15Y®*"™" (1) YEp4H7-
hsGLUT15Y%%"512 (2) ' YEp4H7-hsGLUT15Y“>2*" (3), YEp4H7-hsGLUT15Y“*%42 (4), YEp4H7-
hsGLUT15Y%23%1 (5) YEp4H7-hsGLUT15Y°%%%2 (6) YEp4H7-hsGLUT1 (7) bzw. p426HXT7-6His
(8) wurden Proteinextrakte hergestellt. Es wurde ein spezifischer, polyklonaler Antikorper gegen

GLUT1 zum Nachweis der GLUT1-Suc2 Hybridproteine und von nativem GLUT1 eingesetzt.

Dieses Ergebnis deutete darauf hin, dass die GLUT1-Suc2 Hybridproteine
aufgrund des integrierten Suc2-Reporterkonstrukts nicht exprimiert oder rasch
abgebaut werden; dies wirde auch das nicht-stattfindende Wachstum von
Transformanten mit diesen Konstrukten auf glukosehaltigem Medium erklaren.

3.11 Lokalisierung von GLUT1 mittels TNP-Prazipitation

Trinitrobenzol-Sulfonsdure (TNBS) kann Zellmembranen nicht durchdringen
(Gordesky und Marinetti, 1973; Litman, 1974) und reagiert somit nur mit
extrazellular zuganglichen Domanen von Proteinen intakter Zellen. TNBS reagiert
spezifisch mit freien Aminogruppen, an die sodann eine Trinitrophenol(TNP)-
Gruppe kovalent gebunden wird (Okuyama und Satake, 1960; Satake et al., 1960)
(Abb. 21). Mittels Antikdrpern, die gegen TNP gerichtet sind, kdnnen diese
modifizierten Proteine spezifisch angereichert und Uber Western-Blot-Analyse
detektiert werden (Novick und Scheckman, 1983).
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Abb. 21: Darstellung der Reaktion von Trinitrobenzol-Sulfonsdure (TNBS) mit freien

Aminogruppen.

Vorherige Lokalisierungsexperimente mittels Saccharosedichtegradienten hatten
gezeigt, dass GLUT1 in den Stammen EBY.S7 (hxt fgyl-1), EBY.18ga (hxt),
RWY95-1A (Afgyl) und RWY95-1D (FGY1) an der Plasmamembran lokalisiert ist
(Wieczorke et al., 2003; Abschnitt 3.3.1.2). Die Methode der TNP-Prazipitation
sollte nun Aufschluss Uber die Integration von GLUT1 in die Plasmamembran
geben. Der Versuch wurde in den Stammen EBY.S7 (hxt fgyl-1) und EBY.18ga
(hxt) durchgefuhrt.

In einem ersten Schritt wurde das Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 in die zwei Stamme
transformiert und von Kulturen der GLUT1-exprimierenden Stamme TNP-
modifizierte Proteinextrakte aus der Plasmamembran hergestellt (2.34.1). Die
TNP-modifizierten Plasmamembran-Proteine wurden durch Zugabe von anti-TNP
Antikérpern (2.7, 2.30) einer Immunprazipitation unterzogen (2.34.2). Die
Immobilisierung der Antikorper-Protein-Komplexe erfolgte durch Zugabe von
Protein A-Sepharose. Die dadurch gebundenen Antikorper-Protein-Komplexe
wurden durch Zugabe von 2x-Probenpuffer eluiert und das Eluat anschliel3end
durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf die Anwesenheit von GLUT1-
Proteinen Uberprift. Zusatzlich wurden auch Antikorper gegen die Plasma-
membran ATPase Pma1l eingesetzt um nachzuweisen, dass in beiden
untersuchten Stdmmen Plasmamembran-Proteinextrakte erhalten wurden.

In den beiden Stammen EBY.S7 (hxt” fgyl-1) und EBY.18ga (hxt) konnte GLUT1
nur im fgyl-1-Stamm nachgewiesen werden (Abb. 22). Der Kontrollnachweis mit
Pma1-Antikorpern zeigte jedoch, dass in den Extrakten beider Stamme
Plasmamembranproteine vorhanden waren.
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EBY.S7 EBY.18ga

GLUT1

Pmal

Abb. 22: Western-Blot-Analyse nach TNP-Préazipitation. TNP-prazipitierte Proteinextrakte der
GLUT1-exprimierenden Stamme EBY.S7 (hxt fgyl-1), EBY.18ga (hxt) wurden auf die
Anwesenheit von GLUT1 und Pma1 untersucht. Es wurden spezifische, polyklonale Antikérper

gegen GLUT1 und Pma1 verwendet.

Dass GLUT1 im hxt-Stamm Uber TNP-Prazipitation nicht in der Plasmamembran
detektiert werden konnte und dieser Stamm mit GLUT1 nicht auf glukosehaltigem
Medium wachsen kann, deutet darauf hin, dass das GLUT1 Transporterprotein in
diesem Stamm nicht in die Plasmamembran integriert wird. Eine weitere
Madglichkeit ware, dass GLUT1 zwar in der Plasmamembran vorliegt, aber nicht
korrekt in die Membran inseriert wird, so dass eine Modifizierung von aulderhalb
nicht erfolgen kann. Die fur diese zwei Stamme erhaltenen Ergebnisse kénnen
durch ein friheres Experiment bestatigt werden. In diesem wurde die
Lokalisierung von GLUT1 Uber Immunfluoreszenz-Mikroskopie Uberprift (Voss,
2001). GLUT1 konnte in nicht-permeabilisierten Zellen nur im fgyl-1-Stamm
EBY.S7 mit fluoreszierenden Antikdrpern in der Plasmamembran nachgewiesen
werden, nicht jedoch im hxt'-Stamm EBY.18ga.

3.12 Test auf Funktionalitat von GLUT1

Im vorherigen Abschnitt 3.11 wurde durch TNP-Prazipitation gezeigt, dass GLUT1
in einem hexosetransport-defizienten Hefestamm nicht in die Plasmamembran
integriert wird, so dass eine Aufnahme von Glukose Uber dieses Transportprotein
nicht mdglich ist. Saccharosedichtegradientenzentrifugation und Fluoreszenz-
mikroskopie mittels GFP-Fusion hatten jedoch auch das Ergebnis gebracht, dass
das Protein sich auch in dem hxt-Stamm an der Plasmamembran befindet (3.3.1).
Es ware also wichtig herauszufinden, ob eine mdgliche Mislokalisation des
Proteins den einzigen Grund darstellt, weshalb kein Wachstum auf
glukosehaltigem Medium stattfindet und das Protein an sich funktionell in den
Zellen eines hxt-Stammes vorliegt.
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Kasahara und Kasahara (1996) hatten durch Immunfluoreszenzmikroskopie das
GLUT1 Protein in intrazelluléaren Strukturen lokalisiert. Nach Rekonstitution dieses
in Hefe heterolog exprimierten Proteins in Liposomen und Durchfihrung von
Messungen der Glukoseaufnahme konnten sie jedoch nachweisen, dass die
spezifische Aktivitat des in Hefe exprimierten GLUT1 mit der des GLUT1 aus
Erythrozyten vergleichbar ist. Dies lie® den Schluss zu, dass trotz Mislokalisation
des Proteins in ihrem Stamm GLUT1 funktionell in den Hefezellen exprimiert
wurde.

Die Funktionalitat des GLUT1 Transporterproteins sollte nun in dem hxt-Stamm
EBY.VW4000 Uberpruft werden. Dieser Versuch wurde in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Cesare Indiveri an der Universitat von Kalabrien durchgefuhrt.
GLUT1 sollte aus den beiden Stammen EBY.VW4000 (hxt) und EBY.S7 (hxt
fgyl-1) isoliert, in Liposomen rekonstituiert und dann Glukoseaufnahme-
messungen durchgefluihrt werden. Dazu wurden das Plasmid YEp4H7-hsGLUT1
und auch der Leervektor p426HXT7-6His in die zwei Stamme transformiert. Der
GLUT1-exprimierende Stamm EBY.S7 sollte als positive Kontrolle bei der
Aufnahmemessung dienen. Der Leervektor stellte in beiden Stdmmen die negative
Kontrolle dar. Transformanten wurden in Flissigkultur in synthetischem Medium
mit 1% Maltose ohne Uracil bis zu einer ODgoo von 2 herangezogen, die Zellen
abzentrifugiert, gewaschen und die gefrorenen, transformierten Zellen dann nach
Italien geschickt, wo der Versuch zu Ende gefuhrt wurde. Nach Rekonstitution in
Liposomen brachte die Messung der Aufnahme von Glukose uUber GLUT1 das
Ergebnis, dass GLUT1 auch im hxt-Stamm EBY.VW4000 aktiv exprimiert wird.
Die gemessene Glukosetransportrate ist in beiden GLUT1-exprimierenden
Stammen EBY.VW4000 und EBY.S7 vergleichbar (Abb. 23).
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Abb. 23: Gegeniiberstellung der Glukosetransportraten in den Stammen EBY.VW4000 (hxt)
und EBY.S7 (hxt" fgyl-1) mit GLUT1-exprimierendem Plasmid. Das Plasmid YEp4H7-
hsGLUT1 wurde in die Stamme EBY.VW4000 (hxt) und EBY.S7 (hxt fgyl-1) transformiert. Das
Protein wurde aus den Stammen isoliert, in Liposomen rekonstituiert und Glukoseaufnahme-
messungen durchgefiihrt. Die Glukoseaufnahmerate ist in nmol/mg Protein dargestellt. (Die

Abbildung wurde von Cesare Indiveri zur Verfigung gestellt.)

Dieser Versuch hat gezeigt, dass GLUT1 im hxt-Stamm EBY.VW4000 aktiv
vorliegt und so deutet vieles darauf hin, dass der Grund fir das fehlende
Wachstum dieses Stammes in einer Mislokalisierung von GLUT1 zu finden ist.

3.13 In-vitro Mutagenese in GLUT4

Der in Hefe heterolog exprimierte Glukosetransporter GLUT4 war wie GLUT1 nicht
in der Lage, Glukoseaufnahme in einem hexosetransport-defizienten Hefestamm
zu ermoglichen (Wieczorke et al., 2003). Uber Immunfluoreszenz-Mikroskopie
wurde nachgewiesen, dass das Glukosetransporterprotein  GLUT4 in
intrazellularen Kompartimenten der Zelle verbleibt und nicht zur Plasmamembran
transportiert wird (Kasahara und Kasahara, 1997). Zu demselben Ergebnis
gelangten Wieczorke et al. (2003) durch fluoreszenzmikroskopische Untersuchung
einer C-terminalen Fusion von GFP an GLUT4. Fraktionierung mittels
Saccharose-dichtegradientenzentrifugation und anschlieender Western-Blot-
Analyse zeigte ebenfalls die intrazellulare Lokalisierung. Ein Vergleich der
Lokalisierung von GLUT4 mit der des Markerproteins Dpm1 lie® den Schluss zu,
dass GLUT4 im endoplasmatischen Retikulum zurtickgehalten wird (Dlugai, 2002).
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Um GLUT4 in Hefezellen aktiv in der Plasmamembran zu exprimieren ist neben
der fgyl-1-Mutation, noch eine weitere Mutation im Genom der Hefe erforderlich
(Wieczorke et al., 2003). Mit Hife einer Transposongenbank wurde
herausgefunden, dass es sich bei dieser Mutation um eine Deletion des ERG4-
Gens handelt (Dlugai, 2002). ERG4 kodiert fir eine Sterol-C-24(28)-Reduktase,
welche den letzten Schritt der Ergosterolbiosynthese katalysiert (Zweytick et al.,
2000). Erst die zusatzliche Deletion von ERG4 im fgyl-1 Mutantenstamm EBY.S7
fUhrte zur Expression eines funktionellen GLUT4-Proteins in der Plasmamembran.

Auf der Suche nach GLUT1 aktivierenden Mutationen in S. cerevisiae wurden
auch Plasmide isoliert, die durch eine Mutation in der Sequenz von GLUT1 selbst
ein funktionelles GLUT1 Transporterprotein in Hefe exprimierten (Wieczorke et al.,
2003). Transformation dieser Plasmide in den glukosetransport-defizienten Stamm
EBY.18ga ermoglichte Wachstum der Transformanten auf synthetischem
Komplettmedium mit 10 mM Glukose als einziger Kohlenstoffquelle ohne
zusatzliche Mutation in FGY1. Sequenzierung dieser GLUT1 Sequenzen ergab,
dass es sich bei den Mutationen jeweils um den Austausch einer einzelnen Base
handelte, die eine Veranderung der Aminosauresequenz zur Folge hatte. Die
Aminosaure-Austausche waren alle in der ersten Halfte der zweiten
vorhergesagten Transmembrandomane lokalisiert. Eine dieser Mutationen fuhrte
z.B. zum Austausch der Base Guanings durch Adenin, wodurch die Aminosaure
Valin an Position 69 durch Methionin ersetzt wurde (GLUT1V%%~M),

Durch Einfihren einer Mutation mittels in-vitro Mutagenese in GLUT4, die der von
GLUT1Y%*>M entsprach, sollte untersucht werden, ob mutagenisiertes GLUT4
auch schon in dem hxt erg4-Stamm SDY.025 ohne die Mutation in FGY1
Glukoseaufnahme ermdoglichen kann.

3.13.1 Klonierung eines Plasmids mit in-vitro Mutagenese in GLUT4

Der Aminosaureaustausch durch in-vitro Mutagenese in der Basenabfolge von
GLUT4 sollte genau an der Position der Aminosauresequenz in der zweiten
Transmembrandomane vorgenommen werden, an der auch der Aminosaure-
austausch von Valingg zu Methionin in GLUT1 erfolgt war. Dazu war ein Vergleich
der Aminosauresequenzen der beiden Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4
erforderlich (Abb. 24).
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Transmembrandoméne 2

..LgTT LWSLS V,, AIFS VGGMIGSFSV GLFVNRF,...

GLUT1 ;

ATG
..Lg;TT LWSLS Mg, AIFS VGGMIGSFSV GLFVNRF...

...L;;TT LWALS Vg AIFS VGGMISSFLI  GISQWL ...

e

ATG

GLUT4
...L,TT LWALS M, AIFS VGGMISSFLI GIISQWL ...

Abb. 24: Vergleich der Aminosauresequenz von GLUT1 und GLUT4. Dargestellt ist die
Aminosauresequenz in Transmembrandomane zwei der beiden Proteine. In rot ist die Aminosaure
Valin an Position 69 in GLUT1 und der Austausch zu Methionin markiert, in blau die Aminosaure
Valin an Position 85 in GLUT4, die der Position in der zweiten Transmembrandoméne von GLUT1

entspricht, und ebenfalls der Austausch zu Methionin.

Der Vergleich zeigte, dass in GLUT4 das Ersetzen der Base Guanin an Position
253 der DNA-Sequenz durch Adenin zu dem gewunschten Austausch in der
Aminosauresequenz von Valings zu Methionin fihrte.

