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WICHTIGE ANMERKUNGEN:

In dieser Arbeit werden chemische Substanzen nach [UPAC-IUBMB*-Regeln benannt. Trivialna-
men oder Kurzformen werden dagegen wie zusammengesetzte Hauptworter behandelt. Dabei werden
willkiirlich Bindestriche eingefiihrt, um die Lesbarkeit zu verbessern.

*International Union of Pure and Applied Chemists and the International Union of Biochemistry and Molecular Biology

(IUPAC-IUBMB) Commission on Biochemical Nomenclature

Ebenfalls werden in dieser Arbeit Gene, Proteine, cDNA etc. verschieden gekennzeichnet. Da dies
normalerweise abhédngig vom Organismus ist, wurden in dieser Arbeit folgende Parameter ange-
wendet und die Schreibweisen vereinfacht dargestellt: Gene werden kursiv geschrieben, wobei der
erste Buchstabe grof geschrieben wird (z.B. Ugt51B1). Dazu zdhlen auch Sequenzen, denen nur
eine Markierungssequenz angefiigt wurde. Deletierte Gene werden mit kursiven Kleinbuchstaben
dargestellt (ugt51b1). cDNAs (complementary DNAs), PCR-Fragmente oder Inserts in Vektoren
werden im Text nicht kursiv und klein geschrieben (ugt51bl). Proteine werden in Grofsbuchstaben
und nicht kursiv dargestellt (UGT51B1) bzw. bei bakteriellen Proteinen mit einem kleinen “p” ver-
sehen (Hp0421p). Zur Vereinfachung wurde u.a. die bakterielle Gen- bzw. Proteinnomenklatur nicht
entsprechend ihrer Konvention beriicksichtigt. Die hier aufgefithrten Angaben beziehen sich eher auf
die Nomenklatur von Saccharomyces cerevisiae. Die Handhabungen verschiedener bakterieller und
pilzlicher Nomenklaturen kénnen u.a. folgender Website entnommen werden:
http://science.jrank.org/pages/56620/Gene-nomenclature.html.

[.d.R. wurden in dieser Arbeit codierende Gensequenzen analysiert, welche den ORF (open reading
frame), teilweise mit Markierungssequenzen versehen, umfassen. Es sollte beachtet werden, dass der
Vereinfachung wegen auch diese Sequenzen als Gensequenzen oder Gene bezeichnet werden. Streng
genommen miissten fiir die Gen-Bezeichnung die untranslatierten Bereiche (UTRs) présent sein.
In dieser Arbeit detektierte Proteine wiesen zudem mehr als 100 Aminosduren auf, deswegen wur-
de der Begriff “Polypeptid” fiir diese nicht mehr angewendet. Die Abkiirzungen der verschiedenen
Sterylglycoside und Sterol-Glycosyltransferasen sind einem separaten Abschnitt im Abkiirzungsver-
zeichnis zu entnehmen.
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Zusammenfassung

Sterylglycoside sind Membranlipide, die in vielen Eukaryoten und einigen Prokaryoten vorkommen.
Durch die Aktivitdt von Sterol-Glycosyltransferasen werden diese Glycolipide aus einem Sterolmo-
lekiil und einem UDP-Zucker synthetisiert. Uber die biologischen Funktionen dieser Membranlipide
ist bislang nur wenig bekannt.

Studien wiesen der Ergosterol-Glucosyltransferase UGT51B1 eine Rolle beim Abbau von Peroxiso-
men in der methylotrophen Hefe Pichia pastoris zu. Der Abbau der Peroxisomen ist ein Autophagie-
Prozess. Autophagie-Prozesse sind zelluldre, degradative Prozesse, welche konserviert in Eukaryo-
ten vorliegen und nach Anderungen der Umweltbedingungen ausgefiihrt werden. Steht der Hefe
als Kohlenstoffquelle Methanol zur Verfiigung, erzeugt diese viele, grofse Peroxisomen, die fiir den
Katabolismus des Methanols das Enzym Alkoholoxidase beinhalten. Nach einem Wechsel der Koh-
lenstoffquelle von Methanol zu Glucose sammeln sich die Peroxisomen nahe der Vakuolenmembran,
werden von dieser umhiillt und anschliefend durch vakuolére, hydrolytische Enzyme degradiert. In
die Elongation der Vakuolenmembran ist ein Autophagie-spezifisches Membransystem involviert.
In dieser Arbeit sollten die biologischen Funktionen von Sterylglycosiden untersucht werden. Es soll-
te geklart werden, ob Ergosteryl-3-Glucosid fiir den Peroxisomenabbau essentiell ist. Oder ob das
Protein UGT51B1 unabhéngig von seiner enzymatischen Aktivitdt am Peroxisomenabbau beteiligt
ist. Dazu wurden mittels gezielter Mutagenese Nukleotide in Ugt51B1 ausgetauscht. Dies fiihr-
te wiederum zu Aminosdureaustauschen in konservierten Bereichen der katalytischen Doméne des
Proteins. So konnten UGTbH1B1-Varianten generiert werden, die zwar kein Ergosteryl-8-Glucosid
mehr synthetisieren konnten, aber in ihrer Proteinfaltung nicht beeintréachtigt sein sollten. Nach
Expression dieser modifizierten Proteine in P. pastoris boten die in der Sterylglycosid-Synthese
beeintrachtigten Hefen nun die Moglichkeit, das Protein UGT51B1 unabhéngig von seiner Enzy-
maktivitdt zu analysieren.

Frithere Studien belegten, dass UGT51B1 an einen inaktiven Vorldufer des Autophagie-spezifischen
Membransystems rekrutiert wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch UGT51B1-
Aktivitdt synthetisiertes Ergosteryl-3-Glucosid fiir die Differenzierung des funktionalen Membran-
systems unentbehrlich ist. Die Funktionalitit dieses Membransystems ist wiederum essentiell fiir

den Peroxisomenabbau.

Nachdem erste Untersuchungen auf eine Bedeutung des Ergosteryl-(-Glucosids im Peroxisomenab-
bau hinwiesen, sollte festgestellt werden, ob das Sterylglycosid fiir die Erfiilllung der Funktion
im Abbauprozess strukturelle Voraussetzungen erfiillen muss. Dazu sollten weitere P. pastoris-
Transformanten erzeugt werden, die in der Lage waren, strukturell modifizierte Sterylglycoside

in einer UGT51B1-defizienten Mutante zu synthetisieren. Dies konnte durch das Anwenden der



Zusammenfassung

Glycolipid- Engineering-Methode erreicht werden. Bei dieser werden Sterylglycoside nicht nur wie
bei Erzeugung einer Gen-Deletionsmutante entfernt, sondern gegen strukturell modifizierte Steryl-
glycoside ausgetauscht. Dazu sollten heterologe Steryl-Glycosyltransferasen mit verdnderter Spezi-
fitdt in P. pastoris exprimiert werden. Durch Gegeniiberstellung der Phanotypen der Wildtyp-Hefe
und der transgenen Hefen war es anschlieffend moglich, die Funktionen der nativen Sterylglycoside
zu identifizieren, welche von heterologen Sterylglycosiden nicht erfiillt werden konnten.

Zu Beginn dieser Arbeit war das Gen fiir eine Cholesterol-a-Glucosyltransferase aus Helicobacter
pylori bereits bekannt. Weitere Gene mussten erst identifiziert, kloniert und charakterisiert werden.
So wurde das erste Mal eine Cholesterol-3-Galactosyltransferase aus Borrelia burgdorferi identifi-
ziert. Ebenso konnte das codierende Gen fiir eine Cholesterol-G-Glucosyltransferase aus B. hermsii
ermittelt werden. Somit konnte auch eine bakterielle Variante von UGT51B1 identifiziert werden.
Anschliefsend konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit transgene Hefen analysiert werden, die
Ergosteryl-g-Galactosid und Ergosteryl-a-Glucosid synthetisieren konnten. Als Kontrolle wurde zu-
dem eine Hefe generiert, welche Ergosteryl-3-Glucosid durch die Aktivitdt der bakteriellen Sterol-
Glycosyltransferase aus B. hermsii synthetisierte. Mit Hilfe dieser Hefetransformanten sollte geklért
werden, ob die strukturellen Sterylglycosid-Varianten die Rolle von Ergosteryl-3-Glucosid (Synthese
katalysiert von UGT51B1) im Peroxisomenabbau tibernehmen koénnen. Dazu wurden erste Unter-
suchungen durchgefiihrt. Aus den Resultaten ging hervor, dass die Sterylglycosid-Varianten mog-
licherweise die Funktion des nativen Ergosteryl-3-Glucosids im Abbau der Peroxisomen ersetzen

konnen.



1 Einleitung

Nach heutiger Erkenntnis fithren Biomembranen nicht nur generelle Funktionen aus. Neben jener
der Separation biochemischer Reaktionsrdume und fiir die Matrixbildung fiir Membranproteine sind
sie auch in spezifischere Prozesse eingebunden.

Zur Kompartimentierung innerhalb eukaryotischer Zellen und als Abgrenzung zur Umwelt bilden
Zellen Biomembranen - blattartige 6-10 nm dicke, durch nicht-kovalente Krifte zusammengehal-
tene Strukturen - aus. Schon 1925 postulierten E. Gorter und F. Grendel, dass Zellmembranen
Lipiddoppelschichten sein miissten [102]. H. Davson und J. Danielli erweiterten dieses Modell 1935
zum sogenannten “Sandwich-Modell”, in dem auch Proteine berticksichtigt wurden [62]. Doch die-
ses Modell hielt der Erkenntnis nicht stand, dass Membranen mit unterschiedlicher Funktion sich
auch in ihrer Zusammensetzung und Dicke unterscheiden. Zudem wurden die amphipathischen Ei-
genschaften der Proteine nicht beriicksichtigt. Erst das 1972 entwickelte “Fluid Mosaic Modell”
zeigte, dass sich aus Lipiden (hauptséchlich aus den amphipathischen Phospholipiden) eine homo-
gene, fliissig-kristalline und semipermeable Doppelschicht ausbildet, in der sich frei diffundierende
Proteine befinden koénnen [325]. Amphipathische Lipide aggregieren in einem wéssrigen Milieu zu
komplexen Strukturen (Micellen oder Lipiddoppelschichten) und dienen als Basis fiir die Ausbildung
von Biomembranen. Erst 2005 veroffentlichte D. M. Engelman ein aktualisiertes Modell, in dem die
Proteine nicht mehr alleinig als Monomere beschrieben wurden, sondern sich zu weniger motilen
Homo- oder Heterooligomeren zusammenschliefen kénnen [76]. Neben den Proteinen kénnen Lipide
ebenfalls in ihrer Motilitdt innerhalb der Membran eingeschrankt vorliegen.

Ein wichtiges Merkmal aller biologischen Membranen ist neben der variierenden Dicke und der Zu-
sammensetzung das Verhéltnis und die Verteilung von Lipiden und Proteinen. Membranproteine
haben eine feste Ausrichtung. Sie werden asymmetrisch synthetisiert und kénnen nicht von einer
Membranseite zur anderen wechseln. Auch Lipide werden nur auf einer Membranseite synthetisiert
und durch Transportprozesse, sowohl durch energieabhéngige als auch -unabhingige Flippasen,
stetig ungleich tiber die Membrandoppelschicht verteilt [136]. Der spontane Wechsel eines Lipi-
des von einer Membranseite zur anderen (transversale Diffusion, Flip-Flop) kann nur sehr langsam
erfolgen. Dies ist ebenso der Fall fiir Membranproteine, weil diese noch ausgedehntere polare Re-
gionen besitzen. Deswegen besteht eine asymmetrische Verteilungen von Lipiden und Proteinen.
Aufgrund dessen sind Membranen nicht nur strukturell, sondern auch funktionell asymmetrisch, da
die Membraninnen- und Membranaufsenseite unterschiedliche Komponenten mit unterschiedlichen
Enzymaktivitdten aufweisen [23]. Neben der transversalen Diffusion gibt es die laterale (zur Seite
hin gelegenen) Diffusion von Lipiden und auch in geringerer Form von Membranproteinen, begriin-
det durch deren biophysikalische Eigenschaften. Bestimmte Lipide, beispielsweise Cholesterole und
Sphingolipide, zeigen eine hohe Affinitét zueinander und bilden aufgrund schwacher hydrophober
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Wechselwirkungen separierte Membranbereiche zusammen mit Glyco- und Sphingolipiden aus: So-
genannte “ Lipidmikrodomdanen” (oder “Lipid rafts”), denen in Eukaryoten eine wichtige Funktion
in zelluldren Signaltransduktionsprozessen (“downstream signaling”) zukommt [41, 323, 238|. Phos-

pholipide sind aus diesen Bereichen weitestgehend ausgegrenzt.

Biomembranen sind stets in dynamische Prozesse eingebunden. Die Biogenese und die Degradation
von Organellen erfordert einen kontinuierlichen Vesikelfluss. Dazu ist es wichtig zu verstehen, dass
Biomembranen verschiedene Strukturen aufweisen, die durch Lipid-Lipid-Interaktionen entstehen.
Diese Interaktionen kénnen durch Membranproteine modifiziert werden. Membranen bestehen aus
lamellaren Bilayer-Lipid-Strukturen! und Nicht-Bilayer-Lipid-Strukuren? (gezeigt am zellwandlo-
sen Bakterium Acholeplasma laidlawii [408, 384, 385| und an Escherichia coli [411]). Nicht-Bilayer-
Lipid-Phasen sind hexagonal oder kubisch. Sie bewerkstelligen die Membrankriimmung und sind
an transienten Membranereignissen beteiligt, z.B. bei der Abschniirung von Vesikeln oder bei deren
Fusion mit der Membran sowie der Bildung von Poren [377].

Membranlipide sind offensichtlich aufgrund ihrer Eigenschaften und Interaktionsmdoglichkeiten an
vielen Membranprozessen beteiligt: Zell-/Organell-Proliferation, Wachstum und Teilung, Exo- und
Endozytose, Signaltransduktion, Membranproteintransport und Zell-Zell-Erkennungsprozesse. Zel-
luldre Biomembranen sind aus folgenden drei Lipidklassen aufgebaut: Glycerolipide (Phospho- und
Glycolipide), Sterole und Sphingolipide. Die Einteilung in Lipidklassen ist Fahy et al. zu entnehmen
[79]. Durch die Verkniipfung lipophiler Komponenten mit Zuckermolekiilen resultieren Glycolipide,
welche von Tieren, Pflanzen, Pilzen und Bakterien synthetisiert werden kénnen. Diese Glycolipi-
de werden durch die Aktivitdt von Glycosyltransferasen (GTs) erzeugt, welche Zuckerreste von
einem aktivierten Zucker (z.B. Uridindiphosphat(UDP)-Glucose) auf eine freie Hydroxygruppe ei-
nes Lipids iibertragen. Dabei konnen Zucker (Pentosen und Hexosen) verschiedener epimerer und
anomerer Konfigurationen verwendet werden. In mono-glycosylierten Lipiden dominieren Galactose
und Glucose zumeist in 8-glycosidischer Verkniipfung. Die Verkniipfung mit weiteren Zuckern (Oli-
goglycosylierung) fithrt zu einer Vielfalt verschiedener Glycolipide. Durch die Reaktion von Sterolen
mit UDP-Glucose, katalysiert durch Sterol-Glucosyltransferasen (SGlcTs), entstehen Sterylglucosi-
de (SGlcs). Diese fiir Eukaryoten typischen Membranlipide sollten in dieser Arbeit hinsichtlich ihrer

biologischen Funktionen untersucht werden.