Ein Uber PCR mutagenisiertes GLUT4 sollte mittels homologer Rekombination
(2.17) in das mit EcoRI/BamHI linearisierte Plasmid p426HXT7-6His kloniert
werden. Es wurden zwei Oligonukleotide G4VM-1 und G4VM-2 (Tab. 7)
konstruiert. G4VM-1 entspricht mit einer Lange von 36 bp der Sequenz von
GLUT4 von Position 236 bis 271. Hier wurde Guanin an Position 18 des
Oligonukleotids durch Adenin ersetzt. Das Oligonukleotid G4VM-2 enthalt die
komplementare Sequenz von G4VM-1. Es wurden zwei PCR-Reaktionen
angesetzt mit dem Plasmid pGEMaZhsGLUT4 als DNA-Vorlage der GLUT4-
Sequenz. Fur die eine PCR wurde das Oligonukleotidtrio hsG4-F7/T71-
ORFs/G4VM2 und fur die andere das Primerpaar G4VM-1/T2-hsG4 (2.4) genutzt.
Die beiden erhaltenen PCR-Produkte enthielten in ihrer Sequenz den
Basenaustausch von Guanin zu Adenin und gleichzeitig auch homologe Bereiche
zum Plasmid p426HXT7-6His fir die Rekombination in Hefe zu einem Plasmid mit
mutagenisiertem GLUT4'®*~M. Die PCR-Produkte wurden zusammen mit dem
linearisierten Plasmid p426HXT7-6His in den Hefestamm SDY.025 (hxt erg4)
transformiert und Transformanten auf synthetischem Medium mit 1% Maltose
ohne Uracil selektiert. Transformanten wurden direkt auf ihr Wachstum auf
demselbem Medium mit Glukose anstatt der Maltose getestet. Aus Kolonien, die in
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der Lage waren auf Glukosemedium zu wachsen, wurde das Uber Rekombination
gebildete Plasmid p426H7GLUT4Y®%~M isoliert und in E. coli amplifiziert. Nach
erneuter Plasmidisolierung wurde es Uber Restriktion Uberprift und aul’erdem
durch Sequenzierung (2.15) die erfolgreiche in-vitro Mutagenese verifiziert.

3.13.2 Uberpriifung der Funktionalitat von GLUT4Y®>>M

Die Funktionalitiat von GLUT4"®>~M wurde eingehender untersucht. Dazu wurden
die Plasmide p426H7GLUT4"®~M YEp4H7-hsGLUT4 und p426HXT7-6His in die
Stamme SDY.025 (hxt erg4), SDY.022 (hxt fgyl-1 erg4) und EBY.S7 (hxt fgyl-1)
transformiert und Wachstum auf synthetischem Medium ohne Uracil mit 0,1%
Glukose uUberprift.

Tab. 15: Darstellung der Ergebnisse des Wachstumstests. Transformanten der drei Stamme
SDY.025 (hxt erg4), SDY.022 (hxt fgyl-1 erg4) und EBY.S7 (hxt fgyl-1) wurden auf
synthetischem Medium mit 0,1% Glukose ohne Uracil ausgestrichen. Die Zellen wurden fir drei

Tage bei 30°C inkubiert. (++) sehr gutes Wachstum, (+) gutes Wachstum, (-) kein Wachstum

Stamm Genotyp Plasmid Wachstum +/-

SDY.025 hxt ergd p426H7GLUTASM "
YEp4H7-hsGLUT4 i
p426HXT7-6His i

SDY.022 hxt fgy1-1 erg4 p426H7GLUT4V>~" ++
YEp4H7-hsGLUT4 ++

p426HXT7-6His -

EBY.S7 hxt' fgy1-1 p426H7GLUT4"®5M "
YEp4H7-hsGLUT4 +

p426HXT7-6His -

Die Wachstumstests zeigten, dass im Stamm SDY.025 Wachstum durch
GLUT4"%>>M ermaglicht wird. Die erg4-Deletion des Stammes und die zusétzlich
eingefuhrte in-vitro Mutagenese in GLUT4 fuhren auch schon ohne die fgyl-1
Mutation zu Wachstum auf glukosehaltigem Medium. Dagegen waren mit nativem
GLUT4 transformierte Zellen nicht in der Lage auf glukosehaltigem Medium zu
wachsen. Erwartungsgemal liel3 sich im Stamm SDY.022 sowohl mit nativem als
auch mit mutiertem GLUT4-Protein Wachstum beobachten. Sowohl GLUT4 als
auch GLUT4Y®*~M  erméglichten im Stamm EBY.S7 Wachstum auf
glukosehaltigem Medium (Tab. 15). Dieses Ergebnis haben auch schon
Wieczorke et al. (2003) beschrieben, die es so erklarten, dass die starke
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Uberexpression von GLUT4 durch den HXT7-Promotor in dem fgyl-1-Stamm
schon ausreicht, einen Teil von GLUT4 funktionell in der Plasmamembran zu
exprimieren.

3.14 Untersuchung des Einflusses einer erg6-Deletion auf die Aktivitat
von GLUT1 und GLUT4

Der Einfluss von Deletionen im Ergosterolbiosyntheseweg auf die funktionelle
Expression von GLUT-Transporterproteinen wurde bereits in einer friheren Arbeit
untersucht (Dlugai, 2002). Nachdem die Deletion von ERG4 im fgyl-1 mutanten
Stamm dazu gefuhrt hatte, dass das GLUT4 Protein funktionell in der
Plasmamembran exprimiert worden war, war untersucht worden, ob die Deletion
weiterer Gene von an der Ergosterolbiosynthese beteiligten Proteinen einen Effekt
ausubt. Die Untersuchungen wurden parallel mit GLUT1 bzw. GLUT4
exprimierenden Zellen eines Aerg4- bzw. Aderg5-Einzeldeletionsstammes und
eines Aderg4Aerg5-Doppeldeletionsstammes, die zusatzlich die fgyl-1-Mutation
enthielten, durchgefiuhrt. Es zeigte sich, dass GLUT1 in allen drei Stammen
Wachstum auf Glukose ermdglichte, was aber wohl eher auf die vorhandene fgy1-
1-Mutation zurlGckzufihren war. Dahingegen exprimierte zusatzlich zum erg4-
Deletionsstamm nur der Aderg44erg5-Doppeldeletionsstamm ein funktionelles
GLUT4-Protein. Alle drei untersuchten Stamme produzieren aufgrund der
Deletionen in der Ergosterolbiosynthese kein Ergosterol mehr, sondern
akkumulieren  verschiedene Vorstufen oder Nebenprodukte in der
Plasmamembran (Smith et al., 1996; Zweytick et al., 2000).
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Abb. 25: Die letzten Schritte des Ergosterolbiosyntheseweges. Dargestellt sind die Produkte
der letzten sechs Umwandlungsschritte der Synthese des Endproduktes Ergosterol, sowie die

daran beteiligten Enzyme.

Es sollte nun untersucht werden, ob die Deletion von ERG6 einen Einfluss auf die
funktionelle Expression der heterologen Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4
ausubt. ERG6 kodiert ein Enzym des Ergosterolbiosyntheseweges, die C-24
Sterol-Methyltransferase, welches flur die Umwandlung von Zymosterol zu
Fecosterol verantwortlich ist (Gaber et al., 1989) (Abb. 25). Die Deletion von
ERG6 fuhrt zu einer Akkumulation von hauptsachlich zwei Ergosterolvorstufen:
Zymosterol und Cholesta-5,7,24-trienol (Munn et al., 1999).

3.14.1 Konstruktion eines erg6-Deletionsstammes

In friheren Versuchen war die Deletion von ERG6 im haploiden Stamm EBY.S7
(hxt™ fgy1-1) nicht erfolgreich verlaufen (Dlugai, 2002). Deshalb sollte jetzt durch
Deletion von ERG6 in dem diploiden Stamm RWY16D (2n EBY.18ga) und
anschlielender Tetradenanalyse (2.36) ein haploider Stamm mit Deletion in ERG6
konstruiert werden. Die Deletion von ERG6 fuhrt dazu, dass die Aufnahme von
Tryptophan nicht mehr effizient erfolgt (Gaber et al.,, 1989). Es konnte
nachgewiesen werden, dass die Ursache dafir im Transport der Tryptophan-
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permease Tat2 zur Vakuole statt zur Plasmamembran zu finden ist (Umebayashi
und Nakano, 2003).

Der diploide Stamm RWY16D ist jedoch Tryptophan auxotroph. In das Genom des
diploiden Stammes RWY16D (trp’) musste also erst das durch EcoRV-linearisierte
Integrationsplasmid YlpLac204 integriert werden um ein mutiertes trp1-Allel durch
das Wildtyp-Allel zu ersetzen. Dem Stamm wurde so die Synthese von Tryptophan
ermoglicht und Transformanten wurden auf synthetischem Medium mit 1%
Maltose ohne Tryptophan selektiert. Der daraus resultierende diploide Stamm
wurde mit DVY.012 (trp1-289/TRP1) bezeichnet und dieser Stamm wurde auch fur
die Deletion von ERG6 eingesetzt. Die loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette wurde
mit dem Oligonukleotidpaar S1-ERG6/S2-ERG6 Uber PCR amplifiziert und die
Deletion wie in Abschnitt 2.18 beschrieben durchgefihrt. Der diploide Stamm
DVY.012 4derg6 wurde mit DVY.013 (erg6::kanMX/ERG6 trpl-289/TRP1)
bezeichnet und nach Sporulation (2.36) einer Tetradenanalyse unterzogen.

Zwei Sporen unabhangiger Tetraden, die auf Maltosemedium mit G418
gewachsen waren, wurden in einer PCR mit den Oligonukleotiden a1-ERG6/a4-
ERG6 auf die Integration der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette anstelle des
ERG6-Gens Uberprtft. Als negative Kontrolle wurde eine Spore benutzt, die kein
Wachstum auf G418-Medium zeigte, und zusatzlich wurde auch der diploide
Stamm DVY.013 Uber PCR getestet. Beide PCR-Produkte, der auf G418
gewachsenen Sporen, zeigten nach Auftrennung im Agarosegel eine
Bandengrolde, die der der loxP-kanMX-loxP-Kassette entsprach. Dagegen zeigte
das PCR-Produkt der negativen Kontrolle die GroRe, die fur das ERG6-Gen
erwartet wurde und im diploiden Stamm konnten sowohl die Deletionskassette als
auch ERG6 nachgewiesen werden. Mit den beiden Sporen waren jetzt haploide
Stamme mit einer Deletion des ERG6-Gens erhalten worden. Einer der Stamme
wurde mit DVY.014 (erg6::kanMX TRP1) benannt und dieser wurde flr die
folgenden Wachstumsversuche eingesetzt.

3.14.2 Untersuchung des Wachstumsverhaltens des erg6-
Deletionsstammes

Der erg6-Deletionsstamm DVY.014 sollte nun daraufhin untersucht werden, ob die
heterologen Glukosetransporterproteine GLUT1 und GLUT4 diesem Stamm ein
Wachstum auf Medium mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle ermdglichten.
Gleichzeitig sollte getestet werden, ob auch GLUT4Y#~M als aktiver Transporter in
diesem Stamm exprimiert wurde. Deshalb wurden die Plasmide YEp4H7-
hsGLUT1, YEp4H7-hsGLUT4, p426H7GLUT4"®>>M und das Plasmid p426HXT7-
6His als negative Kontrolle in den Stamm DVY.014 transformiert. Das Wachstum
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der Transformanten wurde anschliefend auf synthetischem Medium ohne Uracil
mit 0,1%, 0,5% und 2% Glukose uberpruft. Die Ergebnisse des Wachstumstests
sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tab. 16: Ergebnis des Wachstumstests im Stamm DVY.014 (4erg6) mit exprimiertem GLUTL,
GLUT4 bzw. GLUT4"®*M Der erg6-Deletionsstamm mit den Plasmiden YEp4H7-hsGLUT1,
YEp4H7-hsGLUT4, p426H7GLUT4Y®M oder p426HXT7-6His wurde auf Agarplatten mit
synthetischem Medium ohne Uracil mit 0,1%, 0,5% und 2% Glukose ausgestrichen und 5 Tage bei

30°C inkubiert. (+) Wachstum, (-) kein Wachstum, (+/-) Bildung von Suppressoren

Stamm Plasmid 0,1% 0,5% Glukose 2%
Glukose Glukose
DVY.014 YEp4H7-hsGLUT1 + + +
(4hxt Aerg6)

YEp4H7-hsGLUT4 - - -
p426H7GLUT4V8-M +/- +/- +/-
p426HXT7-6His - - -

Der Wachstumstest deutet darauf hin, dass die Deletion von ERG6 einen positiven
Effekt auf die aktive Expression von GLUT1 austbt. Der Aderg6-Stamm mit GLUT1
war als einziger der drei getesteten in der Lage auf Glukosemedium zu wachsen.
Der mit YEp4H7-hsGLUT4 transfomierte Stamm zeigte, verglichen mit den Zellen,
die als negative Kontrolle ausgestrichen waren, kein Wachstum, ebenso wie
GLUT4"8>>M exprimierende Transformanten, die aber nach fiinf Tagen Inkubation
bei 30°C Suppressormutanten bildeten.

Das Ergebnis des Wachstumsverhaltens des transformierten erg6-
Deletionsstammes konnte in flissigem Medium bestatigt werden (Abb. 26). Auch
hier zeigte nur der GLUT1 exprimierende Stamm Wachstum in den drei Medien
mit 0,1%, 0,5% und 2% Glukose. Nach ca. 100 Stunden Inkubation bei 30°C
wuchs auch der Jerg6-Stamm mit p426H7GLUT4Y%*”M was sich durch das
Durchsetzen von Suppressormutanten erklaren lasst.
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Abb. 26: Wachstum des derg6-Stammes mit Expression von GLUT1, GLUT4 bzw.
GLUT4Y®M Der erg6-Deletionsstamm mit dem Plasmid YEp4H7-hsGLUT1 (¢) bzw. YEp4H7-
hsGLUT4 (m) bzw. p426H7GLUT4Y%"™ () bzw. p426HXT7-6His (x) wurde in synthetischem
Medium mit 1% Maltose ohne Uracil herangezogen. Nach Waschen in synthetischem Medium
ohne Kohlenstoffquelle wurde der mit den verschiedenen Plasmiden transformierte Stamm in
synthetischem Medium mit 0,1% (A), 0,5% (B) und 2% (C) Glukose ohne Uracil mit einer ODgq
von 0,1 angeimpft. Proben wurden den Kulturen jeden Tag zur Bestimmung der ODgg

enthommen.

3.15 Uberprifung eines Effekts von rsp5-Mutanten auf die Aktivitat
von GLUT1 und GLUT4 in S. cerevisiae

Das essentielle Protein Rsp5 aus S. cerevisiae wurde charakterisiert als eine E3-
Ubiquitin-Ligase (Huibregtse et al., 1995). Datenbankvergleiche zeigten, dass das
Protein Npi1 identisch zu Rsp5 ist (Hein et al., 1995). Seine Funktion besteht in
der Ubertragung des Ubiquitins auf Lysinreste verschiedener Substratproteine, wie
z.B. Gap1 (generelle Aminosaurepermease), Fur4 (Uracilpermease) oder auch
Ste2 (a-Faktor Rezeptor) (Hein et al., 1995; Galan et al., 1996; Dunn und Hicke,
2001). Die Ubiquitinierung von Plasmamembranproteinen in Hefe dient als Signal
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fur die Endozytose und die darauffolgende Degradation dieser Proteine in der
Vakuole (Hicke, 1997).

Es wurden Untersuchungen durchgefuhrt, die zeigten, dass mittels Mutationen in
RSP5 die Endocytose von Proteinen negativ beeinflusst werden kann. Bei diesen
Mutationen handelt es sich zum einen um eine spontane Ty-Transposon Insertion
im Promotorbereich von RSP5, die zu einem reduzierten Expressionslevel von
RSP5 fuhrt (Hein et al., 1995). In dem zweiten mutanten Stamm ist die N-
terminale C2-Domane (Aminosauren 2-138) von Rsp5, die fur die Lebensfahigkeit
der Hefezelle nicht essentiell ist (Springael et al., 1999; Wang et al., 1999),
deletiert.