Doch welche biologischen Funktionen nehmen die Sterylglycoside (SGs) ein? Uber die biologischen
Funktionen dieser Glycolipide ist bislang wenig bekannt. Es herrscht keine Klarheit iiber das Ein-
wirken dieser Lipide auf biophysikalische Membraneigenschaften und speziell auf Funktionen, die
sie durch Protein-Interaktionen erreichen konnten. Die Deletion von Sterol-Glycosyltransferasen
(SGTs) (durch homologe Rekombination) erzeugte bisher in den resultierenden SG-freien Mutanten
physiologische Defekte, u.a. in der Degradation von Peroxisomen [262] sowie in der Pathogenitit

von Mikroorganismen wie Helicobacter pylori [419] und des filamentosen Pilzes Ustilago maydis

hestehend z.B. aus Diglucosyldiacylglycerol (DGIcDAG)

Zbestehend aus hexagonalbildenden Komponenten(H;;) - mit kleiner Kopfgruppe - wie z.B. Phosphati-
dylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS), Phosphatidsdure (PA) und Monoglucosyldiacylglycerol
(MGIcDAG)
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(Warnecke, unveroffentlichte Daten). Effekte u.a. in Wachstum und Entwicklung wurden zudem in
der Modellpflanze Arabidopsis thaliana festgestellt [65].

In dieser Arbeit sollten die biologischen Funktionen von SGs u.a. mit Hilfe der Expression hete-
rologer (bakterieller) GTs verschiedener enzymatischer Spezifitdt untersucht werden. Im Speziellen
wurde die Beteiligung von SG bei der Degradation von Peroxisomen (Pexophagie) in der methy-
lotrophen Hefe Pichia pastoris analysiert. Aufgrund der strukturellen Variabilitiat der SGs war es
zudem von Interesse folgenden Aspekt zu kléren: Ist die Funktion im Peroxisomenabbau abhéngig

oder unabhéngig von der Zuckerkopfgruppe und deren anomerer und epimerer Konfiguration?

Um einen Einblick in die komplexe Thematik der Glycolipide, insbesondere der SGs, zu erlangen,
werden diese Lipide und die als Riickgrat fungierenden Sterole zuerst vorgestellt. Im Folgenden wer-
den der Funktionsmechanismus der Enzyme, welche die SG-Synthese katalysieren, und deren beson-
dere Charakteristika sowie ihr Vorkommen, ihre intrazelluldren Lokalisierung und bisher bekannte
biologische Funktionen von SGs in allen Organismenreichen erldutert. Etwas detaillierter werden
anschliefsend die SGs von Prokaryoten, Hefen und filamentésen Pilzen behandelt, um abschlieffend
auf deren Verbindungen zu Pathogenitéts- und Degradationsprozessen und den Zielsetzungen dieser

Arbeit einzugehen.

1.1 Die Vielfalt freier Sterole und ihrer Derivate, der
Sterylglycoside

Freie Sterole (FS) und deren Derivate kommen ubiquitér vor. Die Sterole konnen in acylierter Form
als Sterolester durch Verkniipfung am C3-Atom mit einer langkettigen Fettsdure, in alkylierter
Form als Sterylalkylether oder mit einem Sulfat verkniipft (z.B. als Cholesterolsulfat) vorliegen.
Eine weitere Variation, das SG, kann durch die Verbindung mit einem Zucker erzeugt werden (s.

1.1.2, S.8). Diese glycosylierte Form kann wiederum acyliert oder auch phosphatidyliert vorliegen.

1.1.1 Freie Sterole

Sterole gehoren zur Gruppe der Steroide und bilden neben den Glycero- und Sphingolipiden die
dritte grofe Klasse der Membranlipide. Es konnten bisher nur wenige Prokaryoten beschrieben wer-
den, die Sterole (in geringer Quantitét) synthetisieren [311, 403, 123, 30, 388]. Im Gegensatz hierzu
liegen die multi-funktionalen Sterole in eukaryotischen Biomembranen ubiquitar vor und akkumu-
lieren in der Plasmamembran (PM), in welcher sie quantitativ an die Menge von Phospholipiden
heranreichen [119]. Des Weiteren spielen sie eine bedeutende Rolle als Signalmolekiile.

FS sind tetrazyklische Triterpene. Die strukturelle Basis bildet ein Cyclopentanoperhydrophen-
anthren-Ring (auch Steran genannt). Die Molekiile bestehen aus einem hydrophoben Steroidgeriist,
einer hydrophilen Hydroxygruppe an der C3-Position sowie einer hydrophoben, variablen und ver-
zweigten Seitenkette an der C17-Position. Die strukturelle Basis des Cholesterols bildet das Choles-
tan: Dabei handelt es sich um drei in der Sesselform kondensierte, apolare Cyclohexanringe (Ringe

A-C), von denen Ring C mit einem apolaren Cyclopentanring (Ring D) verbunden ist (Abb.1.1). An
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der C3-Position befindet sich eine durch unterschiedliche Enzyme derivatisierbare Hydroxygruppe,
an der C10- und C13-Position eine Methylgruppe und eine variable, teils verzweigte, aliphatische
Seitenkette an Position 17. Die Methylgruppe an der C10-Position bestimmt die systematische Na-
mensgebung®. Die vier beschriebenen Ringe nehmen durch ihre trans-Verkniipfung eine maoglichst
spannungsfreie Konformation ein. Eine Konformationsénderung ist bei Sterolen nicht méglich. Die
Ringe sind in Bezug auf ihre Rotation fixiert, d.h. alle Ringe stehen in trans-Stellung, liegen in einer
Ebene und die Basis ist starr und planar. Sterole weisen aufgrund dessen eine hohe Rigiditét auf.
Alle Substituenten liegen hingegen relativ frei beweglich vor.

Sterole lagern sich in eine Lipiddoppelschicht ein, so dass ihre lange, relativ planare Achse senkrecht
zur Membranebene liegt, wobei die Hydroxygruppe eine Wasserstoffbriicke zu einem Carbonylsauer-
stoffatom einer Phospholipidkopfgruppe ausbildet und sich die hydrophobe Seitenkette im unpolaren

Membranzentrum befindet.

Abbildung 1.1: Strukturformel des Cholesterols.

Der systematische Name des Cholesterols lautet Cholest-5A-en-33-0l, dessen Grundgeriist ein 5a-Cholestan bildet: vier kon-

densierte, apolare Ringe (A-C Cyclohexanringe, D Cyclopentanring).

Den grofiten Sterolanteil in Sdugergeweben nimmt das Cholesterol ein. Es ist unter anderem in der
Nebenniere, in Nervengewebe, in der Leber (dem Haupt-Cholesterolsyntheseort/-gewebe) und in
Gallensteinen zu finden. Dieses Sterol wurde das erste Mal 1770 von P. de La Salle aus Gallenstei-
nen isoliert. Im Jahre 1815 isolierte M. E. Chevreul eine ester-unspaltbare Fraktion tierischen Fettes
(Cholesterin). Die strukturelle Aufklarung folgte 1927 und 1928, vorangetrieben von H. O. Wieland
und A. O. R. Windaus. Die Entdeckung des Cholesterols ist u.a. [378, 96] zu entnehmen.

Der Syntheseweg des Cholesterols beginnt mit dem Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA), einem ak-
tivierten Acetylrest, welcher iiber einen komplexen Syntheseweg und mehrere Intermediate wie
Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Squalen zum Cholesterol metabolisiert wird [267, 22, 23|. Die
ersten Schritte der Biosynthese finden im Cytoplasma statt, die Vollendung der Synthese im Endo-

plasmatischen Retikulum (ER). Dieses Organell, mit dem die meisten Biosynthese-Enzyme assoziiert

3Zur Methylgruppe “zusammen” (Z, cis)-stehende Substituenten werden mit dem Index o gekennzeichnet,
“entgegen” (E, trans)-stehende mit 3. Doppelbindungen werden mit einem A und der Nummer des vorge-
stellten C-Atoms benannt (z.B. Stigmasta-5,22A-35-ol). Liegen fiir dieses C-Atom mehrere Moglichkeiten
vor, eine Doppelbindung einzugehen, wird die Position der Bindung zusétzlich durch die Nummer des
nachfolgenden C-Atoms angegeben.
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werden konnten, stellt den Hauptsyntheseort von Cholesterol (bzw. Ergosterol in Hefen) dar sowie
der Triacylglycerole (TAGs) und Sterylester [118, 22, 377|.

Cholesterol ist ein essentieller Bestandteil aller tierischen und menschlichen Zellmembranen und
spielt eine bedeutende Rolle in der Regulierung der Membranpermeabilitéit, der Fluiditét, der Po-
laritdt von Membranlipiden und der strukturellen Integritdt von Membranen [66, 30, 283|. Es wird
angenommen, dass das Cholesterol eine Schliisselrolle in der lateralen Membranorganisation sowie
der freien Raumverteilung (free volume distribution) spielt. Aufgrund seiner planaren Struktur weist
es eine grofte Starrheit auf und behindert deswegen die Motilitdt von Alkylketten der Fettsaureres-
te anderer Membranlipide, wodurch die Membranfluiditdt verringert wird. Diese zwei Parameter
scheinen bei der Regulierung der Aktivitdt von Membranproteinen und der sogenannten Lipidmi-
krodoménenbildung involviert zu sein [13|

Des Weiteren ist das Cholesterol neben seiner Funktion als Membranbaustein in vielen tierischen
Organismen, wie auch dem Menschen, der Vorldufer wichtiger Steroidmolekiile: Der D-Vitamine, der
Gallensalze und der Steroidhormone [23]. In Sdugergeweben kommt das Cholesterol in unterschied-
licher Quantitdt vor. Die Lipidkomponente des Myelins, das als Isolator fiir bestimmte Nervenfasern
dient, besteht beispielsweise zu 25% aus Cholesterol. Im Falle der rezeptorvermittelten Endocytose
spielt das Vorkommen des Cholesterols in Form von Lipid-Protein-Komplexen als LDL-Cholesterol
(low density lipoprotein) ebenfalls eine Rolle. Neben dem LDIL-Cholesterol kann auch eine andere
Transportform in Form von Cholesterylestern vorliegen, das HDL-Cholesterol (high density lipopro-
tein) [23].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Sterolfunktion auf den Wechselwirkungen
mit anderen Lipiden oder Membranproteinen beruht. Allgemeine Funktionen in Membranen (bulk
function) zur Regulation von Fluiditét und Permeabilitidt werden von vielen Sterolen (Cholesterol,
Ergosterol, Sitosterol) erfiillt. Voraussetzung ist hierbei nur die planare Struktur, welche auf der
a-Seite demethyliert ist, am C3-Atom eine Hydroxygruppe tragt und am C17-Atom eine Isooktyl-
Seitenkette [66, 30]. Die Sterole Ergosterol und Sitosterol weisen ein sogenanntes “ Cholesterol-like
behaviour” auf. Stigmasterol besitzt eine 22A-Doppelbindung, welche sich darauf anscheinend ne-
gativ auswirkt, weswegen dieses Sterol nicht in die Regulation der Membraneigenschaften involviert
ist [118]. Spezielle Funktionen (sparking functions) werden meist nur von einem festgelegten Sterol
erfillt und beruhen vermutlich auf Interaktionen mit Proteinen/Enzymen, Rezeptoren oder regu-
latorischen Faktoren. So zeigte K. E. Bloch, dass eine Mycoplasma-Spezies besser in Anwesenheit
von hohen Lanosterolkonzentrationen und wenig Cholesterol wuchs, als wenn nur Lanosterol in ho-
her Quantitit priasent war [30]. Es wird angenommen, dass diese kleinen Sterolmengen spezifische

Interaktionen mit Proteinen eingehen, welche Teil eines Signaltransduktionsprozesses sein konnten.

Im Gegensatz zu tierischen Geweben dominieren in verschiedenen anderen Organismen andere Ste-
role (Abb.1.2). Diese entsprechen in ihrer Sterolkomponente meist dem freien Sterol, welches im
Organismus hauptséchlich vorzufinden ist. In vielen héheren Pflanzen sind dies Gemische unter-
schiedlicher Sterole, am h&ufigsten von Sitosterol und Stigmasterol [118]. In Pilzen und einigen
einzelligen Algen liegt das Ergosterol vor [266, 22]. In Bakterien tibernehmen steroldhnliche, pen-

tazyklische Verbindungen, die Hopanoide, diverse Aufgaben von Sterolen. Diese werden aus der



1 Einleitung

Sterolvorstufe Squalen gebildet. Eine weit verbreitete Verbindung ist das Csg-Hopanoid Diplopten
[215]. Des Weiteren sind insbesondere pathogene Bakterien in der Lage, Cholesterol aus ihrem tieri-

schen Wirt aufzunehmen. Schleimpilzen konnte kein gemeinsames Hauptsterol zugewiesen werden.

Abbildung 1.2: Strukturformeln diverser Sterole und eines bakteriellen Steroldquivalents.

A Pilzliches Ergosterol. B Pflanzliches Stigmasterol (mit Ethylgruppe am C24). C Diplopten, ein in vielen Eubakterien vor-
kommendes Hopanoid.

Wie bereits erwahnt, wurden bisher nur wenige Sterol-synthetisierende Bakterien identifiziert. In me-
thanotrophen Bakterien, wie dem mikroaeroben Bakterium Methylococcus capsulatus und dem psy-
chrophilen Bakterium Methylosphaera hansonii konnten groffe Mengen von Methylsterolen nachge-
wiesen werden, welche aus Lanosterol synthetisiert wurden [27, 34, 152, 306]. Diese Sterole konnen an
komplexen, intracytoplasmatischen Membransystemen vorkommen, in denen die zur Methanoxida-
tion benotigten Enzyme (z.B. die fiir diese Mikroorganismen einzigartige Methan-Monooxygenase)
lokalisiert sind [215]. Auch in der stabilen L-Form von Staphylococcus aureus wurden Cholesterole
vorgefunden, und der Organismus ist in der Lage, Cholesterol selbst zu synthetisieren [123, 201].
Einige Mycoplasma-Spezies sind hingegen, wie viele human-pathogene Bakterien, sterolauxotroph

[30]. Diese Organismen sind darauf angewiesen, tiber ihren Wirt an das Sterol zu gelangen.