Aulerdem wurde Rsp5 Uber Lokalisierungsexperimente punktuell an der
Plasmamembran verteilt nachgewiesen; entsprechend zu Membraneinstilpungen,
aus denen Endosomen entstehen und auch an Strukturen direkt an der Vakuole
(Wang et al., 2001). Vergleiche mit der Lokalisation von Rsp5 zu der von den
chromosomalen Markern fir das Endosom Pep12 und Vps32 zeigte eine Ko-
Lokalisation dieser Proteine.

Aufgrund der Erkenntnisse, dass Rsp5 eine Funktion bei der Endozytose von
Transportproteinen der Plasmamembran ausubt, sollte mit Hilfe der zwei rsp5-
Mutanten untersucht werden, ob ein Einfluss auf die in Hefe heterlog exprimierten
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 besteht. Falls eine fehlende Aktivitat der
beiden Glukosetransporter darauf zurlckzufihren ist, dass sie zu schnell
abgebaut werden, kénnte ein Defekt bei der Endozytose aus der Plasmamembran
eine Aufnahme von Glukose Uber die beiden Transporter ermdéglichen.

3.15.1 Klonierung einer loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette in den
Promotorbereich von RSP5

Eine Anfrage bei Bruno André (Universitat Brassel) nach der rsp5-Mutante mit der
Ty-Transposon Insertion im Promotorbereich ergab, dass derselbe Effekt mit der
Integration der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette in den Promotorbereich von
RSP5 erreicht werden konnte. Es sollten jetzt Stdmme mit integrierter
Deletionskassette konstruiert werden, die nur noch ein reduziertes Level an RSP5
exprimierten und so defekt in der Ubiquitinierung von Plasmamembran-
transportern und der darauffolgenden Endocytose von Proteinen aus der
Plasmamembran waren.

Die loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette sollte in den Promotorbereich von RSP5
der Hefestamme EBY.VW4000 (hxt’), EBY.S7 (hxt" fgyl-1) und SDY.022 (hxt
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fgyl-1 Aerg4) kloniert werden. Vor Beginn des Versuchs musste die noch im
Stamm SDY.022 vorhandene loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette mittels Cre-
Rekombinase verloren gehen, was jedoch nicht rechtzeitig realisiert werden
konnte, so dass dieses Experiment nur mit den zwei Stammen EBY.VW4000 (hxt)
und EBY.S7 (hxt fgyl-1) durchgefihrt wurde. Die Integration der
Deletionskassette erfolgte Uber homologe Rekombination nach demselben Ablauf
wie die Deletion eines Gens (2.18). Mit dem Oligonukleotidpaar S1-promRSP5/S2-
promRSPS5 wurde die loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette Uber PCR aus dem
Plasmid pUG6 amplifiziert. Nach Aufreinigung (2.12) und Uberpriifung durch
Agarosegelelektrophorese (2.13) wurde das PCR-Produkt in die beiden Stamme
transformiert und Transformanten auf Vollmedium mit 1% Maltose und G418
selektiert. Die erfolgreiche Integration des kanMX-Moduls wurde mit den
Oligonukleotiden a1-RSP5-kanMX und a4-RSP5-kanMX mittels PCR und
anschliellender Agarosegelelektrophorese Uberprift. Die Deletionskassette
ersetzte einen Bereich von 287 bp im Promotorbereich von RSP5 459 bp aufwarts
von dem Startcodon ATG. Die zwei konstruierten Stamme wurden mit DVY.07
(hxtt Prom.RSP5::kanMX) und DVY.08 (hxt fgyl-1 Prom.RSP5::kanMX)
bezeichnet.

3.15.2 Wachstumstests der Stamme DVY.07 und DVY.08

Nach Konstruktion der Stamme DVY.07 (hxt Prom.RSP5::kanMX) und DVY.08
(hxt” fgyl-1 Prom.RSP5::kanMX) sollte jetzt Uberpruft werden, ob die eingeflhrte
Mutation einen Einfluss auf die Aktivitdt der Transporterproteine GLUT1 und
GLUT4 ausubt. Dazu wurden Wachstumstests durchgefuihrt. Die Plasmide
YEp4H7-hsGLUT1, YEp4H7-hsGLUT4 und p426HXT7-6His wurden in die beiden
Stdamme DVY.07 und DVY.08 transformiert. Zusatzlich wurden die Plasmide
YEp4H7-hsGLUT1 und YEp4H7-hsGLUT4 auch in die Ausgangsstdamme
EBY.VW4000 (hxt’) und EBY.S7 (hxt fgyl-1) transformiert um das Wachstum der
GLUT1- und GLUT4-exprimierenden Stamme miteinander vergleichen zu kénnen.
Die Transformanten wurden auf synthetischem Medium mit 1% Maltose ohne
Uracil selektiert und anschlieRend wurde das Wachstum der Transformanten in
flissigem, synthetischem Medium mit 0,5% Glukose ohne Uracil Uber einen
Zeitraum von 50 h spektralphotometrisch gemessen (2.20). Die Ergebnisse der
Wachstumsuberprifung sind in Abbildung 27 dargestellt.
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Abb. 27: Wachstumstests in 0,5% glukosehaltigem, synthetischem Medium ohne Uracil. Die
Plasmide YEp4H7-hsGLUT1, YEp4H7-hsGLUT4 wurden in die Stdamme DVY.07 (hxt
Prom.RSP5::kanMX) und EBY.VW4000 (hxt) (A) bzw. DVY.08 (hxt fgyl-1 Prom.RSP5::kanMX)
und EBY.S7 (hxt fgyl-1) (B) transformiert. Als negative Kontrolle diente das Plasmid p426HXT7-
6His transformiert in die Stdmme DVY.07 und DVY.08. In einem Zeitraum von 50 h wurden Proben

fur die Bestimmung der ODggg entnommen.

Der Wachstumstest im hxt-Stammhintergrund zeigte (Abb. 27A), dass weder
GLUT1 noch GLUT4 durch die eingefihrte Mutation in RSP5 in ihrer Aktivitat
positiv beeinflusst wurden. GLUT1 ermdglicht nach Expression sowohl im Stamm
EBY.VW4000 als auch im Stamm DVY.07 ein leichtes Hintergrundwachstum in
der FlUssigkultur. Nach Expression von GLUT4 lasst sich in beiden Stammen kein
Wachstum erkennen. Das Plasmid p426HXT7-6His diente sowohl im Stamm
DVY.07 als auch im DVY.08 als negative Kontrolle. Das Wachstumsverhalten der
Transformanten im fgyl-1-Stammhintergrund lie} ebenfalls den Schluss zu, dass
die Integration der kanMX-Deletionskassette in den Promotorbereich von RSP5
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keinen positiven Einfluss auf die Aktivitdt von GLUT1 oder GLUT4 hatte (Abb.
27B). Fur die Expression von GLUT1 im Stamm DVY.08 (hxt fgyl-1
Prom.RSP5::kanMX) konnte eher ein geringer negativer Effekt beobachtet
werden. Die Zellen dieses Stammes wuchsen geringfugig schlechter im direkten
Vergleich mit GLUT1-exprimierenden Zellen des Stammes EBY.S7. Sie erreichten
ihre stationare Phase bei einer niedrigeren ODgpo. Der Stamm DVY.08 war mit
GLUT4 nicht in der Lage in glukosehaltigem Medium zu wachsen. Im GLUT4-
exprimierenden Stamm EBY.S7 lie® sich nach ca. 35 h ein geringes Wachstum
beobachten; dies ist vermutlich auf das Durchsetzen eines Suppressors
zurtckzufuhren.

3.15.3 Deletion der C2-Doméne von RSP5

Die Deletion der N-terminalen C2-Domane in Rsp5 sollte in den Stammen
EBY.VW4000 (hxt), EBY.S7 (hxt fgyl-1) und SDY.022 (hxt fgyl-1 Aerg4)
durchgefuhrt werden. Das Plasmid pRS306+RSP5AC2 zur Durchfuhrung der
Deletion wurde von Rosine Haguenauer-Tsapis (Universitat Paris) zur Verfligung
gestellt. Bei diesem handelt es sich um ein integratives Plasmid mit einer Kopie
eines mutierten rsp5-Gens, bei dem die flr die C2-Domane kodierende Sequenz
(Basen 4-414) deletiert ist (Wang et al.,, 2001) und mit einem selektierbaren
URA3-Markergen. Das Plasmid pRS306+RSP5AC2 wurde mit dem
Restriktionsenzym Agel linearisiert und nach Agarosegelextraktion (2.14) in die
Stamme EBY.VW4000 (hxt), EBY.S7 (hxt fgyl-1) und SDY.022 (hxt fgyl-1
Aerg4) transformiert. Transformanten wurden auf Medium mit 1% Maltose ohne
Uracil selektiert. Die Integration des Plasmids erfolgte Uber homologe
Rekombination in den Locus des RSP5-Gens, was zu einer Duplikation im
Hefegenom fiihrte. Im RSP5-Locus lag dann das WT-Gen neben dem mutierten
Gen vor. Aufgrund des URA3-Markergens konnte die Exzision des Plasmids aus
dem Hefegenom und der Verlust aus der Zelle Uber die Zugabe von 5’-FOA zu
1%igem synthetischem Maltosemedium erreicht werden (Boeke et al., 1984).

5-FOA resistente Kolonien wurden mittels PCR auf das Vorhandensein des
mutierten rsp54C2-Gens uberprift. Es musste sicher gestellt werden, dass das
WT-Gen zusammen mit dem Plasmid aus dem Genom herausrekombiniert und
nur die mutierte Form des Gens im Genom verblieben war. Die PCR wurde mit
den Primern a1-RSP5delC2/ a4-RSP5delC2 in den drei neu konstruierten, aber
auch den drei Ausgangsstammen EBY.VW4000 (hxt’), EBY.S7 (hxt" fgyl-1) und
SDY.022 (hxt fgyl-1 Aderg4) durchgefihrt. Die Deletion der C2-Domanen-
kodierenden Sequenz in RSP5 fuhrt zu einem Verlust von ca. 400 bp, so dass
nach erfolgter PCR Uber die zu erwartenden GroRenunterschiede der DNA-
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Fragmente zwischen WT-RSP5 und rsp54C2 unterschieden werden konnte. Die
Uberprifung vieler PCR-Produkte in einem Agarosegel brachte das Ergebnis,
dass nur in dem Stamm EBY.VW4000 (hxt’) die Integration des rsp54C2-Gens ins
Genom erfolgreich verlaufen war. Dieser Stamm wurde mit DVY.09 (hxt
rsp54C2**'*) bezeichnet.

3.15.4 Test der Aktivitat von GLUT1 und GLUT4 in dem Stamm DVY.09

Ebenso wie in den Stammen DVY.07 (hxt Prom.RSP5::kanMX) und DVY.08
(fgyl-1 Prom.RSP5::kanMX) (3.15.2) wurde auch in dem Stamm DVY.09 (hxt-
rsp54C2**%) Uberpriift, ob ein Einfluss der Deletion der C2-Domane auf die
Aktivitat der heterologen Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 besteht. Es
wurden wiederum Wachstumstests durchgefiuhrt. Dazu wurden die Plasmide
YEp4H7hsGLUT1, YEp4H7hsGLUT4 und der Leervektor p426HXT7-6His in den
Stamm DVY.09 und zusatzlich in den Ausgangsstamm EBY.VW4000
transformiert. Transformanten wurden auf synthetischem Medium mit 1% Maltose
ohne Uracil selektiert. Zur Uberpriifung der Aktivitat der Glukosetransporter
GLUT1 und GLUT4 wurden Transformanten beider Stdmme anschlielend auf
synthetisches Medium mit 2% Glukose ohne Uracil ausgestrichen.

Nach 3-tagiger Inkubation bei 30°C konnte weder fur den GLUT1-exprimierenden
noch fur den GLUT4-exprimierenden Stamm DVY.09 Wachstum auf
glukosehaltigem Medium beobachtet werden, was darauf schlie3en lasst, dass
auch die rsp54C2-Mutante keinen positiven Einfluss auf die Aktivitat von GLUT1
und GLUT4 hat.
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4 DISKUSSION

Die funktionelle Expression von Proteinen in heterologen Systemen ist fur die
nahere Charakterisierung dieser Proteine von grof3er Bedeutung, da auf diese
Weise die gleichzeitige Expression ahnlich wirkender Proteine desselben
Organismus umgangen werden kann. Die Hefe Saccharomyces cerevisiae eignet
sich aufgrund ihrer leichten Handhabung und Manipulierbarkeit gut fir die
Expression heterologer Proteine. Durch Deletion von Genen kénnen Mutanten
erzeugt werden, in denen stérende endogene Aktivitaten unterdrickt werden
kdénnen.

Trotz vieler Vorteile der Hefe traten Probleme bei der Expression heterologer
Proteine auf. Untersuchungen ergaben, dal} heterologe Transporterproteine in
Hefezellen exprimiert wurden, aber aufgrund unkorrekter Faltung oder
Akkumulation von Transporterproteinen der Plasmamembran in intrazellularen
Strukturen oft nicht funktionell waren.

Das FGY1-Gen wurde im Rahmen einer friheren Doktorarbeit isoliert. Es hatte
sich gezeigt, dass die Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 aus Saugern nach
Expression in einem hxt-Stamm (Wieczork et al., 1999) keine Glukoseaufnahme
in Zellen dieses Stammes ermoglichten. Eine Mutation im FGY1-Gen der Hefe war
notwendig um GLUT1 funktionell in der Plasmamembran des hxt-Stammes zu
exprimieren (Wieczorke et al., 2003). Zusatzlich zur fgyl-1 Mutation musste noch
das ERG4-Gen der Hefe in dem hxt-Stamm deletiert werden um Uber GLUT4
vermitteltes Wachstum auf glukosehaltigem Medium beobachten zu kdnnen
(Dlugai, 2002).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Funktion des Fgy1 Proteins aus S.
cerevisiae identifiziert und charakterisiert werden. Es wurden zum einen
Untersuchungen durchgefihrt, deren Ergebnisse auf eine Funktion von Fgy1 in
der Hefe schlielen lassen sollten. Zum anderen wurde die Expression der
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 in Hefe naher untersucht um daraus
Ruckschlisse auf eine mogliche Funktion von Fgy1 ziehen zu kénnen. Es wurden
einige Hinweise erhalten, die zu einem Modell der Funktion des Proteins flhrten.

4.1 Lokalisierung von Fgyl

Die Lokalisierung von Fgy1 in S. cerevisiae wurde inzwischen in mehreren
Untersuchungen erforscht. In einer friheren Arbeit wurde eine Lokalisierung des
Proteins an der Plasmamembran mit Hilfe einer Modifikation des von Aronheim et
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al. (1997) entwickelten Sos-Recruitment-Systems (SRS), mit dem eine
Untersuchung der Membranlokalisierung von Proteinen moglich war,
nachgewiesen (Wieczorke, 2001). Zu demselben Ergebnis gelangten Huh et al.
(2003) durch Fusion des grun-fluoreszierenden Proteins GFP an Fgy1 und
anschlieldender Fluoreszenzmikroskopie.

Innerhalb  dieser Arbeit sollte die Lokalisierung von Fgy1l mittels
Saccharosedichtegradientenzentrifugation und anschlielender Western-Blot-
Analyse untersucht werden. Um Fgy1 Uber Antikorper detektieren zu kdénnen
wurde ein Fgy1-Protein mit C-terminaler Fusion eines HA-Epitops eingesetzt. Der
Vergleich der Verteilung von Fgy1 im Saccharosedichtegradienten mit der
Verteilung der vier Markerproteine Dpm1 (Dolichol-Phosphat-Mannose-Synthase
in der Membran des endoplasmatischen Retikulums), Pep12 (endosomales
Protein der t-SNARE-Familie), ALP (alkalische Phosphatase in der
Vakuolenmembran) und Pma1 (ATPase der Plasmamembran) im Western-Blot
und nach anschlieBender densitometrischer Auswertung zeigte eine
Kolokalisierung von Fgy1 mit Pma1 an der Plasmamembran und mit Pep12 in
Endosomenmembranen (Abb. 3). Die Kolokalisierung von Fgy1 mit Pma1 an der
Plasmamembran bestatigte die Uber Fusion mit hSos und GFP erlangten
Ergebnisse. Eine intrazellulare Lokalisierung von Fgy1 war jedoch noch nicht
bekannt.

Um einen Zusammenhang dieser Lokalisierung mit dem fir das
Lokalisierungsexperiment eingesetzten Afgyl-Stamms RWY95-1A, dessen
parentaler Stamm der W303 war, auszuschliefen wurde Fgy1 mit C-terminaler
GFP-Fusion in drei Stammen Uber Fluoreszenzmikroskopie lokalisiert. Diese
Stamme hatten als Stammbhintergrund entweder den W303- oder den CEN.PK-
Stamm. Fgy1-GFP wurde in allen drei Stammen an der Zellperipherie
nachgewiesen (Abb. 4), so dass eventuelle Stamm-bedingte Unterschiede nicht
fur die intrazellulare Lokalisation verantwortlich gemacht werden kénnen. Es bleibt
allerdings abzuwagen, ob der im W303-Stammhintergrund in der Vakuole
gespeicherte rote Farbstoff (Weismann et al.,, 1987) eine intrazellulare
Fluoreszenz des Fgy1-GFP Fusionsproteins Uberstrahlen kdnnte. Ein
endosomales GFP-Fluoreszenzsignal konnte in beiden Stammhintergrinden auch
durch das starke Fluoreszieren des Fgy1-GFP Konstrukts an der Plasmamembran
Uberlagert werden. AuszuschlieBen ist jedoch nicht, dass das Fgy1-Protein
aufgrund eines negativen Einfluss des HA-Epitops in intrazellularen Strukturen
zuruckgehalten werden kénnte.
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4.2 Untersuchungen zur Identifizierung einer Funktion von Fgyl

Bis auf die synthetische Letalitdt einer pho85-Deletion mit der fgyl-Deletion
(Lenburg und O’Shea, 2001) und den Nachweis einer Interaktion mit Glg2 mittels
»Two-Hybrid“-Analyse (Ito et al., 2001) gab es keinerlei Anhaltspunkte in Bezug
auf eine mdgliche Funktion von Fgy1. Der Versuch Uber die Durchfuhrung einer
Phanotyp-Mikroarray-Analyse (Bochner et al., 2001) mit einem FGY 1-Wildtyp- und
einem fgyl-Deletionsstamm Hinweise zu erhalten, in welche Richtung die
Funktion von Fgy1 innerhalb der Hefezelle zu finden ware, blieb erfolglos. Es
wurde lediglich ein allgemeiner Wachstumsdefekt des Afgyl-Stammes gegentber
dem FGY1-Wildtypstamm festgestellt.

4.2.1 Einfluss von Fgy1l auf den Transport von Plasmamembranproteinen

In einem ersten Experiment sollte mit Hilfe von Lokalisierungsexperimenten
untersucht werden, ob Fgy1 eine Funktion beim Transport von GLUT1 zur
Plasmamembran austbt. Da GLUT1 im Stamm EBY.S7 (hxt" fgyl-1) Wachstum
auf Medium mit Glukose ermdglicht, im hxt-Stamm dagegen nicht, muss das
Transporterprotein im fgyl-1-Mutantenstamm in der Plasmamembran integriert
vorliegen. Die Frage, ob Fgy1 fir eine Mislokalisierung von GLUT1 und vielleicht
auch von anderen Transportproteinen verantwortlich ist, sollte geklart werden.
Der Nachweis des Fusionsproteins GLUT1-GFP in den Stammen EBY.S7 (hxt
fgyl-1) und EBY.VW4000 (hxt) zeigte in beiden Stdmmen eine deutliche
Lokalisierung an der Plasmamembran (Abb. 5). Auch die Western-Blot-Analyse
nach Fraktionierung durch Saccharosedichtegradientenzentrifugation in den
Stammen RWY95-1D (FGY1) und RWY95-1A (4fgyl) ergab eine Akkumulation
von GLUT1 in den Fraktionen hoher Dichte, die einer Lokalisierung an der
Plasmamembran entsprechen (Abb. 6). Die Lokalisierung von GLUT1 an der
Plasmamembran unabhangig von seiner Aktivitat in diesen Stdammen wurde auch
von Wieczorke et al. (2003) nach einem Fraktionierungsexperiment in den
Stammen EBY.18ga (hxt) und EBY.S7 (hxt" fgyl-1) und mittels GFP-Fusion
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu hatten Kasahara und Kasahara (1996) GLUT1
durch Immunfluoreszenzmikroskopie in intrazellularen Kompartimenten lokalisiert.
FiUr die unterschiedlichen Ergebnisse in dieser Arbeit und von Wieczorke et al.
(2003) gibt es zur Zeit keine begrindbare Erklarung. Zusammengefasst kann trotz
des abweichenden Ergebnisses von Kasahara und Kasahara (1996) gefolgert
werden, dass Fgy1 nicht fir eine Zurlckhaltung von GLUT1 in intrazellularen
Strukturen verantwortlich ist.

Auch ein endogenes Plasmamembranprotein der Hefe, die Maltosepermease
Mal31, wurde daraufhin untersucht, ob Fgy1 eine Funktion bei dessen
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Lokalisierung zur Plasmamembran ausubt. Messungen der Maltoseaufnahme in
den Stammen RWY95-1D (FGY1) und RWY95-1A (4fgyl) hatten gezeigt, dass
die Maltoseaufnahme im fgyl-Deletionsstamm RWY95-1A gegenuber dem Stamm
RWY95-1D deutlich reduziert war, wobei fur den WT-Stamm RWY95-1D schon
eine verringerte Maltoseaufnahme verglichen mit einem anderen Wildtyp-
Hefestamm CEN.PK2-1C nachgewiesen worden war (Wieczorke, 2001).
Mit Hilfe der Saccharosedichtegradientenzentrifugation und anschliellender
Western-Blot-Analyse wurde die Verteilung von Mal31 in den Stammen RWY95-
1D (FGY1) und RWY95-1A (Afgyl) miteinander verglichen. Der Nachweis von
Mal31 erfolgte nach Uberexpression durch den konstitutiven HXT7-Promotor
durch Detektion des an Mal31 fusionierten HA-Epitops. HA-Mal31 wurde mit
einem geringen Anteil an der Plasmamembran, der Hauptanteil jedoch in
intrazellularen Strukturen lokalisiert (Abb. 7). Da in den beiden untersuchten
Stammen kein Unterschied in der Lokalisierung zu beobachten war, lasst sich
schliel3en, dass eine durch die Deletion von FGY1 bedingte Mislokalisierung der
Maltosepermease nicht flr die verringerte Maltoseaufnahmekapazitat im Afgy1-
Stamm verantwortlich ist und Fgy1 keine Rolle beim Transport von Mal31 zur
Plasmamembran spielt.

4.2.2 Untersuchung eines Einflusses bei der Integration von Membran-
proteinen in die Plasmamembran

Es konnte gezeigt werden, dass Fgy1 keinen Einfluss auf den Transport von
GLUT1 zur Plasmamembran ausibt. Unabhangig von seiner Aktivitat in den
getesteten Stammen war GLUT1 immer an der Plasmamembran lokalisiert. Schon
bestehende Resultate bekraftigten die Annahme, dass Fgy1 in den Prozess der
Proteininsertion in die Plasmamembran involviert sein kdnnte. So war eine 1,5-
fach erhdhte Aktivitat der generellen Aminosaurepermease Gap1 im Afgyl-Stamm
gegenuber dem Wildtyp-Stamm gemessen worden (personliche Mitteilung von
Bruno André, Brissel). Dieser Phanotyp liel sich durch eine erhdhte Anzahl an
Gap1-Permeasen in der Plasmamembran erklaren. Aulierdem hatte eine
Lokalisierung von GLUT1 Uber Immunfluoreszenz-Mikroskopie ergeben, dass
GLUT1 in nicht-permeabilisierten Zellen nur im fgyl-1-Stamm EBY.S7 mit
fluoreszierenden Antikérpern in der Plasmamembran nachgewiesen werden
konnte, nicht jedoch im hxt-Stamm EBY.18ga (Voss, 2001).

Deshalb wurden verschiedene Untersuchungen durchgefuhrt, die weiter
Aufschluss daruber geben sollten, ob Fgy1 die Integration von GLUT1 in die
Plasmamembran verhindert bzw. die Deletion von FGY1 oder die Mutation des
Gens die Insertion von GLUT1 férdert.
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So wurde mit Hilfe der Dunnschichtchromatographie die Phospholipid-
zusammensetzung der Plasmamembran untersucht. Es sollte geklart werden, ob
eine FGY1-Deletion zu einer veranderten Lipidzusammensetzung der Membran
fuhrt, so dass vielleicht ein bestimmtes Phospholipid oder das Sterol Ergosterol
ganz fehlen. Fur einige Lipide konnte nachgewiesen werden, dass sie fur die
Funktion oder auch fir die korrekte Faltung und Stabilitat spezieller
Membranproteine als Ko-Faktoren bendtigen werden und in der Zelle haufig als
Lipid-Protein Komplexe vorliegen (Opekarova und Tanner, 2003). So konnte
gezeigt werden, dass in Hefezellen, die nicht mehr in der Lage waren
Phosphatidylethanolamin zu synthetisieren, im Vergleich zu Wildtypzellen eine
geringere Aktivitat der Aminosaurepermeasen Can1 (Argininpermease), Put4
(Prolinpermease) und auch Gap1 nachzuweisen waren (Robl et al., 2001).
Weitere Untersuchungen brachten das Ergebnis, dass Phosphatidylethanolamin
als spezifisches Chaperon flir den korrekten Transport von Can1 zur
Plasmamembran bendtigt wird (Opekarova et al.,, 2002). Das Fehlen von
Phosphatidylethanolamin durch Deletion der fur die Synthese zustandigen Gene
fuhrt dazu, dass Can1 in intrazellularen Kompartimenten der Zelle zurickgehalten
wird. Es konnte jedoch kein Einfluss auf die Sekretion der Plasmamembran
ATPase Pma1 oder des Hexosetransporters Hxt1 zur Plasmamembran
nachgewiesen werden. Kaur und Bachhawat (1999) stellten fest, dass eine
veranderte Plasmamembran-zusammensetzung in Stammen, in denen Mutationen
in den letzten Schritten der Ergosterolbiosynthese vorliegen, zu einer reduzierten
Aktivitat des Pdr5-Proteins flhrt. PdrS gehort zu der Familie der ABC-Transporter
und ist als MDR (,multidrug resistance®) Ausstrompumpe verantwortlich fur die
Resistenz gegenuber einer groRen Vielzahl von Substanzen (Balzi et al., 1994;
Hirata et al., 1994; Mahe et al., 1996). Der Lipidumgebung von Proteinen in der
Membran ist also fur die optimale Aktivitat einiger Proteine von grof3er Bedeutung.

Dem Sterol als wesentlichem Bestandteii der Plasmamembran von
eukaryontischen Zellen kommt eine bedeutende Aufgabe bei der Fluiditat und
Permeabilitat der Membran zu (Lees et al., 1979; Bard et al., 1978). Es ware gut
mdglich, dass das Vorkommen unterschiedlicher Sterole in Hefe- und
Saugetierzellen die Insertion von GLUT1 beeinflusst. Wahrend in Saugerzellen
Cholesterol vorliegt, ist in der Plasmamembran der Hefe Ergosterol mit fast 90%
das am haufigsten vorkommende Sterol (Zweytick et al., 2000). Bei der
heterologen Expression von Saugertransportproteinen in der Hefe konnte es
aufgrund der unterschiedlichen Struktur der Sterole zu Schwierigkeiten bei der
Lokalisierung der Proteine kommen.
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Die Auftrennung der Lipidextrakte des Stammes RWY95-1D (FGY1) und RWY95-
1A (4fgyl) gegen ein Gemisch von als Standard dienenden Lipiden zeigte keinen
Unterschied im Auftreten der untersuchten Phospholipide, auch nicht in Bezug auf
Ergosterol (Abb. 9). Fgy1 konnte also keine Funktion in der Phospholipid-
zusammensetzung der Hefe zugeschrieben werden. Eine gaschromatographische
Analyse hatte ebenfalls schon erwiesen, dass auch in dem fgy1-1 Mutantenstamm
EBY.S7 weiterhin Ergosterol in der Plasmamembran zu finden ist (Dlugai, 2002).

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob Fgy1 eine Funktion bei der
Vesikelfusion mit der Plasmamembran austben kdnnte. Im Sekretionsweg der
Proteine ausgehend vom endoplasmatischen Retikulum (ER) stellt die Fusion der
post-Golgi Vesikel mit der Plasmamembran den letzten Schritt dar. Der Prozess
der Vesikelfusion mit einer Membran ist abhangig von dem sogenannten SNARE-
Komplex (SNAP Rezeptor), der sich aus mehreren Untereinheiten zusammensetzt
(Bennett, 1995). Der Komplex wird gebildet zwischen Membranproteinen auf den
Transportvesikeln, den v-SNAREs, und Membranproteinen auf der Zielmembran,
den t-SNAREs (Rothman, 1994; Sdllner et al., 1993). Das Vorkommen der v-
SNAREs in den Membranen der Transportvesikel bestimmt, ob die Vesikel z.B.
mit der Membran des ER, des Golgi-Komplexes oder der Plasmamembran
fusionieren werden. Auch die t-SNAREs auf den Zielmembranen sind fir jede
Membran spezifisch. Die Bildung eines SNARE-Komplexes erfolgt durch
Interaktion der jeweils fur diesen Fusionsschritt komplementaren v- und t-SNARE
Proteinen.