1.1.2 Sterylglycoside

Sterole liegen haufig mit einer Kopfgruppe modifiziert vor. SG entsteht durch die Verkniipfung der
Hydroxygruppe eines Sterolmoleliils (an der C3-Position) mit einem aktivierten Zucker (z.B. UDP-
Glucose) an dessen Cl-Atom. Allgemein ist die Zuckerkopfgruppe hauptséchlich eine D-Aldohexose,
seltener eine D-Aldopentose, wobei beide Varianten als Pyranosen (sechsgliedrige Ringform) oder
Furanosen (fiinfgliedrige Ringe) vorliegen. Die glycosidische Bindung liegt hauptséchlich in der (-

Konfiguration vor. Eine Ausnahme bildet das human-pathogene Bakterium H. pylori, dessen SG eine
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a-glycosidische Verkniipfung aufweist (s. 1.5, S.26). Die hydrophile Kopfgruppe besteht zumeist aus
Glucose [397|, aber auch andere Zucker, u.a. Galactose [6], Mannose |73, 94|, Xylose [149] und
Arabinose [48], kénnen an einer Sterolglycosylierung beteilt sein. Die Glycosylierung verleiht dem
Molekiil neue physikochemische Eigenschaften. Daraus resultiert eine neue Membranorientierung,
da die polare Zuckerkopfgruppe dem wéssrigen Milieu zugewandt ist und dort hydratisiert werden
kann. Thre Hydroxygruppen kénnen daraufhin iiber Wasserstoffbriicken mit anderen Lipidkopfgrup-
pen oder sonstigen Molekiilen interagieren. Im Gegensatz zu den SGs interagieren die unpolaren
Sterole in der Membran mit Acylresten von Glyceriden und Sphingolipiden (Lipidmikrodoménen-
Formation) iiber Van-der-Waals-Krifte.

Auch die SGs konnen modifiziert werden. Haufig tritt eine Acylierung am C6-Atom des Zuckers
mit einer Fettsiure auf [198]. Weitere Derivate konnen u.a. durch Phosphorylierung erzeugt werden
[130, 187]. Auch eine Oligoglycosylierung kann stattfinden: Di-, Tri- und Tetraglycoside entstehen
durch die Ubertragung weiterer Zucker [90, 170]. Auf den Mechanismus der Glycosylierung von Ste-

rolen und die katalysierenden Enzyme, die SGTs, wird im néchsten Abschnitt ndher eingegangen.

1.2 Die Sterol-Glycosyltransferasen

SGTs gehoren zur Klasse der GTs (EC 2.4.x.y), ndher betrachtet zu den NDP-GTs (Leloir-Enzyme,
EC 2.4.1.x). Um den Zucker-Donor glycosidisch mit einem Akzeptormolekiil, dem Aglycon, zu ver-
kniipfen, verwenden diese Enzyme aktivierte Nukleosiddiphosphat- (NDP), Nukleosidmonophosphat-
Zucker oder Zuckerphosphate. Die Akzeptorsubstrate von GTs kénnen Zucker sowie auch Lipide,
Proteine und Nukleinsduren sein. Insbesondere zdhlen zu den Akzeptoren Alkohole oder Molekii-
le mit freien Hydroxy- oder Aminogruppen. Zusétzlich kann der Zuckertransfer, der zumeist auf
einen nukleophilen Sauerstoff von einem Hydroxy-Substituenten des Akzeptors erfolgt, auch ande-
re Nukleophile nutzen. Dies kann Stickstoff fiir Stickstoff-gebundene Glycoproteine oder Schwefel
fiir Thioglycoside in Pflanzen sein [182|. Im in dieser Arbeit vorliegenden Fall der “membrange-
bundenen” oder “membranassoziierten” SGTs wird ein UDP-aktivierter Zucker iiber sein C1-Atom
glycosidisch mit dem C3-Atom eines Sterolmolekiils verkniipft und es entsteht ein SG (Abb.1.3)
119, 397]:
Sterol + UDP-Zucker — Sterylglycosid + UDP

OH

HO
HO OH

Abbildung 1.3: Exemplarische Darstellung eines Sterylglycosids.

Eine Ergosterol-3-Glucosyltransferase (8-ErgGlcT) katalysiert die Reaktion von Ergosterol mit einem UDP-Glucose-Molekiil.
Es entsteht ein Ergosteryl-3-Glucosid (8-ErgGlc).
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1.2.1 Nomenklatur der Glycosyltransferasen

Zur sytematischen Einordnung von NDP-GTs wurde die EC-Nomenklatur (IUBMB*-System) ver-
wendet, welche um eine sequenzbasierte Klassifizierung in Familien erweitert wurde. Diese Erwei-
terung bietet den Vorteil, dass die Enzyme auch nach intrinsischen, strukturellen Eigenschaften
eingeordnet wurden [45]. So konnten die GTs anhand der stereochemischen Eigenschaften ihrer
Substrate und Produkte in sogenannte retaining- und inverting-Enzyme eingeteilt werden [326].
Eine aktuelle Einordnung der Enzyme in Familien ist der 6ffentlich zugénglichen Datenbank CAZy
(Carbohydrate-Active enZymes®), betreut durch B. Henrissat und P. M. Coutinho, zu entnehmen
[46]. In dieser Datenbank werden GT-Superfamilien basierend auf Sequenzédhnlichkeiten abgegrenzt
und nach jeweils gleichen, dreidimensionalen Faltungsmustern eingeteilt [45, 56, 293, 182]. Die Se-
quenzdhnlichkeiten basieren auf einem kurzen, u.a. mittels BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) [7] abgeglichenen, Aminoséure(AS)-Sequenzabschnitt.

Bei der Klassifizierung in Superfamilien wird zwischen zwei generellen Proteinfaltungsvarianten un-
terschieden, GT-A und GT-B, zu denen sich die GTs groftenteils zuordnen lassen [35, 56, 293, 126,
182]. Zumindest eine Nukleotidbindedomine in Form einer ROSSMANNS-Faltung sollte vorliegen.
GT-A zeigt zwei unterschiedliche Doménen auf: eine Nukleotidbindedoméne und eine Akzeptor-
bindestelle. Die Proteintopologie des Enzyms weist eine offene, zentrale (-Faltblatt-Struktur auf,
welche von beiden Seiten dicht von a-Helices umgeben ist und an zwei dicht beianderliegende, ROss-
MANN-typische Faltungen erinnert. GT-B weist ebenfalls zwei charakteristische Untereinheiten der
RossMANN-Falte auf, doch der Unterschied zu GT-A liegt darin, dass die zwei ROSSMANN-Doménen
sich gegeniiberliegen und locker verbunden sind [126, 182|. Neben diesen beiden Faltungen gibt es
noch die GT-C-Faltung, entdeckt durch wiederholte BLAST-Searches [202|. Diese weist hochstwahr-
scheinlich grofse hydrophobe, integrale Membranproteine auf, die im ER oder der PM lokalisiert sind.
Die Membranproteine besitzen zwischen acht und 13 Transmembran-Helices, und deren aktives Zen-
trum liegt in einer langen loop-Region (342, 348, 217|.

Die Art der Faltung und des Reaktionsmechanismus, auf den im néchsten Abschnitt néher einge-
gangen wird, ist stets konserviert [35|. Die beiden Faltungsstrukturen GT-A und GT-B scheinen
zudem nur in GTs vorhanden zu sein, die einen Nukleotid-Zucker als Donor nutzen [126].

Die UDP-Glycosyltransferasen, welche der GT-1-Superfamilie der NDP-Glycosyltransferasen nach
Campbell et al. entsprechen [45], wurden um eine weitere sequenzbasierte Nomenklatur erwei-
tert [214, 213]. So wurde beispielsweise eine UDP-Glucose:Sterol-3-Glucosyltransferase (UGT) von
A. thaliana mit UGT80A2 benannt. Das Enzym gehort zur Familie 80 und zur Subfamilie A. Die
zweite Ziffer gibt das individuelle Gen der Familie oder Subfamilie wieder”. Anhand all dieser ge-

nannten Kritiken zur Einteilung kann beispielweise:

4 International Union of Biochemistry and Molecular Biology

Shttp://www.cazy.org bzw. http://www.cazy.org/Glycosyl Transferases.html

Sbenannt nach M. Rossmann, dem Entdecker der ROSSMANN-Falte, die wahrscheinlich eine Nukleotidbin-
dedomine darstellt [23].

"Weitere Beispiele bzw. die Einteilung der verschiedenen Enzyme und die
Organismen sind auch der UDP Glucuronosyltransferase Homepage unter
http://som.flinders.edu.au/FUSA /ClinPharm/UGT/index.html. zu entnehmen.
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1 Einleitung

1. die Cholesterol-a-Glucosyltransferase (a-CholGlcT) Hp0421p® von H. pylori

e dem GT-B-Faltungsmotiv,
e den retaining-Enzymen (a-GT),

e sowie der GT-4-Superfamilie zugeordnet werden.

2. die Ergosterol-3-Glucosyltransferase (5-ErgGlcT) UGT51B1 von P. pastoris
e dem GT-B-Faltungsmotiv,
e den inverting-Enzymen (3-GT),

e sowie der GT-1-Superfamilie zugeordnet werden.

Wie schon genannt, erfolgt ebenfalls eine Einteilung in der CAZy-Datenbank aufgrund des zugrun-
de liegenden Katalysemechanismus in retaining- oder inverting-Enzyme. Diese zwei Mechanismen

sollen im nachsten Abschnitt naher erlautert werden.

1.2.2 Inverting- und retaining-Katalysemechanismen von

UDP-Glycosyltransferasen

Einer Zuordnung zu einer Katalysemechanismus-Klasse, die innerhalb einer GT-Superfamilie, un-
terteilt nach ihrer Faltung und Aktivitat, konserviert vorliegt [326, 182], erfolgt durch die von
NDP-GTs verwendeten Substrate und der Enzymprodukte in Abhéngigkeit ihrer stereochemischen
Eigenschaften.

Es lassen sich zwei Katalysemechanismen differenzieren (Abb.1.4). Diese Differenzierung basiert auf
der axialen (a-stdndigen) Orientierung der Abgangsgruppe, des NDPs zum Zuckermolekiil. Es kann

7ZUu elner

e Umkehrung (Inverting/Inversion) der anomerischen Konfiguration der glycosidischen Bindung
kommen, so dass eine dquatoriale Orientierung resultiert (z.B. UDP-a-Glucose — 3-Glucosid).

Oder es resultiert die

o Aufrechterhaltung (Retaining/Retention) der anomerischen Konfiguration der glycosidischen

Bindung, bei der die axiale Orientierung bestehen bleibt (z.B. UDP-a-Glucose — a-Glucosid).

8Hp0000-Nomenklatur, siehe Abschnitt 1.5.2, S.29

11



1 Einleitung

Donor O
Il
O—P—0R
\ . I 0 0
HO a o A"
| i HO ™ Wi, 07 W of
I:I—IT—I:IH -
+ O Inwaring
[ h...-ll-.._‘_ Relaining
OR o
\ \
Akzeptor o HO™ R, X 0
Il A _
0—P—OR O of
o

Abbildung 1.4: Mechanismus von inverting- und retaining-Glycosyltransferasen.

GTs katalysieren den Transfer eines Zuckermolekiils entweder durch Inversion oder Retention der anomerischen Stereochemie
des Zuckerdonors (aus [182]).

Inverting-GTs vollziehen sehr wahrscheinlich eine nukleophile Substitutionsreaktion 2. Ordnung
(Sn2-Reaktion). Bei dieser Reaktion fiihrt der Akzeptor, eine Hydroxygruppe des Aglycons, einen
nukleophilen Angriff auf das anomere C1-Atom des Zuckerdonors aus. Dabei wird gleichzeitig die
Abgangsgruppe freigesetzt.

Der retaining-Mechanismus ist weniger aufgeklart [182], aber wahrscheinlich folgen die Enzyme einer
inneren, nukleophilen Substitution (interner Sy2-Mechanismus), bei der die Konfiguration erhalten
bleibt. Der nukleophile Angriff der Hydroxygruppe des Aglycons sowie das Verlassen der Abgangs-
gruppe erfolgt asynchron unter Bildung eines kovalenten Enzym-Zwischenprodukts auf derselben
Seite des Glycosids, womit die a-Konfiguration der glycosidischen Verkniipfung im NDP-Zucker
beibehalten werden kann [97, 182].

Eine Vielzahl bekannter SGTs (8-GTs) folgt dem inverting-Mechanismus. Nur wenige Vertreter von
a-GTs sind bisher bekannt. Zu diesen gehéren u.a. die SGTs aus H. pylori [130], Helicobacter spec.
[117, 116, 115] und Acholeplasma azanthum [224].

Zu der Katalyse-Reaktion beitragende AS-Reste sind Aspartat- und/oder Glutamatreste, welche
eine geeignete Reaktivitit (pKs-Werte zwischen 4,0 und 4,3) bieten, um den Akzeptor zu aktivie-
ren, und deren Seitenketten auch als Nukleophil dienen kénnen, um ein Glycosyl-Intermediat zu
generieren [45, 35, 182].

1.2.3 Weitere katalytische Eigenschaften von SGTs

Um die Reaktion, die in Abschnitt 1.2 (S.9) beschrieben wurde, katalysieren zu konnen, folgen die
UGTs (E.C. 2.4.1.173) einem sequentiellen bi-bi-Mechanismus [372]. Dabei werden die Substrate der

Reihe nach gebunden und die Produkte nacheinander wieder freigesetzt. Im vorliegenden Fall ist

12



1 Einleitung

die UDP-Glucose das zuerst gebundene Substrat und UDP das zuletzt freigesetzte Produkt. Durch
die Verwendung eines aktivierten Substrates handelt es sich bei der Zuckeriibertragung um eine
exergone Reaktion. Durch die energiereiche Acetalphosphatbindung des Zuckers mit einem NDP
kann eine exergone Ubertragung des Zuckers stattfinden. Dabei lduft die Reaktion nur in Richtung
der Produkte ab und ist somit nicht umkehrbar [23]. Nur mittels einer Hydrolase kénnen beide
Komponenten, Sterol und Zucker, wieder freigesetzt werden. Bisher wurden nur in Pflanzen (Sina-
pis alba und Nicotiana tabacum) SGle-Hydrolasen identifiziert [154, 36].

Hou et al. zeigten Ende der 60er Jahre erstmals die in vitro-Glucosylierung von Sterolen mit UDP-
Glucose an zellfreien Extrakten unreifer Samen der Sojabohne ( Glycine maxz)|139]. Die katalytischen
Eigenschaften und Reaktionsbedingungen dieser Enzyme wurden schon mehrmals in vitro unter-
sucht. Dabei wurde jedoch hauptséichlich mit Pflanzen und weniger mit Hefen oder Schleimpilzen
(Myxomyceten) gearbeitet [414, 372, 393]. Bei Tieren konnten bisher keine SGTs identifiziert bzw.
charakterisiert werden. Die Klonierung und Expression von SGTs geschah bisher u.a. fiir die Pflanzen
Avena sativa, A. thaliana [397] und Withania somnifera [216] sowie die Hefen Saccharomyces ce-
revisiae, P. pastoris und Candida albicans, den Schleimpilz Dictyostelium discoideum [393] und
fir das human-pathogene Bakterium H. pylori [187, 188]. In vitro-Experimente zur Bestimmung
der SGT-Aktivitdt wurden hauptséchlich mit Homogenaten oder partiell aufgereinigten Enzymen
durchgefithrt und nur selten mit vollstdndig aufgereinigten Enzymen [398, 216]. Warnecke et al.
reinigten beispielsweise die membrangebundene Sterol-3-Glucosyltransferase (5-SGlcT, UGT80A1)
aus A. sativa auf [398|.