Das ca. 106 kDa groRe Protein Sec9 gehoért zu dem SNARE-Komplex in S.
cerevisiae, der fur die Fusion von post-Golgi Vesikeln mit der Plasmamembran
verantwortlich ist (Brennwald et al., 1994) (Abb. 28). Aufgrund der Homologie von
Sec9 zu dem neuronalen Protein SNAP-25, einer t-SNARE Komponente des
SNARE-Komplexes im Gehirn von Saugetieren (Oyler et al., 1989; Sdllner et al.,
1993), wurden Untersuchungen durchgeflihrt, die Sec9 als t-SNARE Komponente
in Hefe identifizierten. Uber Cross-linking Studien konnte gezeigt werden, dass
Sec9 einen direkten Komplex mit den beiden Proteinen Sso1 und Sso2 bildet
(Brennwald et al., 1994). Mit Hilfe von Lokalisierungsexperimenten wurden diese
drei Proteine an der Plasmamembran lokalisiert und fur Sec9 konnte eine
Verteilung Uber die ganze Peripherie der Zelle nachgewiesen werden. Sso1 und
Sso2 stellen die homologen Hefeproteine zu den Proteinen Syntaxin A und
Syntaxin B aus Saugetieren dar (Aalto et al., 1993) und alle vier Proteine
fungieren neben Sec9 bzw. SNAP-25 als t-SNARE Komponenten des SNARE-
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Komplexes. Die dritte Untereinheit des SNARE-Komplexes in Hefe, der die Fusion
von post-Golgi Vesikeln mit der Plasmamembran einleitet, wird von den beiden
Proteinen Snc1 und Snc2 gebildet (Protopopov et al., 1993). Diese Proteine liegen
gebunden an der Membran der post-Golgi Vesikel vor. Der SNARE-Komplex
entsteht durch Interaktion der cytoplasmatischen Domane der v-SNAREs Sncf1,
Snc2 mit der cytoplasmatischen Domane der t-SNAREs Sso1, Sso2 in Assoziation
mit Sec9 (Brennwald et al., 1994; Rossi et al., 1997).

post-Golgi | g1 2 B =1 t-SNARE
Vesikel ’

Plasma-
membran

Abb. 28: Fusion von post-Golgi Vesikeln mit der Plasmamembran in S. cerevisiae.
Dargestellt ist der SNARE-Komplex, der fir die Fusion von post-Golgi Vesikeln mit der

Plasmamembran verantwortlich ist.

Eine mdgliche Rolle von Fgy1 bei der Fusion von Vesikeln mit der
Plasmamembran wurde mit Hilfe der sec-mutanten Hefestamme NY782 (sec9-4)
und NY1217 (secl18-1) getestet. Stamme mit Mutationen in einzelnen sec-Genen
zeigen einen temperatursensitiven Phanotypen (Novick et al., 1980; 1981). Bei
25°C ist ein normales Wachstum der Zellen zu beobachten, bei 37°C stellen die
Zellen jedoch ihr Wachstum ein und akkumulieren intermediare Strukturen des
Sekretionsweges. In einem sec9-4 mutanten Stamm erfolgt bei 37°C keine Fusion
von Versikeln mit der Plasmamembran, stattdessen akkumulieren post-Golgi
Vesikel unterhalb dieser Membran. Der secl8-1-mutante Stamm diente als
Kontrolle, da hier eine Inkubation bei der restriktiven Temperatur von 37°C zu
einem frihen Stop des Sekretionsweges durch Ansammlung von Proteinen im
endoplasmatischen Retikulum fthrt.

Nach Deletion bzw. Uberexpression von FGY1 in den zwei Stammen wurde ein
Einfluss auf den temperatursensitiven (ts) Phanotypen des sec9-4-Stammes
untersucht. Die Hypothese war, dass Fgy1 als negativer Regulator bei der
Vesikelfusion fungiert. Bei Vorliegen einer genetischen Interaktion zwischen Fgy1
und Sec9 ware es gut mdglich, dass die Deletion von FGY1 und die damit
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wegfallende negative Regulation den temperatursensitiven Phanotyp aufhebt und
eine Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran wieder stattfinden kann. Zu
diesem Zweck wurden Tropftests mit Inkubation der Zellen bei Temperaturen von
25°C bis 42°C durchgefuhrt. Sie ergaben jedoch weder einen positiven
Wachstumseffekt nach Einbringen eines FGY1-Uberexpressionsplasmids noch
nach Deletion von FGY1 bei restriktiven Temperaturen (Abb. 10, 11). Es wurde
allerdings festgestellt, dass die Deletion von FGY1 in den getesteten Stammen
generell zu einem schlechteren Wachstum gegenuber ihren parentalen Stammen
fuhrte. Auch ein Vergleich der Lokalisation von GLUT1-GFP in den Stdmmen
NY782 (sec9-4), DVY.04 (sec9-4 Afgyl), NY1217 (sec18-1) und DVY.05 (sec18-1
Afgyl) zeigte keine Veranderung des ts-Phanotyps nach Inkubation bei 37°C
(Abb. 12). In dem sec9-4 mutanten Stamm akkumulierten unabhangig von der
fgyl-Deletion post-Golgi Vesikel an der Plasmamembran. Diese erhaltenen
Ergebnisse gaben keinen Aufschluss Uber eine bestehende Interaktion zwischen
Fgy1 und Sec9. Eine Funktion von Fgy1 bei der Vesikelfusion ist weiterhin nicht
auszuschlief3en, da sie der Funktion von Sec9 nachgeschaltet sein kénnte und
somit der temperatursensitive Phanotyp nicht beeinflusst wirde.

Der Nachweis von GLUT1 Uber die Methode der TNP-Prazipitation in den
Plasmamembranen der Stamme EBY.S7 (hxt fgyl-1) und EBY.18ga (hxt’) sollte
zeigen, ob GLUT1 nur in der Plasmamembran inseriert ist, wenn es auch die
Aufnahme von Glukose ermdglicht. Das Prinzip der TNP-Prazipitation besteht
darin, dass Trinitrobenzol-Sulfonsaure (TNBS) Zellmembranen nicht durchdringen
kann (Gordesky und Marinetti, 1973; Litman, 1974) und somit nur mit extrazellular
zuganglichen Domanen von Proteinen intakter Zellen reagiert. TNBS reagiert
spezifisch mit freien Aminogruppen, an die sodann eine Trinitrophenol(TNP)-
Gruppe kovalent gebunden wird (Okuyama und Satake, 1960; Satake et al., 1960)
(Abb. 21). Mittels Antikdrpern, die gegen TNP gerichtet sind, kdénnen diese
modifizierten Proteine spezifisch angereichert und Uber Western-Blot-Analyse
detektiert werden (Novick und Scheckman, 1983). In der Western-Blot-Analyse
konnte im Proteinextrakt des fgyl-1 mutanten Stammes GLUT1 Uber Antikorper
detektiert werden (Abb. 22). Der Nachweis des Proteins im hxt-Stamm war nicht
mdglich. Durch den positiven Nachweis der Plasmamembran ATPase Pma1
wurde jedoch sichergestellt, dass beide Proteinextrakte generell Plasma-
membranproteine enthielten. Hier scheint also die Expression von FGY1l die
Insertion von GLUT1 in die Plasmamembran zu verhindern.
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Die fur die Expression von GLUT1 in Hefe bisher erlangten Ergebnisse der
Lokalisierung an der Plasmamembran unabhangig von seiner Aktivitat, aber der
nicht nachweisbaren Integration des Proteins in einem FGY1 hxt-Stamm ahneln
Ergebnissen, die fir GLUT4 in Ratten-Adipozyten erhalten wurden. Studien, die
den Verlauf der Lokalisierung und Aktivitat von GLUT4 in der Zelle nach
Insulinstimulation Gber einen langeren Zeitraum untersuchten (Satoh et al., 1993;
Elmendorf et al., 1999), und Experimente, in denen der stimulatorische Effekt von
Insulin auf die Translokation von GLUT4 durch Behandlung der Zellen mit
bestimmten Substanzen abgeschwacht wurde (Vannucci et al., 1992; Ferrara und
Cushman, 1999), zeigten, dass GLUT4 vor der maximalen Stimulation der
Glukosetransport-Aktivitat an der Zelloberflache zu finden ist. In diesen Versuchen
wurde nachgewiesen, dass GLUT4 an der Plasmamembran lokalisiert scheint,
wenn Methoden wie Western-Blot-Analysen (Vannucci et al., 1992) oder auch
konfokale Mikroskopie (Elmendorf et al., 1999) zum Einsatz kamen. GLUT4 war
aber nicht in der Plasmamembran detektierbar nach Anwendung von Reagenzien,
die abhangig sind von einer extrazellularen Bindestelle an der Zelloberflache
(Vannucci et al., 1992). Daraus wurde der Schluss gezogen, dass ein Teil der
GLUT4-enthaltenen Vesikel zwar an die Plasmamembran andocken, diese Vesikel
jedoch nicht mit dieser fusionieren, sondern gebunden an regulatorischen
Proteinen vorliegen kdnnten, die die Freisetzung des Transporters verhindern.

Die Existenz von Proteinen, die die vollstandige Fusion von Vesikeln mit
Membranen kontrollieren, ist durchaus denkbar und ware auch eine mogliche
Funktion fur Fgy1.

4.2.3 Analyse einer Funktion von Fgyl im PHO-Signhalweg

Die Messung der Enzymaktivitat der sekretierten, sauren Phosphatase Pho5 in
einem FGY1-Wildtyp- bzw. fgyl-Deletionsstamm und in diesen Stammen mit
zusatzlicher Deletion der Phosphatpermease Pho84 sollte Aufschluss daruber
geben, ob Fgy1 eine Funktion im Phosphatsignalweg zukommt. Da die
Doppeldeletion von Pho85 und Fgy1 in synthetischer Letalitat resultiert (Lenburg
und O’Shea, 2001) und ein Afgyl-Stamm eine erhdhte Arsenatsensitivitat zeigt
(Wieczorke, 2001), dessen Aufnahme uber Pho84 erfolgt, war es erforderlich
diese mdgliche Funktion naher zu untersuchen. Die Expression von PHO5 wird
uber die Verflugbarkeit von anorganischem Phosphat im Medium reguliert
(Suomalainen et al., 1960). Bei Phosphatmangel wird die Transkription des Gens
Uber den PHO-Signalweg induziert, Uberschuss von Phosphat dagegen resultiert
in Veranderungen des Signalweges und dadurch wird die PHO5-Expression
reprimiert. Abbildung 29 gibt einen kurzen Uberblick tiber die Regulation des PHO-



Diskussion Seite 111

Signaltransduktionsweges in Bezug auf PHO5 Expression in Gegenwart von bzw.
Mangel an Phosphat (Lenburg und O’Shea, 1996; Oshima et al., 1996; Persson et
al., 1999).
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Abb. 29: Schematische Darstellung des PHO-Signaltransduktionsweges. Gezeigt ist die
unterschiedliche Regulation der an diesem Signalweg beteiligten Gene in Gegenwart von
Phosphat (A) und unter Phosphatmangelbedingungen (B). Bei ausreichendem Phosphatangebot
im Medium verhindert die Phosphorylierung des Transkriptionsaktivators Pho4 durch die Kinase
Pho85 mit ihrem assoziierten Cyclin Pho80 dessen Lokalisierung in den Zellkern. PHO5-
Expression ist reprimiert (A). Bei Phosphatmangel wird die Expression der sekretorischen, sauren

Phosphatase Pho5 durch Translokation von Pho4 und Pho2 in den Zellkern induziert (B).

PHO84 kodiert flr einen hochaffinen Phosphattransporter, der fur die Aufnahme
von Phosphat aus dem Medium verantwortlich ist (Bun-ya et al., 1991). In
Gegenwart von hohen Phosphatkonzentrationen im Medium wird das Protein
Pho81 (CDK-Inhibitor) inhibiert und so wird die Inaktivierung des Pho80-Pho85
Komplexes aufgehoben (Abb. 29A). Pho80 wurde charakterisiert als ein Cyclin,
das mit Pho85, einer nicht-essentiellen Cyclin-abhangigen Protein Kinase (CDK),
einen Komplex bildet. Dieser Komplex fungiert dann als negativer Regulator,
indem er den Transkriptionsaktivator Pho4 phosphoryliert und somit eine
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Lokalisierung von Pho4 in den Zellkern unterbindet (Kaffman et al., 1994). Auch
die Lokalisierung von Pho2 in den Nukleus wird inhibiert, da das Protein in einem
Komplex mit Pho4 in Kern transportiert wird. Ohne die Transkriptionsaktivatoren
Pho4 und Pho2 bleibt die Transkription von PHO5 reprimiert. Unter
Phosphatmangelbedingungen im Medium wird die Expression von PHO5 dagegen
induziert (Abb 29B). Die Interaktion des CDK-Inhibitors Pho81 mit dem Kinase-
Komplex Pho80-Pho85 inhibiert dessen Kinaseaktivitat (Schneider et al., 1994;
Ogawa et al., 1995). Der Cyclin-Kinase Komplex Pho80-Pho85 ist nicht mehr in
der Lage Pho4 zu phosphorylieren. Unphosphoryliert wird der Transkriptionsfaktor
Pho4 zusammen mit Pho2 in den Nukleus transferiert und aktiviert dort die
Transkription des PHO5 Gens und weiterer PHO-Gene, deren Expression
ebenfalls Uber diesen Signalweg reguliert werden, wie z.B. PHO84.

Lenburg und O’Shea konnten 1996 nachweisen, dass die Deletion von PHO84
eine konstitutive Expression von PHO5 unabhangig von der Phosphat-
konzentration im Medium zur Folge hat.

Die Enzymaktivitat der sekretierten, sauren Phosphatase Pho5 wurde in den vier
Stammen RWY95-1D (FGY1), RWY95-1A (4fgyl), DVY.01 (pho84::kanMX FGY1)
und DVY.02 (pho84::kanMX Afgyl) sowohl in Gegenwart einer definierten Menge
Phosphat (10 mM) als auch unter Phosphatmangelbedingungen bestimmt. Ein
Vergleich der ermittelten Werte zeigte, dass die Deletion von FGY1l unter
Phosphatmangelbedingungen  weiterhin die PHO5-Expression reprimiert,
wohingegen sie im FGY1-Wildtypstamm induziert ist (Abb. 8A). Die zusatzliche
Deletion von PHO84 im Afgyl-Stamm fuhrte zwar zur Induktion der PHOS5-
Transkription unabhangig von der Phosphatkonzentration, die Werte der
berechneten Enzymaktivitaten sind jedoch wesentlich niedriger als in dem FGY1-
Wildtypstamm mit pho84-Deletion (Abb. 8B). Die Ergebnisse der Enzymtests
deuten darauf hin, dass die Deletion von FGY1 einen negativen Einfluss auf die
Expression von PHOS5 ausubt, da die Werte der Pho5-Enzymaktivitat in den Afgy1-
Stammen gegenuber den FGY1-Wildtypstammen in allen durchgefihrten
Messungen reduziert sind. Es lasst sich auRerdem schlieRen, dass Fgy1 keinen
direkten Einfluss auf den Phosphattransporter Pho84 austibt, da auch in den zwei
Stammen mit pho84-Deletion ein Effekt der fgyl-Deletion auf die Pho5-
Enzymaktivitat nachgewiesen wurde. Eine mdgliche Erklarung fur die erniedrigte
Pho5-Aktivitat ware, dass die Deletion von FGY1 zu einer erhdhten
Phosphataufnahme durch gesteigerte Insertion von phosphattransportierenden
Proteinen in die Plasmamembran fuhrt. So wirde selbst bei niedrigen
Phosphatkonzentrationen im Medium noch mehr Phosphat transportiert werden
konnen und dies wirde im PHO-Signalweg zu einer Verhinderung der
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Translokation des Transkriptionsaktivators Pho4 in den Zellkern resultieren. Eine
pho84-Deletion wirde dann in einem Afgyl-Stamm zwar auch zur konstitutiven
Expression von PHOS5 flhren, ein gesteigerter Phosphattransport Uber weitere
Phoshatpermeasen wirde aber eine teilweise Phosphorylierung von Pho4 und
somit auch die teilweise Repression von PHOS5 zur Folge haben. Dieser erhdhte
Phosphattransport koénnte dber den ebenfalls durch den PHO-Signalweg
regulierten Na*/P-Kotransporter Pho89 (Martinez und Persson, 1998) oder Uber
das konstitutiv exprimierte Transportersystem Pho87-Pho90-Pho91 (Wykoff und
O’Shea, 2001; Auesukaree et al., 2003) erfolgen. Ein verstarkte Insertion von
Pho84 in die Plasmamembran in dem Afgyl-Stamm ware auch eine Erklarung fur
die von Wieczorke (2001) observierte Zunahme der Arsenatsensitivitat. Die
Funktion von Fgy1 lage somit nicht im PHO-Signalweg, sondern eher in einer
Kontrollfunktion, welche Proteine in welcher Menge in die Plasmamembran
inseriert werden. Ein Einfluss von Fgy1 auf den PHO-Signalweg ist jedoch auch
nicht auszuschliel3en.

4.2.4 Versuch einer Identifizierung der Funktion von Fgyl Uber bekannte
Funktionen anderer Proteine

Die Funktionsanalyse eines unbekannten Proteins gestaltet sich ohne Hinweise
auf eine mogliche Funktion schwierig. Eine Mdglichkeit diese Schwierigkeit zu
umgehen liegt in der Identifizierung von Interaktionspartnern des zu
charakterisierenden Proteins oder in der ldentifizierung anderer Proteine, deren
Deletionen denselben Phanotypen, wie die Deletion des zu untersuchenden
Proteins, zur Folge haben. Sollte dies gelingen und die gefundenen Proteine eine
bekannte Funktion haben, so konnten Ruckschlisse auf die Funktion des zu
analysierenden Proteins gezogen werden und das Protein dahingehend naher
untersucht werden.

Zu diesem Zweck wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit zwei Untersuchungen
durchgefuhrt. Eine hatte zum Ziel mittels ,Tandem-Affinity-Purification® (TAP)
Interaktionspartner von Fgy1 zu finden. Diese Methode bietet die Moglichkeit
unbekannte Proteinkomplexe zu identifizieren, deren Proteine unter der Kontrolle
ihres eigenen Promotors stehen und so auf natlrlichem Level exprimiert werden
(Rigaut et al.,, 1999). Der TAP-tag besteht aus einem Calmodulin-bindenden
Peptid (calmodulin binding peptide, CBP), einer TEV-Protease Schnittstelle (,TEV
protease cleavage site) und zwei IgG Bindedoméanen des Protein A aus
Staphylococcus aureus und wird genomisch an das zu untersuchende Protein
fusioniert (Puig et al., 2001). Die Aufreinigung des Proteinkomplexes war
erfolgreich. Durch die Silberfarbung des Polyacrylamidgeles konnte eine Viezahl
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an Proteinbanden sichtbar gemacht werden. Diese sind nach Isolation aus dem
Gel fUr eine massenspektrometrische Analyse einsetzbar. Um zu verifizieren, dass
es sich bei den identifizierten Proteinen um reale Interaktionspartner von Fgy1
handelt, stehen dann weitere Untersuchungen bevor.

In der zweiten Untersuchung sollte mit Hilfe einer Transposongenbank nach
weiteren Mutanten gesucht werden, die ein Wachstum auf glukosehaltigem
Medium in Abhangigkeit von funktionellem GLUT1 zulieRen. Die Insertions-
genbank besteht aus Plasmiden mit DNA-Fragmenten des Hefegenoms, die in E.
coli mit einem mini-Tn3::lacZ::LEU2 Transposon mutagenisiert wurden (Seifert et
al., 1986; Burns et al., 1994). Diese Methode wurde in einer bereits
abgeschlossenen Doktorarbeit erfolgreich eingesetzt um eine Mutation zu finden,
die den Glukosetransporter GLUT4 aus Saugern funktionell in Hefe exprimiert
(Dlugai, 2002).

Funf Hefekolonien konnten isoliert werden, die nach Expression von GLUT1 auf
glukosehaltigem Medium wachsen konnten. Die Sequenzierung der mutierten
Bereiche identifizierte funf verschiedene Gene: HTA1, CTR9, PAF1, SPT16 und
einen unbekannten ORF YKRO096w. Es ware zu erwarten gewesen, dass das
FGY1-Gen Uber die Methode isoliert worden ware. Eine Erklarung, warum dies
nicht der Fall war, konnte in dem fur diesen Screen verwendeten Stamm
YSYA321 (hxt” Afpbl) liegen, da er aus dem CEN.PK-Stamm resultiert. In diesem
hatte sich die Deletion des kompletten FGY1-Gens als letal erwiesen (Wieczorke,
2001). Allerdings konnte das SPT16-Gen identifiziert werden, flr dessen Deletion
ebenfalls Letalitat nachgewiesen worden war (Malone et al., 1991). Hier scheint
das Transposon nur solche Bereiche des Gens ausgeschaltet zu haben, die nicht
essentiell fir die Lebensfahigkeit der Zelle sind. Fir das FGY1-Gen war gezeigt
worden, dass die Deletion des C-Terminus auch in einem Stamm mit CEN.PK-
Hintergrund moglich war (Wieczorke, 2001). Aus diesem Grund ware auch eine
Isolierung von FGY1 mit Hilfe der Transposongenbank denkbar, wobei erwahnt
werden muss, dass die Entscheidung, welche Kolonien gutes Wachstum auf
glukosehaltigem Medium zeigten, sehr schwierig war.

Die vier Gene HTALl, CTR9, PAF1 und SPT16 sind alle in die Transkription
involviert (Brandt et al., 1980; Koch et al., 1999; Krogan et al., 2002; Mueller und
Jaehning, 2002; Rondén et al., 2003) und fur Spt16 konnte gezeigt werden, dass
das Proteinen sowohl mit Histonen als auch mit dem Ctr9/Paf1-Komplex assoziiert
ist (Krogan et al., 2002). Mit Hilfe dieses Screens wurden also vier Proteine
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identifiziert, fir die eine Assoziation nachgewiesen wurde, so lasst sich sagen,
dass eine grof3e Anzahl von Proteinen abgedeckt wurde.

Uber die Deletion dieser Gene wurde kontrolliert, ob sie tatsachlich zu einer
funktionellen Expression von GLUT1 fuhrten. Die Deletionen wurden fur HTA1 und
CTR9 durchgefihrt. Nach Expression von GLUT1 in den beiden
Deletionsstammen DVY.033 (hxt” Afbpl 4dhtal) und DVY.035 (hxt Afbpl Actr9)
konnte Wachstum auf glukosehaltigem Medium beobachtet werden, das im
Vergleich mit dem GLUT1-exprimierenden Stamm EBY.S7 (hxt fgyl-1) aber
geringer war (Abb. 15).

Mit der Deletion von HTA1 bzw. CTR9 waren Mutanten gefunden worden, die eine
funktionelle Expression von GLUT1 zulielen. HTAL1 kodiert fur eins der beiden
H2A Histone, das H2A1, das sich mit dem Histon H2B als stabiles Dimer
zusammenlagert und im Nukleus mit der DNA als Chromatin vorliegt (Brandt et al.,
1980; Choe et al.,, 1982). Ctr9 bildet mit Paf1 einen stabilen Komplex. Seine
Funktionen sind in der Zellzyklus-abhangigen Genexpression in der spaten G-
Phase (Koch et al., 1999) und bei der Elongation durch die RNA-Polymerase 1l zu
finden (Krogan et al., 2002; Ronddén et al.,, 2003). Da diese beiden Proteine
aufgrund ihrer Funktionen bei der Transkription im Nukleus lokalisiert sind (Koch
et al., 1999), Fgy1l jedoch an der Plasmamembran nachgewiesen wurde
(Abschnitt 3.1; Wieczorke, 2001), macht die unterschiedliche Lokalisation eine
einfache Ubertragung auf eine mdgliche Funktion von Fgy1 schwierig.
Anzunehmen ist, dass die Deletionen von HTA1 und CTR9 nicht direkt auf eine
funktionelle Lokalisierung von GLUT1 in der Plasmamembran wirken, sondern
dass sie die Transkription anderer Gene, vielleicht auch die von FGY1,
beeinflussen und dies dann die Glukoseaufnahme Uber GLUT1 ermdglicht. Es
ware auch denkbar, dass die Expression von GLUT1 durch die Deletion von HTAL
bzw. CTR9 direkt beeinflusst wird.

Aufgrund dessen stellte sich die Frage, ob sich die Funktionalitat von GLUT1 in
dem fgyl-1 mutanten Stamm EBY.S7 durch eine Beeinflussung der Expression
erklaren lielRe. Proteinextrakte der vier GLUT1-exprimierenden Stamme EBY.S7
(hxt” fgyl-1), DVY.033 (4htal), EBY.VW4000 (hxt 4amph2 Amph3) und EBY.18ga
(hxt’) wurden in einer Western-Blot-Analyse mit Hilfe von spezifischen Antikérpern
auf ihre vorhandenen Proteinmengen an GLUT1 untersucht (Abb. 16). Die
Intensitat der Banden des ER-Markerproteins Dpm1 diente als Vergleich. Es
konnte kein Unterschied in den Intensitadten der Banden von GLUT1 und Dpm1 in
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den jeweils gleichen Stammen festgestellt werden. Weder die Mutation in FGY1
noch die Deletion von HTA1 haben einen Effekt auf die Expression von GLUT1.

4.3 Untersuchungen zur Klarung der funktionellen Expression der
heterologen Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 in Hefe

Es wurden noch einige Untersuchungen durchgefuhrt, die zur Klarung der
funktionellen Expression von GLUT1 und auch GLUT4 fuhren sollten. Dadurch
gewonnene Erkenntnisse sollten auch zur Findung einer Funktion von Fgy1 in
Hefe und speziell bei der Expression der beiden Glukosetransporter genutzt
werden.

4.3.1 Versuch des Nachweises der topologischen Struktur von GLUTL1 in
Hefe

Mit Hilfe der Untersuchung der topologischen Struktur von GLUT1 in Hefe sollte
ausgeschlossen werden, dass GLUT1 aufgrund von Strukturveranderungen nicht
funktionell ist. Dazu wurde eine von Gilstring und Ljungdahl (2000) konstruierte
Suc2-Reporterkassette in Bereiche zwischen den Transmembrandomanen
inseriert. Dadurch sollte Gber den Nachweis des Glukosylierungszustandes des
Proteins eine Aussage Uber die Struktur von GLUT1 in der Plasmamembran
modglich sein. Nach Integration des Konstrukts in GLUT1 konnte das
Transporterprotein jedoch kein Wachstum auf glukosehaltigem Medium mehr
vermitteln (Abb. 18). Die trotzdem durchgefuhrte Western-Blot-Analyse zeigte,
dass das GLUT1-Suc2 Protein weder im hxt-Stamm noch im hxt” fgyl-1 Stamm
Uber Antikorper detektierbar war (Abb. 20). Eine Sequenzierung der GLUT1-Suc2
Plasmide zeigte keine Mutationen. Es ist also anzunehmen, dass die Integration
des Suc2 Reporterkonstrukts in GLUT1 zu einer mdglichen Fehlfaltung des
Proteins flhrt und es daher rasch abgebaut wird und nicht zur Plasmamembran
gelangt.

4.3.2 Rekonstitution von GLUT1 in Liposomen und Test auf Funktionalitét

Obwohl einige Untersuchungen schon darauf schlief3en liefien, dass GLUT1 in
dem hxt-Stamm nicht in die Plasmamembran eingebaut wird (Abschnitt 3.11),
wurde eine Untersuchung durchgefuhrt um auszuschlielen, dass GLUT1 in einem
hxt FGY1l-Stamm aufgrund von nicht vorhandener Funktionalitdt keinen
Glukosetransport vermittelt. Die Rekonstitution von GLUT1 in Liposomen isoliert
aus dem fgyl-1 mutanten Stamm und dem hxt-Stamm EBY.VW4000 und
anschliellende Glukoseaufnahmemessungen zeigten, dass GLUT1 in beiden
Stammen mit nahezu gleichen Werten Glukose transportierte (Abb. 23). Zu
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demselben Ergebnis waren auch Kasahara und Kasahara (1996) gelangt als sie
das in ihrem Stamm in intrazelluldaren Strukturen zurlickgehaltene GLUT1-Protein
in Liposomen rekonstituierten und die Aufnahme von Glukose bestimmten. Das
nicht stattfindende Wachstum eines GLUT 1-exprimierenden hxt-Stammes ist also
nicht die Folge einer Fgy1-bedingten nicht-funktionellen Expression des
heterologen Transporters.

4.3.3 Test der Aktivitat von GLUT4V8>>M

Die Suche nach GLUT1-aktivierenden Mutationen in einem 4dhxt-Stamm der Hefe
identifizierte neben der fgyl-1 Mutation des Hefegenoms auch unterschiedliche
Mutationen in GLUT1 selbst (Wieczorke et al., 2003). Hier handelte es sich jeweils
um den Austausch einer einzelnen Base, die eine Veranderung der
Aminosauresequenz zur Folge hatte. Die Aminosaure-Austausche waren alle in
der ersten Halfte der zweiten vorhergesagten Transmembrandomane lokalisiert.
Eine dieser Mutationen flhrte z.B. zum Austausch der Base Guanings durch
Adenin, wodurch die Aminosaure Valin an Position 69 durch Methionin ersetzt
wurde (GLUT1Y®*"M). Es wurde vermutet, dass fiir die funktionelle Expression von
GLUT1 in Hefe bereits relativ unspezifische Veranderungen der Aminosaure-
sequenz in der ersten Halfte der zweiten Transmembrandomane ausreichen. Eine
Mutation in dieser Region kdnnte unter Umstanden Interaktionsstellen fur positive
oder negative Regulatoren zuganglich machen oder maskieren.