Alle bisher untersuchten Enzyme zeigten eine engere Spezifitdt fiir den Zuckerdonor als fiir das
Sterol. Als Substrat mit der groften Spezifitdt hatte sich UDP-Glucose herausgestellt. Umge-
setzt wurden u.a. auch TDP- und CDP-Glucose, jedoch mit weitaus niedrigeren Umsatzraten
[414, 393, 278]. Die Verwendung von UDP-Galactose korreliert vermutlich mit der Présenz einer
UDP-Glucose/ UDP-Galactose-Epimerase (Glucose-4-Epimerase, GALE)? [413, 278]. Das Enzym
B-ErgGlcT der Hefe P. pastoris vermag neben Glucose, wenn auch nur in geringem Mafse, Xylose
zu tbertragen [234]. Der Zuckerakzeptor richtet sich nach den vorliegenden freien Sterolen im Or-
ganismus. Es liegt eine breite Spezifitdt vor, wobei jedoch endogen produzierte Sterole bevorzugt
werden. Die einzige Voraussetzung fiir die Umsetzung des Sterols ist das planare Ringsystem mit
der g-Hydroxygruppe an der C3-Position und der demethylierten C4-Position. Alles Weitere, wie
Doppelbindungen im Ring oder der Seitenkette, sind nicht relevant [414, 413, 372]. Ceramide oder
Diacylglyceride konnen nicht als Akzeptoren fungieren [393].

Zudem konnte gezeigt werden, dass negativ geladene Phospholipide die Enzymaktivitit (partiell
gereinigter Enzyme) stimulieren konnen [371, 373, 372], wobei die Enzymaktivitat in Homogenaten
durch eine Lipidzugabe nicht beeinflusst werden konnte [278|. Membrangebundene Enzyme kénnen
hypothetisch durch die natiirliche Lipidumgebung der Membranen in vivo reguliert werden. Ein po-
sitiver Effekt kann ebenfalls durch die Zugabe des Detergens Triton X-100 erreicht werden, welches
zur Solubilisierung des Enzyms, z.B. bei priaparationsbedingter Vesikelbildung, beitragt [278].
Nach der Erlauterung von SGs und SGTs soll im néchsten Abschnitt ndher auf die charakteristischen

Eigenschaften von $-SGTs eingegangen werden.

katalysiert die Anderung der Konfiguration der Hydroxygruppe am C4-Atom.
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1.3 Sterol-3-Glucosyltransferasen - Wo kommen sie vor
und welche Charakteristika weisen sie auf?

SGlcTs sind sowohl in Pflanzen, Pilzen als auch Bakterien vorzufinden, wobei Sterol-3-Glucosyl-
transferasen ((3-SGlcT) dominieren. AS-Sequenzalignments verschiedener 3-SGlcTs aus Pflanzen,
Pilzen und dem Echten Schleimpilz D. discoideum ergaben, dass diese Organismen eine 3-SGlcT
oder mehrere (1-9) Isoenzyme enthalten, die zudem aufgrund diverser Proteindoménen bzw. sub-
zelluldrer Lokalisierungssignale in Gruppen unterteilt werden kénnen (Abb.1.5). Pflanzen besitzen
zwei bis drei Isoenzyme, Hefen und D. discoideum hingegen nur ein Isoenzym und filamentose Pilze
bis zu neun Isoenzyme [396]. Im Carboxyterminus zeigen die Enzyme eine signifikante Sequenzihn-
lichkeit auf, wéhrend der Aminoterminus nur in einigen Bereichen konserviert vorliegt. Die Enzyme
enthalten die katalytische Doméanen neben einem amino- oder carboxyterminalen Bereich, der je-
weils Doménen enthalten kann. Pflanzlichen Enzymen fehlen die ersten 820 AS [393] sowie auch den

Enzymen aus filamentosen Ascomyceten [106].

TrPH-G PH-G CAT

—8— Ugt51 alle Pilze
(MIPA)
TrPH-G PH-G  CAT FYVE
L - — - Ugt52  D. discoideum
- CAT
_FEG___ Ugt53  Basidiomyceten
AT .
_C_ MR.SG Ugt54  Filamentose
Ascomyceten
CAT
— - Ugt80A Pflanzen
(Kern, Cytoplasma)
CAT
— .- Ugt80B (I;;I)anzen

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung von (-SGlcT-Isoformen mit verschiedenen nicht-

katalytischen Doménen.

Pilze und Pflanzen besitzen verschiedene 3-SGlcT-Isoformen [106]. Rechts sind die Isoformen, die zugehdrigen Organismen
und soweit bekannt die intrazelluldre Lokalisation dargestellt. Linksseitig befindet sich die schematische Darstellung der Pro-
teindoménen der Enzyme. TrPH-G: verkiirzte (truncated) Pleckstrin-Homologie-GRAM-Doméne, PH-G: PH-GRAM-Doméne,
MRS6 (VPS13: Vakuolédre-Protein-Sortierungs-assoziierte)-Doméne (Hefehomolog des Choroideremia-Gens aus Siugern, [390]),
FYVE: FYVE-Finger, CAT: katalytische Doméane, MIPA: “Microperophagic Apparatus” (entnommen aus [396, 106]).

Die dargestellte Einteilung basiert auf der Préasenz spezieller amino- und carboxyterminaler nicht-
katalytischer Doménen. Die Pleckstrin-Homologie-Doméne, die PH-GRAM-Doméne und der FYVE-
Finger sind fiir die Bindung von Proteinen an Phosphatidylinositol-Phosphate (PIPs, auch Phos-
phoinositide (PIs) genannt) verantwortlich [196, 99, 262, 425, 195|. Die Funktion der MRS6-Doméne
ist bisher unbekannt. Es wird angenommen, dass auch diese Doméne eine Funktion bei der rever-
siblen Assoziation der Enzyme an intrazellulire Membranen (bzw. PIP-haltige Membransysteme)

inne hat, da im Protein keine hypothetischen Transmembrandoménen vorliegen. Dies entspricht
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der Vorstellung, dass SGTs, die ein membrangebundenes Substrat, das Sterol, nutzen, zumindest
kurzfristige (reversible) Membrankontakte eingehen. Die Enzyme sind auf der cytosolischen Seite
der Membran lokalisiert, und die benétigten UDP-Zucker kommen ebenfalls im Cytoplasma vor.
Aufgrund des kurzen Aminoterminus konnten keine nicht-katalytischen Doménen fiir pflanzliche
Sterol-3-Glucosyltransferasen identifiziert werden. Infolgedessen ist die Interaktion dieser Enzyme
mit Membranen génzlich unaufgeklart.

Die subzelluldre Lokalisierung der Enzyme kann mittels Fluoreszenzprotein-Reporterkonstrukten
untersucht werden. Kenntnisse iiber die Lokalisierung(en) der Enzyme kann die Aufklarung der
unterschiedlichen biologischen Funktionen von SGlcs in verschiedenen Membransystemen auf mole-
kularer Ebene unterstiitzen (s. 1.4.3, S.22). Im weiteren Verlauf dieses Abschnitts soll etwas nidher
auf die diversen nicht-katalytischen Doménen und deren Verbindung mit der Enzymlokalisierung

sowie auf die katalytische Doméne der SGTs eingegangen werden.

1.3.1 Nicht-katalytische Domadnen begiinstigen Membranassoziation

Die GRAM-Domdne erhielt ihren Namen durch die Reihenfolge der Proteine, die sie enthélt:
Glucosyltransferasen, Rab-like-GTPase-Aktivatoren und Myotubularine [69]. Entdeckt wurde die-
se Doméne durch einen PSI-BLAST' des Aminoterminus der 3-SGlcT aus D. discoidewm und
besteht aus 50 bis 70 AS. Der GRAM-Doméne wird eine protein- und lipidbindende Funktion
zugewiesen. Den bislang einzigen Beweis lieferten Oku et al., die anhand der Deletion des entspre-
chenden Sequenzabschnitts im g-ErgGlcT-codierenden Gen Ugt51B1 aus P. pastoris zeigten, dass
diese Domaéne fiir die korrekte Lokalisierung des Enzyms bendtigt wird [262]. Die Lokalisierung wird
vermutlich durch die Rekrutierung des Enzyms an eine spezielle, intrazellulire Membran durch dor-
tige Phosphatidylinositol-4-Monophosphate (PI(4)Ps) vermittelt [425, 424|. Zusammenfassend ldsst
sich festhalten, dass alle GRAM-tragenden Proteine membranassoziiert vorliegen und alle anderen
nicht-katalytischen Doménen, die zusammen mit der GRAM-Doméne in Proteinen vorkommen, in

Prozesse der Membranassoziation involviert sind [69].

Die PH-Domdne ist in den verschiedensten Proteinen vorzufinden und ca. 100-110 AS grofs. Sie
wurde aufgrund ihrer Homologie zu amino- und carboxyterminalen Domé&nen des Pleckstrin-Proteins
identifiziert, welches eine Rolle in Signaltransduktionsprozessen als Hauptbestandteil der Protein-
kinase C sowie auch in Cytoskelettorganisationsprozessen einnimmt [122, 225, 98, 147, 272, 302].
Aufgrund dieser Grundlage wurde diese Doméne als Pleckstrin-Homology domain bezeichnet. PH-
Doménen sind an der Membranlokalisation von Proteinen beteiligt, indem sie an PIs - hauptséachlich
an PI(3,4,5)P3 und/oder PI(3,4)P2 - binden [196, 195]. Jedoch trifft dies nicht auf alle PH-Doménen-
tragenden Proteine zu. Weniger als 10% aller PH-Doménen binden an PIs mit einer hohen Spezifitit
und Affinitdt. In diesen Féllen dienen als Bindungspartner nur Pls, deren Inositolkopfgruppe zwei
benachbarte Phosphatgruppen tragt. PI(3)P, PI(5)P und PI(3,5)P2 werden somit unspezifisch und
nicht affin gebunden. Diese hochaffinen Doménen erméglichen eine Umsetzung des Substrates durch
das Enzym, ohne dass das Enzym wéhrend des gesamten Prozesses von der Membran dissoziieren

und wieder assoziieren muss. Die restlichen 90% gehen nur unspezifische Bindungen ein. Dies liegt

10 position-Specific Iterative BLAST: Zur Identifizierung entfernter Verwandter eines Proteins.
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in ihrer niedrigen Affinitéit begriindet. Somit lassen sich diese Doménen entsprechend ihrer Affinitét
in high- und low-affinity PH-Doménen unterteilen [196].

Wie zuvor erwidhnt, miissen Proteine mit high-affinity Doménen nicht von der Membran dissozi-
ieren. Doch wie verhélt sich dies bei Proteinen mit sogenannten low-affinity Doménen? Lemmons
und Ferguson (2000) beschrieben hierzu die Moglichkeit einer Biindelung aller Affinitdten aufgrund
von Proteinoligomerisierung (Aviditéit). Eine weitere Moglichkeit wére, dass diese Proteine fir die
Membranassoziation mit einem anderen Protein interagieren miissen, welches die Membranbindung
fordert. Als Kandidaten wurden kleine GTPasen der Arf-( A DP-ribosylation factor)-Proteinfamilie
identifiziert [193, 194]. Alle bisher genannten Fakten konnten durch eine Untersuchung von 33 PH-
Doméne-tragenden Proteinen aus S. cerevisiae nachgewiesen werden [433|. Die Proteine wurden in
Bezug auf ihre Bindungsfiahigkeit an PIs untersucht. Nur ein Protein (entspricht 3%) mit einer high-
affinity Doméne konnte identifiziert werden. Die isolierte PH-Doméne der 5-SGlcT (UGT51A1) von
S. cerevisiae zeigte in in vitro-Experimenten nur unspezifische Bindungen an Pls und in vivo eine
Lokalisierung des PH-GRAM-GFP-Fusionskonstrukts im Cytoplasma.

Neuere Studien fassen beide bisher beschriebenen Doménen als PH-GRA M-Domdne zusammen.
Dies begriindet sich auf der Entdeckung, dass die GRAM-Domaéne Teil eines groferen Motivs ist,
némlich der PH-Doménen-Faltung [18|. Sequenzanalysen verifizierter GRAM-Doménen (auch jener
von (3-SGlcTs) wiesen hoch konservierte Bereiche auf, und es wurde postuliert, dass die GRAM-
Doménen alle Teil eines PH-GRAM-Strukturmotivs sind. Dies lasst auch die Annahme zu, dass
PH-Doménen nicht nur der reinen Bindung an Pls dienen, sondern eine Faltungsstruktur konser-
vieren: Ein G-Sandwich aus zwei orthogonalen [-Faltbléattern bildet einen hydrophoben Kern, aus
welchem drei variable Schleifen ragen, und an der abgespreizten Seite befindet sich eine amphipathi-
sche a-Helix [196]. Diese spezielle Faltung ermoglicht wahrscheinlich die Bindung unterschiedlichster
Liganden. Berger et al. zeigten, dass in einem MTM-verwandten Protein 2 (MTMR-2, myotubularin-
related protein 2) eine PH-GRAM-Doméne fiir die Bindung an PI(3,5)P2 und PI(5)P verantwortlich

ist und somit zur Membranassoziation beitragt [25] .

Nach Vorstellung universell vorkommender Proteindoménen sollen nun spezifische Proteindoma-
nen behandelt werden. Diese Doménen treten in Proteinen von bestimmten Organismen auf. Dazu
zéhlt die MRS6-Domdne (vorkommend in filamentdsen Ascomyceten) und der FYVE-Finger

(aus D. discoideum).

Die in diesem Abschnitt beschriebene Doméne wird in dieser Arbeit MRS6-Doméne genannt, da
ein Abgleich von humanen VPS13-Proteinen und UGT54-Proteinen mit der PFAM-Datenbank!!
eine Homologie zu MRS6 aus S. cerevisiae'? feststellte. Die MRS6-Domdne wurde durch die
Analyse zweier humaner VPS13-Proteine, CHAC (VPS13A) und COH1(VPS13B) identifiziert und
eine Homologie zu dem VPS13(SOI1)-Protein aus S. cerevisiae und seinem Ortholog aus Schizosac-

charomyces pombe gefunden [285, 370, 171|. Auch weitere VPS-(vacuolar protein sorting)-Proteine

Uhttp://pfam.sanger.ac.uk/
2http: / /www.yeastgenome.org/cgi-bin /locus.fpl?locus=MRS6
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wurden in S. cerevisiae entdeckt und untersucht. Diese sind an der Membranproteinsortierung von
Golgi-Apparat zu Vakuole beteiligt, wobei das VPS13-Protein speziell fiir den Transport zwischen
Trans-Golgi-Netzwerk und dem préavakuoldren Kompartiment (spéates Endosom) vermittelt [40, 207].
Es konnte gezeigt werden, dass das im Cytosol vorliegende VPS13-Protein an die Membranen beider
Kompartimente bindet. Inwiefern die VPS13-Doméne an dieser Bindung beteiligt ist, konnte bisher
noch nicht aufgeklért werden. Neben CHAC (Vps13A, chorein2) und COH1 (Vps13B) wurden 2004
weitere humane Proteine mit einer VPS13-Doméne identifiziert: die humanen Proteine VPS13C
und VPS13D [379]. Diese Proteine und weitere Proteine mit dieser Doméne werden “VPS13-like
proteins” genannt. Mutationen in den humanen Proteinen CHAC und COHI resultieren in schwe-
ren Erkrankungen wie Chorea-Akanthozytose und dem Cohen-Syndrom, zwei autosomal-rezessiven
Erkrankungen [285, 171].