Innerhalb dieser Arbeit wurde der Austausch der Base Guanin an Position 253
gegen Adenin in GLUT4 Uber in-vitro Mutagenese durchgefuhrt, dies resultierte in
Ersetzen der Aminosaure Valings durch Methionin. Diese Mutation entsprach der
von GLUT1V%"M (Abb. 24). Das Wachstum GLUT4"®*~M.exprimierender Zellen
der Stamme SDY.025 (hxt” erg4), SDY.022 (hxt fgyl-1 erg4) und EBY.S7 (hxt
fgy1l-1) wurde untersucht. GLUT4Y®~™ war in dem hxt erg4-Stamm ohne die
fgyl-1 Mutation in der Lage Wachstum auf glukosehaltigem Medium zu vermitteln
(Tab. 15). Dagegen lieRen GLUT4-exprimierende Zellen desselben Stammes kein
Wachstum zu. GLUT4 wird also ebenso wie GLUT1 durch eine Mutation in der
ersten Halfte der zweiten Transmembrandomane unabhangig von der fgyl-1
Mutation funktionell in der Plasmamembran lokalisiert. Eine Mutation in dieser
Region scheint den negativen Effekt, den Fgy1 auf die beiden Glukosetransporter
ausubt, aufzuheben. Da fir GLUT1 gezeigt werden konnte, dass dieser Effekt
nicht auf eine direkte Interaktion beruht (Voss, 2001), lasst sich vermuten, dass
auch GLUT4 nicht direkt beeinflusst wird.
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4.3.4 Effekt einer erg6-Deletion auf die Funktionalitat von GLUT1 bzw.
GLUT4

Fir die funktionelle Expression von GLUT4 in Hefezellen ist zusatzlich zur fgyl-1
Mutation die Deletion von ERG4 notwendig (Dlugai, 2002). Ein erg4-Deletions-
stamm akkumuliert die Ergosterolvorstufe Ergosta-5,7,22,25(28)-Tetraen-3p-ol in
der Plasmamembran, da die durch ERG4 kodierte Sterol-C-24(28)-Reduktase,
welche den letzten Schritt der Ergosterolbiosynthese katalysiert, fehlt und somit
kein Ergosterol mehr produziert wird (Zweytick et al., 2000). Ergosterol ist das
Hauptsterol in der Plasmamembran der Hefe S. cerevisiae. Die Untersuchungen
des Einflusses von Aerg5-, Aderg4-Deletionen und einer Aerg4A4erg5-Doppel-
deletion mit zusatzlicher fgyl-1 Mutation innerhalb einer friheren Arbeit zeigte,
dass GLUT1 in allen drei Stammen Wachstum auf Glukose ermdglichte (Dlugai,
2002). Dieser Effekt war aber auf die fgyl-1 Mutation zurlckgeflihrt worden.
GLUT4 vermittelte dagegen nur Wachstum im Aderg4- und im Aerg4derg5-Stamm.
Erklart wurde dieses Ergebnis mit den unterschiedlichen Strukturen der in der
Plasmamembran akkumulierten Sterolintermediate der verschiedenen erg-
Deletionsstamme. Ein Vergleich zeigte, dass GLUT4 funktionell war, wenn die
Sterolseitenkette eine Methylengruppe am C-24 Atom aufweist (Abb. 30). Die
Ergosterolbiosynthese lauft nicht strikt linear ab, sondern die in einem erg5-
Deletionsstamm akkumulierte Sterolzwischenstufe Ergostatrienol wird durch die
Sterolreduktase Erg4 zu Ergostadienol umgewandelt (Smith et al., 1996). Im
Gegensatz zur Methylengruppe im Ergostatrienol ist Ergostadienol wie Ergosterol
durch eine Methylgruppe am C-24 Atom gekennzeichnet.
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Abb. 30: Darstellung der Sterolseitenketten der letzten Zwischenprodukte der
Ergosterolbiosynthese. GLUT4 ist aktiv, wenn am C-24 Atom statt einer Methylgruppe (blauer

Pfeil) eine Methylengruppe (roter Pfeil) zu finden ist. In einem Aerg5-Stamm wird Ergostatrienol

durch Erg4 zu Ergostadienol umgewandelt.
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Es wurde vermutet, dass die GLUT4-Proteine 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 wurde auch bedeuten, dass die Methylgruppe der
Sterolseitenkette im Fall von Ergosterol und Ergostadienol zu einer Hemmung der
GLUTA4-Translokation fuhrt, da keine Bindung uber die Methylgruppe an GLUT4
erfolgen kénnte.

Die Deletion des ERG6-Gens in S. cerevisiae fuhrt wie die Deletion von ERG5
bzw. ERG4 dazu, dass statt Ergosterol Sterolintermediate in die Plasmamembran
eingelagert werden. ERG6 kodiert fur die C-24 Sterol-Methyltransferase, die fur
die Umwandlung von Zymosterol zu Fecosterol verantwortlich ist (Gaber et al.,
1989) (Abb. 25). Ein erg6-Deletionsstamm akkumuliert hauptsachlich zwei
Ergosterolvorstufen: Zymosterol (39,4%) und Cholesta-5,7,24-trienol (32,2%)
(Munn et al., 1999). Die Struktur dieser zwei Intermediate unterscheidet sich vom
Ergosterol hauptsachlich durch das Fehlen der Methylgruppe am C-24 Atom in der
Sterolseitenkette (Abb. 31).

22 24 22 24

7 Zymosterol Cholesta-5,4,24-trienol
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Abb. 31: Struktur der in einem erg6-Deletionsstamm akkumulierten Ergosterolvorstufen. Ein
wichtiger Unterschied von Zymosterol und Cholesta-5,7,24-trienol im Vergleich zu Ergosterol liegt
im Fehlen der Methylgruppe am C-24 Atom. Dem Cholesterol als Haupsterol in Saugerzellen fehlt

ebenfalls diese Methylgruppe.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Deletion von ERG6 die Aktivitat
von GLUT1 bzw. GLUT4 in einem hxt-Stammhintergrund beeinflusst. Im
haploiden Stamm EBY.S7 (hxt" fgyl-1) konnte diese Deletionsmutante nicht
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realisiert werden (Dlugai, 2002). Ein erneuter Versuch wurde daher in einem
diploiden hxt-Stamm durchgeflhrt, der jedoch fur Tryptophan auxotroph ist. Da
eine erg6-Deletion eine gestorte Tryptophan Aufnahme durch Transport der
Tryptophanpermease Tat2 zur Vakuole statt zur Plasmamembran verursacht
(Gaber et al., 1989; Umebayashi und Nakano, 2003), wurde in dem Stamm Uber
ein Integrationsplasmid ein mutiertes trpl-Allel durch das Wildtyp-Allel ersetzt. In
dem nun Tryptophan-prototrophen Stamm erfolgte die Deletion des ERG6-Gens
und Uber Tetradenanalyse wurde eine haploider erg6-Deletionsstamm erhalten.

Dieser Stamm wurde eingesetzt um sein Wachstum nach Expression von GLUT1
bzw. GLUT4 auf glukosehaltigem Medium zu untersuchen. Auch das mutierte
GLUT4Y8>M Transporterprotein wurde auf seine Aktivitdt in diesem Stamm
getestet. Die Wachstumsstudien wurden auf Mediumsplatten und in Flussigkultur
mit verschiedenen Glukosekonzentrationen durchgefihrt (Tab. 16; Abb. 26). Die
Ergebnisse beider Untersuchungen zeigten, dass nur GLUT1 in dem erg6-
Deletionsstamm Wachstum auf Medium mit Glukose als einziger Kohlen-
stoffquelle ermoglichte. Fir den GLUT4-exprimierenden Aerg6-Stamm wurde kein
Wachstum beobachtet und GLUT4"®*~M_exprimierende Zellen bildeten nur
Suppressormutanten. Es stellte sich nun die Frage, wie sich diese unter-
schiedlichen Ergebnisse erklaren liel3en.

In Saugerzellen und auch in Hefe wurde inzwischen nachgewiesen, dass Lipid-
Rafts am Transport von Proteinen zur Plasmamembran beteiligt sind (Simons und
Ikonen, 1997; Brown und London, 1998; Bagnat et al., 2000). Fir die
Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 konnte in Saugerzellen eine Lokalisierung
in Lipid-Rafts nachgewiesen werden (Sakyo und Kitagawa, 2002; Chamberlain
und Gould, 2002). Lipid-Rafts sind dynamische Lipid-Mikrodomanen, die in
Saugerzellen mit Cholesterol und Sphingolipiden angereichert sind. In Hefezellen
bestehen sie hauptsachlich aus Ergosterol und Sphingolipiden. 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). Dort findet auch der Prozess der Ergosterolbiosynthese statt (Nishino
et al.,, 1981). Die Desaturase Ergd und die Reduktase Erg4 sind im
endoplasmatischen Retikulum lokalsiert, so dass der vorletzte und letzte Schritt
der Ergosterolsynthese im ER vollzogen werden. Die aufwarts von diesen
Enzymen fungierende Methyltransferase Ergé wurde jedoch fast ausschlieBlich in
Lipid-Partikeln lokalisiert (Gaber et al., 1989; Hardwick und Pelham, 1994), die
Lipid-Rafts entsprechen. Nur ein sehr geringer Anteil ist auch im ER vorhanden
(Leber et al., 1994). Es ware also denkbar, dass die Ergosterolvorstufe Zymosterol
in Hefe schon in Lipid-Partikel verpackt wird, dort von Erg6é zu Fecosterol und
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dann nach einem Ruckholvorgang im ER zum Endprodukt Ergosterol
umgewandelt wird. In den verschiedenen erg-Deletionsstammen wird zwar kein
Ergosterol mehr gebildet, aber es werden Ergosterolintermediate in die Membran
eingelagert, so dass die Membranzusammensetzung verandert ist (Lees et al.,
1995). Fur einen Stamm mit Deletion von ERG6 konnte nachgewiesen werden,
dass statt Ergosterol die entstehenden Intermediarprodukte Zymosterol und
Cholesta-5,7,24-trienol in Lipid-Rafts lokalisiert sind (Munn et al., 1999;
Umebayashi und Nakano, 2003). Diese Zwischenprodukte ahneln dem Sterol der
Saugerzellen Chosterol in der Hinsicht, dass alle drei keine Methylgruppe am C-24
Atom aufweisen (Abb. 31).

In Bezug auf das durch GLUT1-vermittelte Wachstum in dem erg6-
Deletionsstamm lasst sich schlieBen, dass die ERG6-Deletion in dem hxt-
Stammhintergrund und die daraus resultierende Veranderung der Zusammen-
setzung der Lipid-Rafts ausreicht, dass GLUT1 in die Plasmamembran der Hefe
inseriert werden kann und Glukoseaufnahme ermdglicht. Um diese Vermutung zu
bestatigen muisste die Lokalisierung von GLUT1 im Aderg6-Stamm z.B. mittels
TNP-Prazipitation naher untersucht werden. Auflerdem ware es hilfreich zu
untersuchen, ob GLUT1 in Hefe Uberhaupt in Lipid-Rafts zur Plasmamembran
gelangt. Eine Ubertragung auf eine mogliche Funktion von Fgy1 I&sst sich jedoch
nicht vornehmen, da Untersuchungen gezeigt hatten, dass die Deletion bzw.
Mutation in FGY1 nicht zu einer Veranderung des Ergosterols als Hauptsterol der
Zelle flhrte (Abschnitt 3.5; Dlugai, 2002).

Im Gegensatz zu GLUT1, das in einem hxt-Stamm immer unabhangig von seiner
Aktivitat an der Plasmamembran lokalisiert war (Abschnitt 3.3.1; Wieczorke et al.,
2003), wurde GLUT4 in intrazelluldaren Strukturen zurickgehalten. In einer
friheren Arbeit wurde die Mdoglichkeit in Betracht gezogen, dass 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 (Dlugai, 2002). Weiterhin wurde
spekuliert, dass sich die Lipid-Rafts in einer erg4- und einer erg4erg5-
Deletionsmutante  aus  den Ergosterolvorstufen Ergostatrienol  oder
Ergostatetraenol zusammensetzen, es zu einer direkten Interaktion Uber die
Methylengruppe der Sterolseitenkette mit GLUT4 kommt und die Translokation zur
Plasmamembran ermdglicht wird. Das nicht stattfindende Wachstum des GLUT4-
exprimierenden Aerg6-Stammes liee sich nach dieser Erklarung auf die fehlende
Methylengruppe der Sterolintermediate Zymosterol und Cholesta-5,7,24-trienol
zuruckfuhren, da diese somit nicht fur eine Interaktion mit GLUT4 zur Verfigung
steht. Allerdings mussten hier zur weiteren Klarung Lokalisierungsexperimente
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durchgefuhrt werden um sicher sagen zu kénnen, dass GLUT4 in dem erg6-
Deletionsstamm in intrazellularen Strukturen zurtickgehalten wird. Eine aktive
GLUT4 Expression konnte bisher nur bei gleichzeitigem Vorliegen der fgyl-1
Mutation und der zusatzlichen Deletion von ERG4 bzw. ERG4 und ERG5
beobachtet werden. Interessant ware also die zusatzliche Einfuhrung der fgyl-1
Mutation in den Aderg6-Stamm und eine erneute Uberpriifung der GLUT4 Aktivitéat.
Aulerdem musste auch fur GLUT4 festgestellt werden, ob GLUT4 in Hefe in Lipid-
Rafts lokalisiert ist.

Zusammenfassend lasst sich schlieBen, dass eine Veranderung der
Membranzusammensetzung durch Deletion verschiedener ERG-Gene nicht
dieselben Effekte auf eine aktive Expression von GLUT1 und GLUT4 ausubt,
sondern jeder Transporter fur sich unterschiedliche Voraussetzungen bendtigt.

4.3.5 Einfluss von Endocytose-defekten rsp5-Mutanten auf die Aktivitat von
GLUT1 und GLUT4

Innerhalb dieser Arbeit wurde eine Untersuchung durchgefuhrt, die klaren sollte,
ob sich die Aktivitat von GLUT1 und GLUT4 in rsp5-mutanten Stdmmen positiv
beeinflussen lasst. Das von RSP5 kodierte Protein aus S. cerevisiae wurde
identifiziert Uber strukturelle Homologie zu dem humanen Protein E6-AP und wird
deshalb auch den hect-(,homologous to the E6-AP carboxyl terminus®)-Domanen
Proteinen zugeordnet (Huibregtse et al., 1995). RSP5 kodiert fiur eine E3-
Ubiquitin-Ligase. Ein Vergleich mit der Datenbank zeigte, dass es sich bei Rsp5
und Npi1 um dasselbe Protein handelt (Hein et al., 1995). Fir Rsp5/Npi1 wurde
uber chromosomale Deletionsversuche nachgewiesen, dass das Protein fur die
Lebensfahigkeit der Zelle essentiell ist. Durch Ubertragung von Ubiquitin auf
Lysinreste verschiedener Substratproteine, wie z.B. Gap1 (generelle
Aminosaurepermease), Fur4 (Uracilpermease), Ste2 (a-Faktor Rezeptor) oder
auch Hxt6 und Hxt7 (Hexosetransporter) leitet Rsp5 die Endocytose der Proteine
ein (Hein et al., 1995; Galan et al., 1996; Dunn und Hicke, 2001; Krampe et al.,
1998). Die Ubiquitinierung von Plasmamembranproteinen in Hefe dient als Signal
fur die Endozytose und die darauffolgende Degradation dieser Proteine in der
Vakuole (Hicke, 1997).

Die Aminosauresequenz von Rsp5 zeigt, dass das Protein drei Domanen besitzt,
die fUr seine Funktion von Bedeutung sind. Ein Cystein-Rest innerhalb der ca. 350
Aminosauren grof’en, C-terminalen hect-Domane von Rsp5 ist notwendig fir die
Bildung eines Ubiquitin-Thioesters, bevor das Ubiquitin auf Lysinreste der
Substratproteine Ubertragen wird (Huibregtse et al., 1995; Wang et al., 1999; Rotin
et al., 2000). Aulder der katalytischen hect-Domane besitzt Rsp5 auch drei WW-
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Domanen im zentralen Bereich der Proteinsequenz, die als Protein-Protein
Interaktionsmodule fungieren, und eine sogenannte C2-Domane am N-Terminus
(Wang et al., 1999). Die C2-Domane ist ein weitverbreitetes Protein-Modul, flr das
eine Interaktion mit verschiedenen Molekilen, wie z.B. Ca™, Phospholipiden oder
auch Inositol Polyphosphaten, nachgewiesen wurde (Rizo und Sudhof, 1998).