Ein Sequenzalignment pilzlicher UGT54-Proteine weist hohe Ahnlichkeiten in einer carboxytermi-
nalen Region mit dem VPS13-Protein auf. Diese exklusive Region, hier MRS6 genannt, besteht aus
ca. 60 AS [106]|. Die Présenz von MRS6 sowohl in VPS13-Proteinen als auch in SGTs der Ugt54-
Familie weist darauf hin, dass diese Proteine moglicherweise mit denselben (bisher unbekannten)

Membransystemen interagieren.

Der FYVE-Finger wurde analog zur GRAM-Doméne nach der Reihung der identifizierten Proteine
benannt: Fabl, YOTB, Vacl, EEA1 [341]. Diese Doméne besteht aus einer a-Helix und zwei
einfachen (-Faltblattern. Diese Struktur erreicht ihre Stabilitdt durch eine Komplexbindung von
zwei Zink-Ionen mit vier Cysteinresten [180], wobei das dritte und vierte Cystein mit folgendem
Motiv in Verbindung gebracht wird: R(R/K)HHCRxCG [340]. Die zwei -Faltbléatter formen eine
Art “Tasche”, welche die in die Tasche “passende” Bindung an den Inositolphosphatring férdert
[99]. Die Doméne selbst vermittelt eine hochspezifische und affine Bindung an PI(3)Ps und tragt
zur Proteinlokalisierung an Membranen bei [93, 270, 195]. Vorwiegend wurde die FYVE-Doméne in
Proteinen gefunden, die eine Funktion in der Proteinsortierungsmaschinerie, der Signaltransduktion
und der Organisation des Aktin-Cytoskeletts inne haben [340].

1.3.2 Tragen die nicht-katalytischen Domanen zur intrazelluldren

Lokalisierung von SGIcTs bei?

Die intrazelluldre Lokalisierung von SGlcTs wurde hauptsichlich in pflanzlichen Systemen unter-
sucht. Nach differentieller Zentrifugation und anschliefender Messung der Aktivitdt der Membran-
fraktionen konnte eine Korrelation der Enzymaktivitdt mit der Lokalisierung von SGlcs gezeigt
werden (s. 1.4.2, S.21). Von Ullmann et al. wird die Plasmamembran (PM) als Syntheseort angege-
ben [372]. Des Weiteren konnte Aktivitdt auch in Membranfraktionen des Golgi-Apparates, welcher
durch Vesikeltransportprozesse mit der PM “verbunden” ist, detektiert werden [372, 394]. Eine Ak-
tivitdt im ER wurde seltener beobachtet.

Durch Verifizierung der Enzym-codierenden Gene konnte auch die Expression von GFP-Fusionskon-

strukten zur Lokalisierung beitragen'®. So zeigten Huh et al. eine Lokalisierung der UGT51A1 von

siehe auch: UCSF yeast GFP fusion localization database: http://yeastgfp.ucsf.edu
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S. cerevisiae im Cytoplasma [144]. Oku et al. [262] und Yamashita et al. [425, 424] zeigten die
Rekrutierung von UGT51B1 in P. pastoris nach Anderung der physiologischen Konditionen an eine
spezielle intrazelluldre Membran, an die das Enzym kurzfristig (transient) bindet (s. 1.7.2, S.37).
Die Lokalisation der beiden pflanzlichen Enzyme UGT80B1 und UGT80A2 aus A. thaliana erfolgte
in epidermalen Zwiebelzellen, dabei konnte UGT80A2 sowohl im Kern als auch im Cytoplasma
lokalisiert werden und UGT80B1 im ER [179]. Das Enzym kénnte an der cytosolischen Seite mit
der ER-Membran assoziiert sein, da die UDP-Zucker nur im Cytoplasma vorliegen. Fine Lokali-
sierung im Cytoplasma und Kern iiberrascht, da das membrangebundene Sterol nur membran-nah
umgesetzt werden kann, auch hier konnte ein transienter Membrankontakt eine Rolle spielen. Ein
potentielles Kern-Lokalisierungssignal konnte jedenfalls identifiziert werden [179]. Andere Forscher-
gruppen fanden UGT80 auch in der PM, in Golgi-Vesikeln, in der ER-Membran sowie gelegentlich
in jener des Tonoplasten [119, 430, 371, 65].

Aufgrund der bisher durchfiithrten Studien konnte folgende Hypothese formuliert werden: Die nicht-
katalytischen Doménen sind fiir die Lokalisierung der Enzyme zusténdig, dadurch entstehen tran-

siente Membrankontakte, und die Biosynthese kann gezielt am jeweiligen Syntheseort ablaufen.

1.3.3 Die katalytische Domane enthilt vier konservierte Bereiche

Der Aminoterminus und auch der Carboxyterminus verschiedener 3-SGlcTs zeigt verschiedene Mo-
tive. Neben diesen wurde in der carboxyterminalen Region mit ca. 360 AS die katalytische Doméne
identifiziert. Diese zeigte nach Alignments pilzlicher und pflanzlicher 3-SGlcTs groke Ahnlichkeit
auf. Dabei konnten vier stark konservierte Regionen identifiziert werden [393| (Abb.1.6). Die kon-
servierten Bereiche Box I und Box 8 finden sich auch in Proteinen von Prokaryoten, die der UGT-
Superfamilie angehoren, aber sind nicht prisent in anderen (hier nicht gezeigten) eukaryotischen
Mitgliedern. Nahe des carboxyterminalen Endes wurde eine Region von 29 AS (Box 4) gefunden,
die einer sogenannten “Signatur-Sequenz”’ entspricht, welche charakteristisch fiir die Superfamilie
der NDP-Zucker-GTs ist und wahrscheinlich die UDP-Zucker-Bindestelle reprasentiert [214]. Eine
weitere Region, psbd (putative steroid binding domain) genannt, reprisentiert die hypothetische
Steroid-Bindestelle. Box 2, ein weiterer konservierter Bereich, kommt speziell in 3-SGlcTs vor. Die

Funktion dieser Doméne wurde bisher noch nicht aufgekléart [393].
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Abbildung 1.6: Sequenzaligment der katalytischen Doménen diverser 3-SGlcTs.

Die gezeigten Sequenzen der katalytischen Doméne (AS 1030-1425) stammen von folgenden Organismen: A. thaliana (A.t.),
A. sativa (As.), C. albicans (C.a.), S. cerevisiae (S.c.), P. pastoris (P.p.) und D. discoideum (D.d.). Schwarz gekennzeichnete
Bereiche zeigen in allen Sequenzen identische AS. Graue Bereiche zeigen identische AS in vier oder fiinf Sequenzen. In dieser
Region wurden vier konservierte Bereiche markiert: Boz 4: Signatur-Sequenz der UDP-GT-Superfamilie. Die psbd-Region (pu-
tative steroid-binding domain). Box 1+8: charakteristische Bereiche fiir Enzyme von Prokaryoten. Boz 2: charakteristisch fiir
B-SGIcTs (aus [393)]).

Nachdem die Charakteristika der SGTs erldutert wurden, soll im néchsten Abschnitt nun auf das
Vorkommen, die intrazelluldre Lokalisation und die biologische Funktion von SGs eingegangen wer-

den.

1.4 Prasenz, intrazelluldare Lokalisierung und biologische
Funktionen von SGs

SGs sind im gesamten Organismenreich prasent. Hauptsdchlich sind sie in Eukaryoten (stets (-
glycosidisch verkniipft) und nur in wenigen Prokaryoten (auch a-glycosidische Bindungen moglich)
vertreten (s. 1.5, S.26). Obwohl diese Lipide aus den unterschiedlichsten Organismen isoliert werden
konnten, sind sie nicht generell als Membranbestandteil in all diesen Organismen zu betrachten,
sondern konnen aufgrund ihrer intrazelluldren Lokalisation diverse Funktionen erfiillen. Auf alle

genannten Aspekte soll nun néher eingegangen werden'4.

4Weiterfiihrende Angaben iiber Vorkommen, Lokalisation und Funktion von SGs koénnen auch dem Review
von Grille et al. entnommen werden [106]
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1.4.1 In welchen Organismen sind SGs vertreten?

In Pflanzen kommen SGs ubiquitér vor. Zu den untersuchten Pflanzen zéhlen u.a. A. thaliana und
A. sativa [397]. Bei den Enzym-Produkten handelte es sich stets um Steryl-3-Glucoside (5-SGlcs).
Auch in Algen sind diese Lipide vertreten und konnten in verschiedenen Griin-, Braun- und Rotal-
gen nachgewiesen werden [70]. Eine tabellarische Auflistung von SGs eukaryoter Algen, monokotyler
und dikotyler Pflanzen ist der Arbeit von F. Miiller zu entnehmen [234].

Neben den Pflanzen kommen SGs ebenfalls in filamentdsen Pilzen sowie auch in Hefen, Oomyceten
(Algenpilze) und Myxomyceten (Echte Schleimpilze) vor. Die Sterolderivate kénnen jedoch nicht
von allen Pilzen synthetisiert werden. Eine Ausnahme bei den Hefen bildet S. pombe (fission yeast):
In dieser Hefe konnte kein SG sowie kein codierendes Gen fiir eine SGT identifiziert werden!® [241].
In tierischen Geweben konnten bisher nur einige SGs nachgewiesen werden. Cholesteryl-(3-Glucoside
(3-CholGles) konnten bisher aus verschiedenen Quellen isoliert werden: der Schlangenhaut [1], der
Hiihnerepidermis [406], humanen Fibroblasten und dem Rattenmagen [176, 178]. In der menschli-
chen Leber konnten Muhiudeen et al. [239] nach NMR !-spektroskopischer Analyse “3-O-3-D-gluco-
pyranuronosyl-cholesterol” nachweisen. Eine Variation, das Cholesteryl-3-Galactosid (3-CholGal),
konnte im Rattenhirn von Hungund et al.[145] nach radioaktiver Markierung der Lipide moglicher-
weise identifiziert werden. Es sollte in diesem Fall beachtet werden, dass der Riickschluss auf dieses
Lipid bisher nicht struktur-analytisch belegt wurde.

Auch in Bakterien gibt es einige Vertreter, die SGs aufweisen. Unter den Eubakterien ist zudem
auffillig, dass einige phyto- oder zoopathogene Arten SGs aufweisen. Dabei handelt es sich auf-
grund des nur durch den Wirt zu Verfiigung stehenden Cholesterols im Falle von Zoopathogenitét
ausschlieflich um Cholesterylglycoside. Diese Glycolipide liegen iiberwiegend als (3-Anomere vor,
wohingegen die a-Anomere in nur wenigen Prokaryoten nachgewiesen werden konnten. Eine tabel-
larische Zusammenfassung des Vorkommens von SGs in allen Organismenreichen ist Tabelle 1.1 zu
entnehmen.

Néhere Erlduterungen zu den SGs aus Borrelia spec., H. pylori und Pilzen kénnen den Abschnitten
1.5 und 1.6 (S.26 und 31) entnommen werden.

5siche UGT-Tabelle: http://som.flinders.edu.au/FUSA /ClinPharm /UGT /ugt.html
Y nuclear magnetic resonance (spectroscopy, Kern(spin)resonanzspektroskopie
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Tabelle 1.1: Vorkommen von SGs.

(modifiziert nach [362])

*: SG wurde mittels Analyse nach Lipidextraktion nachgewiesen.

©: Nachweis von SGT-Aktivitat durch in vitro-Enzymassay.

Phylum Organismus Besonderheit Referenz
Gracilaria verrucosa Rotalge [11] %
Nannochloropsis salina Mikroalge [236] %
Algen/ Nostoc commune Cyanobakterium [71]
Cyanobakterien Phaeodactylum tricornutum marine Diatomee [389] %
Skeletonema costatum Mikroalge [236] %
Tetraselmis chuit Mikroalge [236] %
Acholeplasma azanthum Cholesteryl-a-Diglucosid [224] %
Borrelia burgdorferi sensu stricto Cholesteryl-B-Galactosid [20] *
[309] *
Borrelia hermsii Cholesteryl-3-Glucosid [205] *
[334]
Eubacteria Helicobacter pylori Cholesteryl-a-Glucosid [130] %
Muycoplasma spec. Cholesteryl-3-Glucosid [294] ¢
Mvycoplasma gallinarum Cholesteryl-3-Glucosid [328] ¢
Spiroplasma citri Cholesteryl-3-Glucosid; [269] %
Phytopathogen
Mycetozoa Physarum polycephalum [244] %
(Echte Schleimpilze) Dictyostelium discoideum zelluldrer Acrasiomycot [121] %
Oomycota Pythium sylvaticum Phytopathogen [227] %
Arabidopsis thaliana [413]
Pflanzen Avena sativa [397]
Secale cereale [234]
Zea mays und viele mehr [394]
Candida albicans Zoopathogen 94, 95] *
Fusarium graminearum Phytopathogen [438] x ©
Pichia pastoris methylotrophe Hefe [300] *
Rhodotorula bogoriensis frither: Candida bogoriensis [78] ©
Pilze [155] x ©
Rhynchosporium secalis Phytopathogen [300] %
Saccharomyces cerevisiae Bécker-/Brauhefe [367] %
[268]
Sordaria macrospora Ascomycet [300] %
Ustilago maydis Phytopathogen [300] %
Echte Bullennatter Epidermis [1] %
(Pituophis melanoleucus sayi)
Legehenne (Gallus gallus domesticus) Epidermis [406] %
Tiere Mensch (Homo sapiens) Leber [239] %
Mensch (H. sapiens) kultivierte Fibroblasten [176] %

Ratte (Rattus spec.)

Rattenmagen & -hirn

[145] %, [178] %

1.4.2 Wo sind die SGs intrazellular lokalisiert?

Die intrazelluldre Lokalisierung von SGs in Pilzen und tierischen Zellen wurde bisher noch nicht

untersucht. Lokalisierungsstudien sind bisher nur an Pflanzen durchgefiihrt worden (reviewed by

394)).
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Bretscher und Munro zeigten, dass die Menge von freiem Sterol (FS) graduell vom ER iiber den
Golgi-Apparat zur Plasmamembran (PM) zunimmt [39]. Anderungen des FS kénnen zu abweichen-
dem Verhalten der Membranproteine fiihren. Ein dhnlicher Gradient konnte in Pflanzenzellen fiir
SGs und acylierte SGs (Acyl-Sterylglycoside, ASGs) beobachtet werden [42]. Die Sterolderivate sind
in diesem Fall nur in geringem Mafe in ER und Golgi-Apparat vorhanden, jedoch wurde ein deutlich
hoherer Anteil (entspricht 40% des Gesamtlipidgehaltes) im Tonoplasten und der PM nachgewiesen
[42]. Diese Lipide konnen bis zu 40 mol% des PM-Gesamtlipidgehaltes reprisentieren [265, 369).
Des Weiteren kénnten SGs auch im ER synthetisiert werden und durch Transportprozesse in die
Golgi-Membranen, den Tonoplasten und die PM gelangen.

Nachgewiesen wurden SGs im ER, im Golgi-Apparat, in der PM und im Tonoplasten von Wur-
zeln der Gerste (Hordeum vulgare) [42], im Tonoplasten von Primérblattern des Hafers (A. sativa)
[383], der Mungobohne ( Vigna radiata L.) [430] und des Brutblattes (Kalanchoé daigremontiana)
[120]. Dabei bilden SGs (SGles und die acylierte Form) die quantitativ wichtigsten Glycolipide der
pflanzlichen PM: In A. thaliana stellen sie ca. 8 mol% und in A. sativa bis zu ca. 30 mol% der
Gesamtplasmamembranlipide dar [369, 368]. Bei A. thaliana liegt der Anteil der glycosylierten Ste-
rolderivate deutlich unter dem der FS (35 mol%) [368|. Bei A. sativa iberwiegt der SG-Anteil mit
ca. 30 mol% zu 8 mol% FS [369]. In Solanum tuberosum konnten sogar mehr als 35 mol% an SGs
in der PM nachgewiesen werden. Dieser Wert iibersteigt jenen fiir F'S mit 4 mol% deutlich [265].
In den Wurzeln von Medicago truncatula (Schneckenklee) liegen SGs in der PM angereichert vor, ge-
nauer in detergent-insoluble membranes (DIM) - Lipidmikrodoménen - in denen auch FS eine Rolle
einnehmen [190]. Diese Membranmikrodoménen spielen eine wichtige Rolle in Signaltransduktions-
und Proteinsortierungsprozessen sowie in Wirt-Pathogen-Interaktionen tierischer und Hefe-Zellen.
Nach Mongrand et al. bilden sich diese Doménen vorwiegend durch das Clustern von Sterolen und
Sphingolipiden aus, die in nicht-ionischen Detergenzien bei niedriger Temperatur unldslich sind
[238]. Laloi et al. zeigten ebenfalls die Présenz von Phytosteryl-Glucosiden in DIMs der PM und
Golgi-Membranen von A. thaliana und Allium porrum [183]. SGs und ihre acylierten Formen sol-
len an der Modulation der Aktivitit einer mit DIMs assoziierten PM-HT-ATPase beteiligt sein
[238, 26]. Eine Interaktion der Tonoplasten Ht-ATPase von Oryza sativa mit DIMs konnte bereits
nachgewiesen werden [423]. Als Reslimee kann festgehalten werden, dass die SGs neben den (hier
nicht ndher beschriebenen) Glycosylceramiden und Galactolipiden (in der Thylakoidmembran) zu

den quantitativ wichtigsten Glycolipidklassen zéhlen [21, 394, 106].

1.4.3 Die biologischen Funktionen von SGs

Membranlipide erfiillen als Bestandteil von Biomembranen generelle Funktionen: mechanische Iso-
lierung der Zelle von der Umwelt, Aufbau eines Membranpotentials (u.a. zur Energiegewinnung)
und Kompartimentierung der eukaryotischen Zelle. Neben diesen generellen Funktionen fallen auch
spezifische Funktionen an. Darunter Erkennungsprozesse, Proteinverankerung, (reversible) Assozia-
tion von Proteinen an Membranen, Membranfusion mit Vesikeln sowie als second messenger in
intra- und interzelluldren Signaltransduktionsprozessen. Spezielle Funktionen sind zumeist mit be-
stimmten Lipiden des jeweiligen Organismus verkniipft, welche diese Funktionen erfiillen.

Sterole, welche Biomembranen eine hohere Starrheit verleihen, erfiillen aufgrund ihrer physiko-
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chemischen Eigenschaften andere Funktionen als ihre Derivate, die SGs. Durch die Verkniipfung
mit einem Zucker werden die Sterolderivate deutlich hydrophiler. Bisher ist bekannt, dass SGs in
den verschiedensten biologischen Prozessen wichtige Funktionen einnehmen. Auf der molekularen
Ebene konnte diese Aussage jedoch noch nicht verifiziert werden. In diesem Abschnitt sollen nun
Funktionen von SGs in Pflanzen (Celluloseaufbau etc.), Stress, Wachstum und auch als Neurotoxin
behandelt werden. Die biologische Funktionen von SGs der Prokaryoten B. burgdorferi, B. hermsii
und H. pylori sowie filamentoser Pilze und Hefen beziiglich Pathogenitédt und Peroxisomendegrada-
tion werden in den nachfolgenden Abschnitten 1.5, 1.6 und 1.7 (S.26, 31 und 34) separat beschrieben.

SG-Funktionen in Pflanzen

In Pflanzen wird dem Sitosteryl-3-Glucosid eine Funktion als Startermolekiil (Primer, Glucose-
Donor) in der Cellulosebiosynthese in Baumwollpflanzen (Gossypium spec.) zugeschrieben [274].
In vitro-Experimente zeigten, dass die Glucose-Molekiile der (-1,3- und (-1,4-Glucane aus dem
SGle-Molekiil hervorgehen [264]. In vivo entstehen durch Bindung weiterer Glucosemolekiile an das
Sitosteryl-3-Glucosid, dessen Synthese an der inneren Plasmamembranseite stattfindet, Sitosterol-
Cellodextrine. Diese werden dann zur Aufenseite der Membran transportiert. SGlcs dienen demnach
als Primer, aus dem nach mehreren Glucosylierungen mit Hilfe der Cellulose-Synthase Cellodextri-
ne (kurze Glucanketten) entstehen. Peng et al. vermuteten, dass ein Enzym an der Aufenseite
der Plasmamembran, die Korrigan-Cellulase, die Cellodextrine vom Sterol abspaltet und auf den
Cellulose-Synthase-Komplex tibertrégt [274]. Durch den transmembranen rosetten-artigen Cellulose-
Synthase-Komplex werden die Cellodextrine elongiert und 3-1,4-Glucanketten (Cellulose) entstehen
[286]. Der Einfluss von SGles auf den Celluloseaufbau bleibt jedoch spekulativ. Von A. thaliana
Ugt80A2- und Ugt80B1-Einzel- und Doppelmutanten wurden Samen, Schoten, Bliiten sowie Stén-
gel analysiert und kein Einfluss der Sterol-Glucosylierung auf das Celluloselevel festgestellt [65].
Dabei sollte Beachtung finden, dass ein SGlc-Defizit das Celluloselevel beeinflusst. Moglich ist auch,
dass Spuren des Sitosteryl-3-Glucosids nur eine unwesentliche Rolle in diesem Prozess einnehmen.
In pflanzlichen Systemen (genauer in Phaseolus vulgaris, Gartenbohne) verwertet ein weiteres En-
zym (unter Aufwendung von Adenosintriphosphat, ATP) das Glucosemolekiil des Sterolderivates:
Die Glucosylceramid(GlcCer)-Synthethase. Diese katalysiert die Glucosylierung eines Ceramides,
und das SGle-Molekiil fungiert dabei als intermediérer “ Carrier” der Glucose. Es wird angenom-
men, dass das auf cytoplasmatischer Seite synthetisierte SGlc durch die Membran transloziert wird
(“transbilayer flopping”) und auf apoplastischer Seite als Glucose-Donor anstelle von UDP-Glucose
fir die GleCer-Synthese dient [209].

Hillig et al. zeigten, dass die GlcCer-Synthethase aus Gossypium arboreum in vitro Sterole gluco-
sylieren kann, aber auch SGlc-unabhéngig agiert [129]|. Weiterhin dienen SGles von Pflanzen als
Substrate der membrangebundenen Sterylglycosid-Hydrolase (katalysiert die Hydrolyse zu freiem
Sterol) und der Sterylglycosid-Acyltransferase (katalysiert den Transfer eines Acyl-Rests an die Hy-
droxygruppe der C6-Position des Zuckers).

Es liegt nahe, dass die Verwendung oder enzymatische Umsetzung dieser Sterolderivate einen Bezug
zur Regulierung der Menge von freiem Sterol hat und dieses Level immer den zelluldren Anspriichen

anpasst [371, 372|. Eine Regulierung hétte folglich auch Auswirkungen auf die Membraneigenschaf-
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ten und den Lipidtransfer, da freie Sterole aufgrund ihrer Polaritét schneller zwischen den Mono-
layern wechseln kénnen als SG und ASG [136].

SG und Stress

Weiterhin wird SGs eine Funktion in Stress-Situationen zugeschrieben. Freie Sterole sind, wie be-
reits schon genannt, in Lipidmikrodomé&nen involviert. Die Glucosylierung dieser Sterole koénnte
bestimmte Signaltransduktionswege in frithen Stress-Stadien aktivieren. Beobachtet wurde dies im
Falle von Hitzestress u.a. in Sdugerzellen [176].

Auch die Hefe P. pastoris steigert ihren SGle-Gehalt unter Stressbedingungen (Néhrstoffmangel,
Hitze-, Ethanol-Stress) [300]. Bei Physarum polycephalum (Echter Schleimpilz) und in humanen
Fibroblasten wird die SGlc-Biosynthese ebenfalls durch Hitze induziert [245, 244, 176]. Die Zugabe
von exogenem Cholesterylglucosid zu kultivierten humanen Fibroblasten aktiviert die Induktion
der 3-SGIlcT und die Synthese des Sterolderivates sowie einen durch den Hitzeschock-induzierten
Signaltransduktionsweg. Dabei aktiviert das SGlc den Heat Shock Factor-1 (Transkriptionsfaktor
HSF-1), der an ein Heat Shock Element (HSE) bindet und zur Induktion der Transkription von
Heat Shock Protein 70 (HSP70) fithrt [177]. Eine 8-SGleT-Aktivitat und Aktivierung des beschrie-
benen Signaltransduktionsweges konnte auch beobachtet werden, wenn ein Hitzeschock ohne die
Zugabe von exogenem Cholesterylglucosid erfolgte [176]. Das Cholesterylglucosid scheint sogar vor
Magengeschwiiren zu schiitzen [178]. Dieser cytoprotektive Effekt steht in Zusammenhang mit der
schnellen Induktion der Synthese von (-CholGlc nach Stressexposition im Gewebe, besonders im
Magen, und weist dem Glycolipid eine Rolle als Mediator eines Signaltransduktionsprozesses (Ak-
tivierung u.a. von HSP70 und nachfolgende Reduzierung von Cytokinen) in frithen Stress-Stadien
zu.

Auch bei Kaltestress und der nach sich ziehenden Dehydratisierung (“Trockenstress”) durch extra-
zelluldre Eisbildung von akklimatisierten und nicht-akklimatisierten Pflanzen kénnten SGles (auch
Acyl-Sterylglucoside, ASGlcs) eine Rolle spielen [210, 265, 369, 368|. Es konnte ein verdndertes
SGlc/ASGle-Verhéltnis gemessen werden. Die Dehydratisierung einer Membran geht mit einem
Ubergang in eine nicht-lamellare, invers-hexagonale Phase (H7) (Inverse Micellenbildung) einher,
d.h. es bilden sich membranbilayer-schédigende Lipidzylinder. Es wird angenommen, dass die gering
hydratisierten SGs dazu beitragen. Webb et al. zeigten an artifiziellen Membranen, dass die Zugabe
von freien Sterolen und ASGlc zu diesem Effekt beitragen [400]. DeBolt et al. hingegen zeigten,
anhand von A. thaliana Ugt80A2- und Ugt80BI1-Einzel- und Doppelmutanten im Vergleich zum
Wildtyp (WT), dass sie bei der Temperaturadaption keine signifikanten Unterschiede feststellen
konnten [65]. Sie stellten bei allen Versuchstemperaturen (10-22°C) ein verringertes Wachstum der
Pflanzen fest und implizierten eine Rolle der SGlecs in Wachstum und Entwicklung. Der Beweis der
Rolle der Sterolderivate in der Kaltestresstoleranz bzw. Temperaturadaption konnte bisher noch
nicht erbracht werden. Dafiir nehmen DeBolt et al. aufgrund weiterer Experimente an, dass (acy-
lierte) SGs eine Rolle im Transport von Lipidpolyestern-(Cutin und Suberin)-Vorldufern inne haben,
da bei den SGT-Mutanten diese Stoffe vermehrt im Cytosol akkumulierten und nicht zur dufseren
Schicht des Samens transportiert wurden [65]. Zudem zeigte die ugt80a2,b1-Doppelmutante einen

verminderten Suberin- und Cutin-Gehalt, so dass ein Einfluss der Glycolipide auf die Bildung der
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Lipidpolyester angenommen wurde.

Funktion von SG in Wachstum und Zelldifferenzierung

In Hefe nimmt das SG eine Rolle in der Metabolisierung von Alkanen ein. So haben Stasyk et al.
bei Yarrowia lipolytica gezeigt, dass diese Hefe Alkane als einzige Kohlenstoffquelle nutzen kann
[331]. Ein knock-out (KO) des 5-SGIcT-Gens (Augt51h1) zeigte ein schlechteres Wachstum mit
Decan (CjoHg2) und Dodecan (Ci2Hgg). Bei hoheren Alkanen ist dieses Defizit nicht mehr festzu-
stellen. Dies lésst die Vermutung zu, dass die Assimilation kurzkettiger Alkane vom SGlc-Gehalt der
Plasmamembran sowie einem Endocytose-dhnlichen Pfad abhéngt. Daten, die anhand von verschie-
denen Sterolkomponenten erhoben wurden, zeigten die Erforderlichkeit von internalizierenden und
post-internalizierenden Schritten bei der Endocytose in S. cerevisiae [125]. Diese Daten kénnten die
Hypothese stiitzen.

Bei P. polycephalum wird den Glycolipiden zudem eine Funktion in Zelldifferenzierungsprozessen
zugeschrieben. Die Zelldifferenzierung und die Membraneigenschaften der zwei Entwicklungsstadi-
en des Schleimpilzes scheinen miteinander verkniipft zu sein: Im améboiden Stadium findet keine
SGlc-Synthese statt, im plasmodialen Stadium hingegen wird mehr SGlc erzeugt, und die Membran
weist eine hohere Fluiditét und Instandsetzungsfahigkeit auf [243, 245].

Ghannoum et al. zeigten, dass das Hefestadium von C. albicans groke Anteile von freien Stero-
len enthélt im Gegensatz zur Myzelform [94]. Einige Male konnten jedoch in der Myzelform mehr
SGs und weitere Derivate als freie Sterole detektiert werden. Die Cholesteryl-3-Mannoside und
andere Sterol-Derivate kommen zumeist nur in Spuren im Hefestadium vor. Eine Beteiligung der
SG-Synthese von C. albicans am dimorphen Wachstum konnte damals nicht verifiziert werden und
somit die Hypothese nicht gestiitzt werden. Sakaki et al. widerlegten 2001 die Vermutung der Korre-
lation der SG-Synthese mit einem dimorphen Wachstum [300]. Sie konnten weder in der Myzelform
noch in der Hefeform SG nach Analyse der Gesamtlipide nachweisen. Zudem verwiesen sie darauf,
dass sich ihre Kultivierung der Hefezellen von jener von Ghannoum et al. unterschied. Diese Diffe-
renzen konnten die kontridren Resultate der beiden Gruppen erkldren. Zudem zeigte T. Zank, dass
die SGT aus C. albicans (UGT51C1) in in vitro-Enzymassays keine Mannose, sondern nur Glucose
transferierte [436].