Neben der Lokalisierung von Rsp5 in endosomalen Strukturen konnte in weiteren
Untersuchungen gezeigt werden, dass das Protein in den Prozess der Endozytose
von einigen Plasmamembranproteinen involviert ist. Es wurden rsp5-Mutanten
identifiziert, deren Phanotypen die Funktion von Rsp5 bei der Ubiquitinierung und
anschliellenden Endozytose bestatigten. Die komplette Deletion von RSP5 ist
letal, aber es wurde eine Mutation gefunden, bei der aufgrund einer Insertion eines
Ty1 Transposons in den Promotorbereich von RSP5 ca. 500 bp vor dem
Startcodon das Expressionslevel des Gens reduziert wird (Hein et al., 1995). Die
Lebensfahigkeit der Zellen wird nicht beeintrachtigt. In diesen Mutanten bleibt die
generelle Aminosaurepermease Gap1 nach Zugabe von NH;" zum Medium aktiv
und auch stabil in der Plasmamembran lokalisiert. In WT-Zellen fuhrt die Zugabe
von NH;" als bevorzugter Stickstoffquelle zu einem schnellen Anstieg der
Ubiquitinierung und dem Abbau von Gap1. Mittels Western-Blot-Analysen des
Ubiquitinierungszustandes von Gap1 in WT-RSP5- und rsp5-mutanten Zellen
wurde nachgewiesen, dass in den rsp5-mutanten Zellen keine Ubiquitinierung von
Gap1 erfolgt, also kein Signal fur die Endozytose und Degradation von Gap1
vorliegt (Springael und André, 1998). Fur die Uracilpermease Fur4 wurden
dieselben Ergebnisse wie fur Gap1 in Bezug auf die rsp5-Mutante festgestellt
(Galan et al., 1996). Der Uber die Ty-Transposon Insertion erreichte Effekt auf die
Endocytose kann auch durch Einfihren der loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette in
den Promotorbereich von RSP5 erreicht werden (personliche Mitteilung von Bruno
André, Brussel).

Es wurden Untersuchungen mit einer weiteren RSP5-Mutante durchgefihrt. Bei
dieser Mutation handelt es sich um die Deletion der N-terminalen C2-Doméane
(Aminosauren 2-138), die fur die Lebensfahigkeit der Zelle nicht essentiell ist
(Springael et al., 1999; Wang et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass die
Deletion der C2-Domaéne in Rsp5 dazu fihrt, dass Gap1 nach Zugabe von NH,"
zum Medium weiterhin ubiquitiniert wird, aber die Permease nicht endozytiert wird,
sondern in der Plasmamembran verbleibt (Springael et al., 1999). Derselbe Effekt
der C2-Domanen Deletion in Rsp5 wurde ebenso fur die Uracilpermease Fur4
nachgewiesen (Wang et al., 2001).
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Nach Konstruktion der Stamme DVY.07 (hxt Prom.RSP5::kanMX) und DVY.08
(hxt” fgyl-1 Prom.RSP5::kanMX) mit loxP-kanMX-loxP-Deletionskassette im
Promotorbereich von RSP5 (3.15.1) und des Stammes DVY.09 (hxt rsp54C2**%),
bei dem die C2-Domane von Rsp5 deletiert worden war (3.15.3), wurden ein
GLUT1- bzw. GLUT4-exprimierendes Plasmid in diese Stamme transformiert. Es
sollten eigentlich weitere rsp5-mutante Stamme konstruiert werden. Die Insertion
der Deletionskassette und auch die C2-Domanen Deletion konnten im erg4-
Deletionsstamm SDY.022 (hxt” fgy1l-1) jedoch nicht realisiert werden. Der Versuch
der Deletion der C2-Domane in dem Stamm EBY.S7 (hxt fgy1-1) verlief ebenfalls
nicht erfolgreich. Ob die vorliegenden rsp5-mutanten Stamme die Aktivitat von
GLUT1 bzw. GLUT4 positiv beeinflussen kénnen, wurde mit Hilfe von
Wachstumsstudien Uberpruft.

FUr den heterologen Glukosetransporter GLUT1 war in Untersuchungen von
Wieczorke et al. (2003) und innerhalb dieser Arbeit (Abschnitt 3.3.1) gezeigt
worden, dass das Protein im hxt-Stamm schon an der Plasmamembran lokalisiert,
aber nicht funktionell ist. Die Idee war, dass Uber GLUT1 keine Aufnahme von
Glukose erfolgen kann, falls der Transporter in dem hxt-Stamm zwar in die
Plasmamembran inseriert, jedoch direkt wieder abgebaut wird. Die Lokalisierung
des Transporters in der Plasmamembran kénnte aufgrund der nicht stattfindenden
Endocytose in den rsp5-mutanten Stammen stabilisiert werden. Transport von
Glukose vermittelt Gber GLUT1 und damit Wachstum des hxt-Stammes sollten die
Folge sein. Die Wachstumstests zeigten jedoch, dass GLUT 1-exprimierende rsp5-
mutante Zellen nicht in der Lage waren, im hxt-Stammbhintergrund Wachstum auf
glukosehaltigem Medium zu ermdglichen (Abb. 27). In dem fgyl-1 mutanten
Stamm EBY.S7, der als Ausgangsstamm fir den Stamm DVY.08 (hxt fgyl-1
Prom.RSP5::kanMX) diente, flhrt die Expression von GLUT1 schon zu Wachstum
auf glukosehaltigem Medium (Wieczorke et al.,, 2003). Hier ware also mit
zusatzlicher rsp5-Mutation zu erwarten gewesen, dass ein fehlender
Endocytoseprozess zu einem besseren Wachstum flihren wirde, da GLUT1 in der
Plasmamembran zurickgehalten wird. Diese Erwartung wurde nicht erfullt (Abb.
27). Der GLUT1-exprimierende Stamm DVY.08 (hxt” fgyl-1 Prom.RSP5::kanMX)
zeigte kein besseres Wachstum im Vergleich zum GLUT1-exprimierenden
Ausgangsstamm. Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass keine der
beiden rsp5-Mutationen einen Effekt auf die Aktivitat von GLUT1 ausubt. Fur die
negativen Ergebnisse gibt es mehrere Erklarungsmdglichkeiten. Zum einen ist es
wahrscheinlich, dass GLUT1 im hxt-Stamm nicht, wie spekuliert, in die
Plasmamembran inseriert wird und nur ein zu schneller Abbau den Transport von
Glukose verhindert. Dies wird durch andere Ergebnisse dieser Arbeit gestutzt, da
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GLUT1 z.B. Uber TNP-Prazipitation nicht in der Plasmamembran nachgewiesen
werden konnte (Abschnitt 3.11). Es ware auch maoglich, dass GLUT1 in Hefe nicht
der Ubiquitinierung Uber die E3-Ubiquitin-Ligase Rsp5 unterliegt. Dies wiurde
erklaren, warum auch im fgyl-1 Stammhintergrund kein positiver Effekt
beobachtet wurde. Um hier Klarheit zu schaffen musste noch eine Untersuchung
durchgefuhrt werden, ob Rsp5 verantwortlich fur die Einleitung der Endocytose
von GLUT1 aus der Plasmamembran ist.

Auch in den drei GLUT4-exprimierenden rsp5-Stammen konnte kein Wachstum in
Medium mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle beobachtet werden (Abb. 27).
Das nach ca. 35 h einsetzende Wachstum im Stamm DVY.08 (hxt fgyl-1
Prom.RSP5::kanMX) ist auf das Durchsetzen einer Suppressormutante
zuruckzufihren. Diese Ergebnisse lassen sich recht einfach erklaren. Schon in
den fur dieses Experiment verwendeten Ausgangsstammen EBY.VW4000 (hxt’)
und EBY.S7 (hxt- fgyl-1) konnte GLUT4 nach Expression in Hefe nur in
intrazellularen Strukturen der Zelle lokalisiert werden (Dlugai, 2002; Wieczorke et
al., 2003). Erst im fgyl-1 mutanten Stamm mit zusatzlicher Deletion der
Ergosterolreduktase Erg4d wurde GLUT4 an der Plasmamembran nachgewiesen
und es erfolgte ein GLUT4-bedingter Transport von Glukose (Dlugai, 2002). Es ist
also nicht anzunehmen, dass GLUT4 aufgrund der vorgenommenen rsp5-
Mutationen zur Plasmamembran transloziert wird. Eine wahrscheinlich weiterhin
intrazellulare Lokalisierung des Proteins verhindert jegliche Aufnahme von
Glukose uber diesen Transporter. Um diese Vermutung zu bestatigen, ware
jedoch eine Untersuchung der Lokalisation von GLUT4 in den rsp5-mutanten
Stammen notwendig. Wie fur GLUT1 musste auch fur GLUT4 eine Rsp5-
abhangige Ubiquitinierung erst noch verifiziert werden.

4.4 Modell einer Funktion von Fgyl beruhend auf bisherigen
Erkenntnissen

Die Zuordnung einer Funktion fir Fgy1 in der Hefe S. cerevisiae war trotz vieler
Untersuchungen in verschiedene Richtungen nicht moglich. Die erhaltenen
Ergebnisse geben aber einige Hinweise in welchem Prozess diese Funktion zu
finden ist, so dass ein hypothetisches Modell einer Funktion von Fgy1 erstellt
werden konnte, das aber durch weitere Untersuchungen erst verifiziert werden
muss.

Alle Ergebnisse zusammengefasst, kann fur Fgy1 eine Kontrollfunktion an der
Plasmamembran angenommen werden, indem es darlUber entscheidet, welche
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Vesikel bzw. welche in den Vesikeln transportierten Proteine endgultig mit der
Plasmamembran fusionieren. Als integrales Plasmamembranprotein konnte Fgy1
eine Art Sensor sein, der die Freisetzung der Proteine aus post-Golgi Vesikeln
nach deren Fusion mit der Plasmamembran reguliert. Diese Funktion kann sich
allgemein auf viele Proteine beziehen oder auch nur fir bestimmte Proteine zum
Ausdruck kommen. Speziell fir den heterologen Glukosetransporter GLUT1
konnte dies bedeuten, dass Fgy1 ihn vielleicht aufgrund einer Modifizierung als
fremdes Protein erkennt und die Blockierung der Insertion zu einer Akkumulation
unterhalb der Plasmamembran flhrt. Im Falle der fgyl-1 Mutation entfallt diese
Kontrollfunktion, so dass GLUT1 in die Plasmamembran eingebaut wird und so die
Aufnahme von Glukose ermoglicht. Das Wegfallen dieser negativen Kontrolle
ware dann z.B. auch die Ursache fur die von Bruno André ermittelte erhohte
Gap1-Aktivitat oder die gesteigerte Arsenatsensitivitat in einem Afgyl-Stamm
(Wieczorke, 2001). Da die fgyl-1 Mutation in einer C-terminalen Verkirzung des
Proteins resultiert, wirde die Kontrollfunktion dem zytoplasmatisch lokalisierten C-
Terminus zukommen Uber eine Interaktion mit den Vesikeln, die nach Bildung des
SNARE-Komplexes an der Plasmamembran mit dieser fusionieren sollen. Bisher
ist eine derartige Kontrollfunktion bei der Fusion von Vesikeln mit der
Plasmamembran noch nicht bekannt.

In Abbildung 32 ist die mdgliche Funktion von Fgy1 bildlich dargestellt.
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Plasmamembran

post-Golgi Vesikel

Abb. 32: Darstellung des hypothetischen Modells einer Funktion von Fgyl. Fgy1 kdnnte eine
regulatorische Funktion bei der Freisetzung von Proteinen aus post-Golgi Vesikeln, nachdem
diese an die Membran angedockt haben, ausiben. Diese Regulation kénnte nur manche Proteine
betreffen, deren Vesikel dann nicht vollstandig mit der Membran fusionieren, wahrend andere

Vesikel ihren Inhalt in die Membran freisetzen konnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte die Funktion des bislang unbekannten Proteins
Fgy1/Efr3 aus der Hefe S. cerevisiae charakterisiert werden. Die Funktionsanalyse des Proteins
wurde flr unterschiedliche zellulare Prozesse der Hefe durchgefiihrt. Eine Klarung der Funktion
von Fgy1 sollte helfen, seinen inhibitorischen Effekt auf die Funktionalitat der heterolog in Hefe

exprimierten Glukosetransporter GLUT1 und GLUT4 aus Saugetieren zu verstehen.

Saccharosedichtegradientenzentrifugationsexperimente  und  Nachweis eines Fgy1-GFP
Fusionsproteins deuteten auf eine Lokalisierung von Fgy1 an der Plasmamembran bzw. in
endosomalen Vesikeln hin. Phanotyp-Microarray-Analysen eines fgyl-Deletionsstammes zeigten
eine pleiotrophe Funktion des Proteins an. In verschiedenen Experimenten konnte ein genereller
Einfluss von Fgy1 auf den intrazellularen Transport von Plasmamembranproteinen oder die
Phospholipidzusammensetzung der Plasmamembran ausgeschlossen werden. Untersuchungen

des PHO-Signalweges deuteten auf eine Funktion von Fgy1 bei der Phosphataufnahme hin.

Mittels einer Transposongenbank wurden mit HTAL1 und CTR9 weitere Gene gefunden, deren
Deletion eine funktionelle Expression von GLUT1 in der Hefe erlauben. Die Produkte beider Gene
spielen eine Rolle in der Transkription. Aber weder fiir die htal-Deletion noch die fgyl-1 Mutation
konnte ein Effekt auf den Expressionslevel des GLUT1-Proteins nachgewiesen werden. Einen
ebenfalls positiven Effekt auf die funktionelle Expression von GLUT1 zeigte eine Deletion von

ERGB6, das fir die C-24 Sterol-Methyltransferase im Ergosterolbiosyntheseweg kodiert.

Untersuchungen mit Sekretionsmutanten der Hefe deuteten auf eine Funktion von Fgy1 bei der
Fusion von sekretorischen Vesikeln mit der Plasmamembran nach der Bildung des SNARE-
Komplexes. Auch der Nachweis einer fehlenden Zuganglichkeit des GLUT1-Proteins von
ausserhalb der Zelle Giber Modifizierung mit TNBS und anschlieRende Detektion von GLUT1 liel3
darauf schlieRen, dass das Fgy1 Protein eine korrekte Insertion von GLUT1 in die
Plasmamembran der Zellen verhindert. Rekonstitution des Transporters in Liposomen ergab
jedoch eine von Fgy1 unabhangige Glukosetransportaktivitat. Eine Blockierung der Endozytose in

rsp5-Mutantenstammen der Hefe flihrte nicht zu einer funktionellen Expression von GLUT1.

Zusammengefasst deuten die Ergebnisse auf eine Beteiligung von Fgy1 bei der Fusion von
sekretorischen Vesikeln mit der Plasmamembran. Es wurden einige Hinweise erhalten, die dafir
sprechen, dass Fgy1, nachdem post-Golgi Vesikel Gber den SNARE-Komplex an die Membran
gebunden wurden, eine regulatorische Funktion dahingehend ausibt, welche Proteine in die

Plasmamembran inseriert werden.
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6 ANHANG

6.1 Datenblatt zu den Ergebnissen der Phanotyp-Microarrays
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Abb. 33: Farbliche Darstellung der Ergebnisse der Phanotyp-Microarrays. Dem Teststamm
RWY95-1A (Afgyl) ist die Farbe grin, dem Referenzstamm RWY95-1D (FGY1) die Farbe rot
zugeteilt. Wo beide Stamme Uberlappen, ist die Kurve in gelb dargestellt. Schwarze Quadrate
bedeuten, dass das Ergebnis reproduzierbar war und es sich nicht um technische Artefakte
handelt. Es wurden Tests in zehn Mikrotiterplatten durchgefihrt. Platten 1 und 2:
Kohlenstoffquellen; Platte 3: Stickstoffquellen; Platte 4: Phosphor- und Schwefelquellen; Platte 5:
Nahrstofferganzungen; Platten 6, 7 und 8: Peptid-Stickstoffquellen; Platte 9: Osmolyte; Platte 10:
pH-Werte.
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