SG als Neurotoxin

Auch bei der Entstehung verschiedener humaner Krankheitsbilder sind die SGs beteiligt. Das krank-
machende Prinzip (die Etiopathogenese) konnte beim Menschen auf neurotoxischen Eigenschaften
der Glycolipide beruhen und dadurch zu verschiedenen, neurodegenerativen Erkrankungen fiihren.
Dazu zdhlt eine auf Guam auftretende neurodegenerative Erkrankung: ALS/PDC (amyotrophic la-
teral sclerosis/parkinsonism-dementia-complex) [231, 312, 208, 335, 32|. Diese beruht vermutlich
auf der Nutzung von Stirke aus den Samen der Pflanze Cycas micronesia oder C. circinalis als
Mehl [335]. In dem Mehl wurde ein hoher SGlc-Anteil (3-Sitosterol-3-D-glucosid) festgestellt, wih-
rend dies bei anderen Cycad-Toxinen nicht der Fall war [412]. Synthetisch erzeugte SGlcs dieser
Art konnten in witro kultivierte Neuronen abtoten [231]. Khabazian et al. isolierten neben dem

bereits genannten Lipid, welches die hochste Toxizitét aufzeigte, noch Campesterylglucosid und
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Stigmasterylglucosid [160]. Da alle Pflanzen solche toxischen SGlcs produzieren, héngt deren Wir-
kung vermutlich von der Dosierung ab [208]. Um seine toxische Wirkung entfalten zu kénnen, muss
das SG jedoch zuerst aufgenommen werden. Aufnahmestudien von N. Weber und K. H. Pegel an
Ratten zeigten eine niedrige Sitosteryl-3-Glucosid-Aufnahme [402, 273]. Diese niedrige Absorption
von (3-SGlc kann nach Studien von Maitani et al. im Darm die Aufnahme von Peptid-Therapeutika
steigern [218|. Dieser Effekt folgt aufgrund der physikochemischen Eigenschaften des 8-SGle so-
wie auch der niedrigen intestinalen Absorption. Bisher fehlen Studien, welche die Aufnahme von

Sitosteryl-3-Glucosiden in Menschen beschreiben.

Es kann zusammengefasst werden, dass die biologische Funktion von SGs immer in Korrelation
mit physiologischen Konditionen zu betrachten ist. Biologische Funktionen konnen sich zwischen
Organismen unterscheiden, die andere Lebensweisen aufweisen oder anderen Umweltbedingungen
ausgesetzt sind. Untersuchungen zur Rolle der biologischen Funktionen von SGs wurden auch in
Pilzen und in den wenigen SG-synthetisierenden Prokaryoten durchgefiihrt. Auf diese beiden Orga-
nismengruppen soll in den folgenden Abschnitten 1.5 und 1.6 (S.26 und 31) etwas niher eingegangen

werden, da diese in dieser Arbeit von grofter Bedeutung sind.

1.5 SGs von Borrelia spec. und H. pylori

Wie bereits erwahnt, tritt SG sehr viel seltener in Prokaryoten als in Eukaryoten auf. Bisher konn-
ten (-CholGles in Mycoplasma spec. [294], Mycoplasma gallinarum [328| und Spiroplasma citri
[269] sowie in Borrelia hermsii [205] identifiziert werden. In Borrelia burgdorferi konnte 3-CholGal
entdeckt werden [137, 20, 309]. Cholesteryl-a-Glucoside (a-CholGlcs) finden sich seltener: U.a. in
H. pylori [130, 221| sowie in A. azanthum auch als acyliertes Cholesteryl-a-Diglucosid [224]. Das
fiir die Glycosylierung bendétigte Cholesterol ist fiir das Wachstum des jeweiligen Bakteriums nicht
essentiell, aber es kann bei Bedarf aus der Umgebung aufgenommen und dann mit eigenen Enzymen
glycosyliert werden. Dies konnte u.a. fiir Mycoplasma spec. [328, 295|, B. hermsii [205] und auch
H. pylori [115] gezeigt werden.

In den néchsten Abschnitten sollen die Organismen B. burgdorferi, B. hermsii und H. pylori sowie

die fiir die Organismen spezifischen SGs néher vorgestellt werden.

1.56.1 B. burgdorferi synthetisiert 3-CholGal & B. hermsii 3-CholGlc

(3-CholGle und acylierte Formen'” wurden erstmals 1978 in B. hermsii von Livermore und Johnson
[205] identifiziert und das acylierte SG von Stiibs et al. [334] strukturell aufgeklért. In einer ande-
ren Spezies, B. burgdorferi, wurde eine Variation in Form von Cholesteryl-Acyl-3-Galactosiden'®

(6-CholAGal) gefunden. Als weiteres Glycolipid konnte neben dem SG Diacylglycerol-a-Monoga-

17Cholesteryl-6'- O-acyl- 3-D-glucopyranosid
18 Cholesteryl-6-O-acyl-3-D-galactopyranosid
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lactosid!® identifiziert werden [137, 20]. Im selben B. burgdorferi-Stamm wurde ebenfalls 2003 von
Schroder et al. die Vorstufe des acylierten Derivats, das 8-CholGal, identifiziert [309].

Borrelia stellt eine der Hauptgattungen der Spirochaeten dar. Spirochaeten sind gram-negative,
bewegliche, enggewundene Bakterien, welche bei Tieren weit verbreitet sind und einige Krank-
heiten hervorrufen konnen [215]|. Der grofte Teil der Borrelia-Vertreter sind Zoo- oder Human-
Pathogene. Die human-pathogene Art B. burgdorferi sensu lato kann in drei Unterspezies eingeteilt
werden: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii und B. afzelii. Jede dieser Spezies, welche zur Lyme-
Borreliose fithrt, zeigt antigene Variationen auf, welche die Bekdmpfung dieser Bakterien erschwert
[12, 401, 334].

In den meisten Fillen nutzen die Bakterien zur Ubertragung auf Mensch oder Tier einen Insek-
tenvektor. B. burgdorferi sensu stricto, nachfolgend nur noch B. burgdorferi genannt, wird durch
Zecken, vor allem durch die Rehzecke Izodes dammini oder die Gewthnliche Waldzecke I. ricinus,
iibertragen und verursacht die Lyme-Borreliose bei Menschen und Tieren vor allem in den USA,
aber auch in Europa [44, 336, 337, 338, 401|. Auf der Genom-Ebene erscheint ein weiterer interessan-
ter Aspekt von B. burgdorferi: Das Bakterium besitzt ein lineares (statt ringférmiges) Chromosom
und bis zu 17 verschiedene zirkulére und lineare Plasmide [87, 215|. Ein weiterer Aspekt ergibt sich
bezogen auf den GC-Gehalt der genomischen DNA der Spirochaeten, dieser betriagt 27-66% und bei
Borrelia spec. sogar nur 27-32% [12].

B. hermsii, der Verursacher des Zecken-Riickfallfiebers (tick-borne relapsing fever), nutzt als Vektor
die Lederzecke Ornithodoros hermsi. Diese Spirochaeten-Art ist endemisch auf den Westen der USA
sowie auf den siidlichen Teil von British Columbia (Kanada) beschrénkt [313].

Ersetzen Cholesterylglycoside in Borrelia spec. das Lipopolysaccharid?

In Bezug auf die Zusammensetzung ihrer Zellwand unterscheiden sich Borrelien von anderen gram-
negativen Bakterien. Gram-negative Bakterien besitzen neben der Peptidoglycanschicht eine zusétz-
liche Schicht, die Lipopolysaccharid-(LPS)-Schicht, welche die Aufenseite der duferen Membran
bildet. Die LPS-Struktur setzt sich aus einem Kernpolysaccharid (meist 3-Desoxy-D-manno-oct-
2-ulosonsiure, KDO), einem O-Polysaccharid/-Antigen (zumeist Hexosen, hochvariabel) und dem
Lipid-Anker, dem Lipid A (Endotoxin), zusammen [185, 215]. Obwohl das LPS in der Spirochaeten-
Gattung Leptospira nachgewiesen werden konnte [53, 3, 386], fehlt Borrelia spec. interessanterweise
das typische LPS [351] sowie Phosphatidylethanolamin [19]. Diverse Gruppen wollen jedoch LPS
oder LPS-Charakteristika nachgewiesen haben [17, 112, 156|. Takayama et al. [351] sowie auch Eiffert
et al. [74] und Ben-Menachem et al. [20] konnten hingegen kein LPS sowie keine LPS-Charakteristika
wie KDO, Lipid A oder 3-Hydroxyfettsduren finden. Fiir Treponema und Borrelia konnten statt-
dessen LPS-like Antigene (frither Lipooligosaccharide LOS genannt, heutzutage LPS-like-Fraktion)
nachgewiesen werden [113, 52|. Eine Prisenz von LPS konnte vollstandig ausgeschlossen werden,
nachdem in die LPS-Biosynthese-involvierte Gene (Lpz-Locus) nur im Genom von Leptospira nach-
gewiesen werden konnten und nicht im Genom von B. burgdorferi |87, 88, 260, 282, 316|. Es wird
vermutet, dass das (-CholAGal und/oder das Diacylglyerol-a-Monogalactosid die Funktionen des

LPS in B. burgdorferi ersetzen |20]. Der Membranaufbau von gram-negativen Bakterien im Vergleich

191,2-Di- O-acyl-3- O-a-D-galactopyranosyl-sn-glycerol
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zu dem von Borrelia spec. ist der nachfolgenden Abbildung 1.7 zu entnehmen.
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Abbildung 1.7: Membranaufbau von gram-negativen Bakterien und Borrelia spec.

Gram-negative Bakterien besitzen im Gegensatz zu gram-positiven Bakterien eine duflere Membran, deren dufiere Schicht aus
Lipopolysacchariden (LPS) besteht. Bei Spirochaeten steht die &ufere Membran nicht in direktem Kontakt zur Peptidoglycan-
Schicht, zudem beherbergt der periplasmatische Raum das Flagellum. Die dufsere Membran beinhaltet des Weiteren verschiedene
Lipoproteine und Glycolipide. Es sollte unbedingt beachtet werden, dass LPS nur fiir Leptospira nachgewiesen werden konnte
und fiir Borrelia und Treponema ausgeschlossen wurde (modifiziert nach [308]).

Acylierte Cholesterylgalactoside zeigen immunogene Wirkung

Es wurde festgestellt, dass das $-CholAGal als Antigen bei der Borreliose in Sdugern fungiert.
Aufgrund dessen ist die Biosynthese spezifischer Antikérper moglich. Die unacylierten Vorstufe
zeigt diese immunogene Wirkung dagegen nicht [137, 20, 309]. Das mit 36% quantitativ haufigs-
te Lipid von B. burgdorferi, das Diacylglycerol-a-Monogalactosid wird durch die Aktivitdt der
Monogalactosyl-1,2-Diacylglycerol-Synthase (Bb0454p2°) synthetisiert [333]. Diese Glycolipid fiihrt
zu einer Cytokinin-vermittelten Immunantwort [164]. Das acylierte 3-CholGlc von B. hermsii zeigt
wiederum keine signifikante immunogene Wirkung und ist somit im Gegensatz zum (-CholAGal
von B. burgdorferi kein aussichtsreicher Kandidat fiir die Entwicklung eines Impfstoffes bzw. die
Verbesserung serologischer Tests [334]. Diacylglycerol-a-Monogalactosid zeigt hingegen eine starke
immunogene Wirkung. Neben B. burgdorferi sensu lato ist dieses Lipid noch in B. hermsii sowie an-
deren Spirochaeten und Vertebraten vertreten und aus diesem Grund weniger als Kandidat geeignet
[339, 206, 205, 334].

20Die Bb000O-Nummern entsprechen einer automatischen Genannotierung durch das B. burgdorferi-
Genomprojekt, welches alle hypothetischen Loci auflistet [87]. In dieser Arbeit werden die ORFs (open
reading frames) der Gene mit ihrem Bb0000-Code bezeichnet und die Proteine mit Bb000Op.
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1.5.2 H. pylori synthetisiert a-CholGlc

Eines der selten vorkommenden a-CholGles?! konnte in H. pylori identifiziert werden [130, 221].
Kurz darauf konnte dieses Glycolipid auch in weiteren Helicobacter-Spezies nachgewiesen werden
[117, 116, 115]. Helicobacter spec. gehort zur e-Untergruppe der Proteobakterien und ebenso zu den
gram-negativen, beweglichen Spirillen, die mikroaerophil leben kénnen. H. pylori ist ein Vertreter
der human-pathogenen Spirillen und wurde Anfang der 80er Jahre in menschlichen Darmbiopsien
identifiziert. Diese Bakterien kolonisieren den oberen Darmtrakt und gréfitenteils nicht-invasiv(!)
die Magenwand durch Anheften an die Magenschleimhaut-Epithelzellen. Der Krankheitsverlauf
kann von einer chronischen Gastritis bis zu einer gastroduodenalen Ulkuskrankheit, zu MALT-
Lymphomen (gastric mucosa-associated lymphoid tissue-Lymphom) oder zu Magenkrebs fortschrei-
ten [57, 68, 215, 250, 310, 165, 50]. Das Bakterium kann die Immunantwort des Wirts dort modu-
lieren [165, 419].

Das bakterielle Genom von H. pylori wurde 1997 von Tomb et al. entschliisselt und auf Genomebene
eine Besonderheit festgestellt [364]: Das Bakterium codiert Proteine, die im Vergleich zu anderen
Prokaryoten die doppelte Menge der basischen AS Arginin und Lysin enthalten. Fiir das Uberle-
ben des Bakteriums im sauren Milieu des Magens (entspricht ca. pH 2 [215]) wurden verschiedene
Strategien entwickelt. Die Présenz einer Multisubunit-Urease, welche die Umsetzung von Harnstoff
zu Ammoniak und COg/Bicarbonat katalysiert und so den pH-Wert des Magensafts lokal erhoht,
sichert das Uberleben, bevor die Bakterien das fast neutrale, Saureproduktions-freie Milieu der Ma-
genschleimschicht erreichen [310, 165]. Des Weiteren besitzt H. pylori die Fahigkeit, bei niedrigem
pH-Wert ein invertiertes elektrisches Membranpotential (aufen negativ) aufbauen zu kénnen, um
den intrazelluldren pH neutral zu halten [223, 364]. Zudem sollte beachtet werden, dass H. pylori
aufgrund seiner eingeschrinkten Okologischen Nische, in der Zahl regulatorischer Netzwerke, dem
Repertoire an Stoffwechselwegen und seiner Biosynthesekapazitit eingeschriankt ist [364].

Fiir die Auslosung der Krankheitsbilder ist u.a. die Kombination von bakteriellen Pathogenitéts-
faktoren und Reaktionen des Wirtsgewebes essentiell. Zu den Pathogenitéts- bzw. Virulenzfaktoren
gehoren u.a. das VacA-Protein (ein Cytotoxin), das Helicobacter-eigene Enzym Urease, das CagA-
Protein (Cytotoxin-assoziiertes Gen A-Protein), und das LPS der d&uferen Membran [364, 165|. Diese
Faktoren tragen zur lokalen Gewebezerstorung und folglich zur Geschwiirbildung bei. Das Lipid A
des LPS zeigt bei H. pylori eine geringere Toxizitat auf, und die ausgeldste Phagozytose ist weniger
effizient im Vergleich zu dem gram-negativen Enterobakterium E. coli [279, 221|. Zusétzlich zu den
schon aufgefiihrten Faktoren wendet H. pylori noch eine weitere Strategie an, um sich erfolgreich
im Wirtsorganismus einzunisten und sich insbesondere vor dem Immunsystem zu tarnen. Hierfiir
ist die Présenz von a-CholGlc in der Bakterienmembran entscheidend.

Neben dem bereits genannten a-CholGlc treten in H. pylori drei Derivate dieses Glycolipids auf:
Cholesteryl-Acyl-a-Glucosid?? (a-CholAGlc), Cholesteryl-Phosphatidyl-a-Glucosid?® (a-CholPGlc)
und Cholesteryl-Lysophosphatidyl-a-Glucosid?* (a-CholLPGlc) [130, 187].

Die Quantitéat dieser Glycolipide ist abhéngig von der Morphologie des Bakteriums (Spirale oder

21Cholesteryl-a-D-glucopyranoside

22Cholesteryl-6’- O-tetradecanoyl-a-D-glucopyranosid
23Cholesteryl-6’- O-phosphatidyl-a-D-glucopyranosid
24Cholesteryl-6’- O-lysophosphatidyl-a-D-glucopyranosid
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Kokke [321]) oder der Kolonievariation (HpL- oder HpS-Variante [357]). Je nachdem verschieben
sich auch die Mengenverhéltnisse der Glycolipide. Das zum Wachstum und zur SG-Synthese beno-
tigte Cholesterol kann das Bakterium jedoch nicht selbsténdig de novo synthetisieren [360|, sondern
ist aufgrund seiner Cholesterolauxotrophie auf seinen eukaryotischen Wirt angewiesen, aus dessen
Magenepithelzellen es das Cholesterol absorbiert. Die Absorption erfolgt dabei aus der Plasma-
membran der Magenepithelzellen, wobei es zu einer Zerstorung dieser Membran und vorhandenen
Lipidmikrodoménen kommt [419]. Nach der Absorption kann das Cholesterol dann durch eigene
Enzyme glycosyliert werden. Nach Wunder et al. kann das Bakterium Cholesterol in sehr geringen
Konzentrationen (bis zu 250 uM) detektieren und zudem einem ansteigenden Konzentrationsgra-
dienten folgen [419], wobei es zwischen Cholesterol und anderen Steroiden sowie Phospholipiden
differenzieren kann. Die Cholesterolaufnahme und Inkorporation selbst wird moglicherweise durch

die Aufnahme eines wirtseigenen Proteins - Apolipoprotein A-I - beeinflusst [327].

HpO0421p ist erforderlich fiir die SG-Biosynthese in H. pylori

Die Biosynthese aller Cholesterylglucoside von H. pylori konnte bisher nicht vollstdndig aufgeklart
werden. Es ist jedoch bekannt, dass im ersten Schritt die Synthese des a-CholGles durch die Aktivi-
tit einer a-CholGlcT (Hp0421p2°) katalysiert wird. 2006 wurde das Enzym und das codierende Gen
Hp0421 identifiziert und charakterisiert [187, 188|. Einer H. pylori KO-Mutante (Ahp0421) fehl-
ten neben a-CholGlc auch dessen drei Derivate. Eine heterologe Expression in E. coli zeigte, dass
Hp0421p die Ubertragung der Glucose von UDP-Glucose auf das Cholesterol katalysiert. Zudem
wurde festgestellt, dass die Enzymaktivitit iiberwiegend in der Membranfraktion von aufgearbeite-
ten H. pylori-Zellen vorlag [187]. Bisherige Untersuchungen ergaben jedoch keine klare Aussage iiber
die Présenz einer Transmembrandoméne [186, 362|. Es bleibt unklar, inwiefern Hp0421p die Mem-
bran durchspannt und ob die Lokalisierung entweder nur in der inneren oder der duferen Membran
vorliegt oder beide Membranen durchspannt werden. Aufgrund der Verwendung von UDP-Glucose
als Substrat liegt es jedoch nahe, dass die Substratbindestelle der cytoplasmatischen Membransei-
te zugewandt ist [187]. Eine Moglichkeit zur Membranbindung wiirden amphipathische a-Helices
bieten [24]. Diese wurden durch Analyse der 1,2-Diacylglycerol-a-3-Glucosyltransferase von A. laid-
lawii vorhergesagt und kdnnten eine “Bindung” an negativ geladene Membranabschnitte fordern.
Das a-CholGlc wird vermutlich von Hp0421p an der Innenseite der bakteriellen inneren Membran
synthetisiert. Jedoch zeigten Shimomura et al., dass alle drei H. pylori-Glycolipide in der dufseren
Membran angereichert vorliegen [322]. Dies impliziert einen Transport des a-CholGles von der in-

neren zur aufleren Membran.

a-CholGlc tarnt H. pylori vor dem Immunsystem
Wunder et al. zeigten, dass a-CholGlc in der Wirt-Pathogen-Interaktion von H. pylori eine essentiel-
le Rolle einnimmt [419]. Durch die Cholesterolaufnahme wird das Bakterium fiir das humane Immun-

system erkennbar, und eine Immunantwort tritt in Kraft. Eine H. pylori-Infektion 16st eine klassi-

25genauer: UDP-Glucose:Cholesterol-a-D-Glucopyranosyltransferase. Die Hp0000-Nummern entsprechen ei-
ner automatischen Genannotierung durch das H. pylori-Genomprojekt, welches alle hypothetischen Loci
auflistet [364]. In dieser Arbeit werden die ORFs der Gene mit ihrem Hp0000-Code bezeichnet und die
Proteine mit Hp000Op.
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sche, zelluldre, Cytokinin-induzierte und tiber Typl-T-Helferzellen-(T ;y 1-Lymphozyten)-vermittelte
Immunreaktion aus. Es wurde festgestellt, dass im Bakterium vorliegendes freies Cholesterol diese
Immunantwort in wvitro vermittelt, da die Beladung von H. pylori-Zellen mit Cholesterol zu einer
Aufnahme und anschlieflenden Phagozytose durch Antigen-préasentierende Zellen (antigen presen-
ting cells, APCs) fiithrte. Eine Glucosylierung des Cholesterols fithrt zu Synthese von a-CholGle.
a-CholGlc tarnt das Bakterium vor der Erkennung durch das Immunsystem, und es konnte eine
eingeschréankte Phagozytierung durch APCs bzw. Makrophagen detektiert werden. Eine Beladung
mit dem [-Anomer erzeugte eine vergleichbare Reaktion, wie sie auch fiir freies Cholesterol vorlag.
Sie erzielte den spezifischen Effekt des a-Anomers nicht und macht somit das Bakterium durch
das Immunsystem angreifbar. Die Bedeutung des a-CholGlcs fir H. pylori konnte auch durch die
Generierung einer KO-Mutante (Ahp0421) festgestellt werden. Diese Mutante biifste ihre gesamte
Pathogenitét ein und wurde von den Makrophagen phagozytiert. Eine Komplementation mit der
a-CholGlcT fithrte wieder zum W'T-Zustand.

Die a-CholGlc-Biosynthese kann durch O-Glycane inhibiert werden

H. pylori nistet sich in die Magenschleimhautbarriere ein. Diese Schleimschicht besteht aus zwei
verschiedenen Typen von Mucinen. Es handelt sich zum Einen um von Epithelzellen der Magen-
schleimhaut (Epitheliocyti superficiales gastricae) sezernierte Mucine und zum Anderen um Mucine
aus O-Glycanen mit endstdndigem, a-1-4-gebundenem N-Acetylglucosamin, welche von tieferlie-
genden Driisenzellen der Eigenschicht (Lamina propria mucosae) sezerniert werden [249]. H. pylori
kolonisiert ausschliefslich die erst genannten Mucine und bildet in dieser Schicht Mikrokolonien aus
[127]. Die Schicht mit den O-Glycanen wird gemieden, da diese die a-CholGlcT (-Aktivitét) inhibie-
ren kénnen. O-Glycane beeinflussen auch das Bakterienwachstum negativ. Dies wird mit den Verlust
des a-CholGlc, einem der anteilsméfig groften Zellwandkomponenten, begriindet [157, 189]. Lee et
al. zeigten, dass fiir den Effekt verschiedene O-Glycan-Mucin-Typen verantwortlich sein kénnen

[188]. Diese weisen alle ein endsténdiges a-1-4-N-Acetylglucosamin auf.

1.6 SGs von filamentosen Pilzen und Hefen

SGs konnen nicht von allen Pilzen synthetisiert werden. Sie konnten bisher u.a. in den Hefen S. cere-
visiae |367, 393] sowie P. pastoris [393, 300| und Rhodotorula bogoriensis [155] identifiziert werden.
Bei Vertretern der Schleimpilze konnten ebenfalls SGs identifiziert werden: Das A?2-Stigmastenyl-
D-glucosid aus D. discoideum sowie das Poriferasteryl-D-Glucosid aus P. polycephalum [121, 243].
Des Weiteren erfolgte ein Nachweis auch in folgenden filamentosen Pilzen: U. maydis, Sordaria ma-
crospora und Rhynchosporium secalis [300]. Aus einigen Vertretern konnten die Lipide isoliert und
strukturell analysiert werden. Dabei handelte es sich hauptséichlich um 3-SGles. Uber die Prisenz
von a-Anomeren ist bisher nichts bekannt. Zu den wenigen strukturellen Varianten zdhlt das struk-
turell verifizierte Cholesteryl-8-D-glucosid-6’-O-palmitat aus dem Oomyceten Pythium sylvaticum
[227] sowie das noch nicht weiter verifizierte Cholesteryl-3-Mannosid aus der human-pathogenen
Hefe C. albicans [94]. Es sollte in letzterem Fall beachtet werden, dass Sakaki et al. in C. albicans

kein SG nachweisen konnten [300] (s. auch 1.4.3, ab S.22).
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SGT-Aktivitdt bzw. -Gene konnten bisher in einigen phytopathogenen Pilzen (z.B. Magnaporthe
oryzae, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum lagenarium (syn. C. orbiculare) und Lep-
tosphaeria maculans) sowie in den Hefen Y. lipolytica und S. cerevisiae nachgewiesen werden
[268, 266, 347, 393, 162, 146, 331, 9|. Es wurde festgestellt, dass die Deletionen einiger fiir (-

SGlcTs-codierender Gene auf eine Rolle der SGlcs in Pathogenitétsprozessen hinweisen.

1.6.1 SGs beeinflussen die Pathogenitat filamentoser Pilze

In diesem Abschnitt ist es wichtig, zwischen Pathogenitdt und Virulenz zu unterscheiden. Die Ent-
wicklung einer Krankheit wird nicht nur einseitig vom “Angreifer”, sondern auch wesentlich von
den Abwehrkréften des Wirts bestimmt. Die auftretenden Interaktionen bilden die Grundlage ei-
ner Wirt-Pathogen-Beziehung. Pathogenitét beschreibt die Fahigkeit, einen anderen Organismus zu
befallen bzw. zu infizieren und in diesem mehr oder weniger stark ausgepragte Krankheitssympto-
me hervorrufen zu kénnen. Virulenz hingegen beschreibt den Grad der Pathogenitét, also folglich
wie schwerwiegend die Symptome ausfallen. Das Mals wird dabei im Wesentlichen von den Wirt-
Pathogen-Interaktionen bestimmt: Ist beispielweise die Widerstandskraft (Resistenz) des Wirts ge-
ring und die Aggressivitat des Erregers hoch, entsteht eine kompatible (vertrigliche) Beziehung, die
i.d.R. durch starke Symptome gepréagt ist. Die Aggressivitdt muss also zumindest so hoch sein wie
die Resistenz, damit eine Besiedlung geschehen kann. Trifft ein wenig aggressiver Erreger auf einen
resistenten Wirt, entsteht eine kurzzeitige (bis zum Ausloschen des Eindringlings) inkompatible Be-
ziehung mit keinen bzw. gering ausgeprigten Symptomen [304].

In dem Reisbranderreger M. oryzae (syn. M. grisea), einem Ascomyceten, konnte ein fiir eine (-
SGlcT-codierendes Gen (Ugt51G1, pth8) identifiziert werden [347, 393|. Eine Insertionsmutante,
erzeugt durch REMI (restriction enzyme-mediated integration), zeigte eine reduzierte Virulenz. Im
Gegensatz zu diesem Resultat zeigten Kershaw und Talbot, dass eine Augt51g1-Mutante &hnli-
che Lésionen erzeugte wie der WT-Stamm [159]|. Neben diesem bisher genannten Vertreter aus der
Ugtbl-Familie besitzt M. oryzae noch drei weitere Isoenzyme aus der Ugt54-Familie (UGT54C1,
-E1 und -G1) [438, 396].

Ein weiterer Vertreter der Ascomyceten, C. gloeosporioides, der Verursacher der Fruchtfaule (An-
thrachnose) bei zahlreichen Kulturpflanzen (Avocado, Banane, Kakao, Citrus, Kaffee), tragt ein
Virulenzgen, dessen Expression in den Konidien wiahrend des Oberflichenkontaktes induziert wird
[162]. Das resultierende Protein der Ugt54-Familie [438, 396] wird auch CHIP6 (Colletotrichum
hard-surface induced protein) genannt. Die meisten Pilze benotigen vor der Ausbildung ihrer In-
fektionsstrukturen den Kontakt ihrer asexuellen Sporen (Konidien) mit einer zumeist hydrophoben,
harten Oberflache (z.B. der pflanzlichen Cuticula), an welcher sie durch extrazelluldre Adhésine
anhaften. Im néchsten Schritt erfolgt die Induktion der Keimung. Dies kann physikalisch durch ei-
ne harte Oberfliche und/oder durch Hydrophobizitit erreicht werden. Auch chemische Induktoren
sind bekannt. So induziert Ethylen bei Fruchtpathogenen wie Colletotrichum spp. die Keimung und
die anschliefsende Differenzierung bis zur Appressorienbildung. Bei C. gloeosporioides induzieren die
Wachse der Wirtspflanze Avocado (Persea americana) spezifisch diese Prozesse [276]. Die Deletion

des Gens chip6 resultierte jedoch nicht in einer Beeintréchtigung des Pilzwachstums, der Konidien-
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und Infektionsstrukturenausbildung, sondern einzig in einem verminderter Faulnisvorgang bei der
Avocado, also einer reduzierten Virulenz [162]. In der Deletionsmutante wurde ebenfalls die SGlcT-
Aktivitat gemessen und eine verbleibende, wenn auch deutlich reduzierte Aktivitit, registriert. Dies

konnte darauf hinweisen, dass noch weitere SGTs der Ugtb4-Familie vorhanden sind.

In den bisher beschriebenen Pilzen sowie in L. maculans wurde nur jeweils eines der Isoenzyme
“deletiert”, und es konnte folglich keine SG-freie Mutante generiert werden. Dies wurde mit dem
Basidiomyceten U. maydis durchgefiihrt. U. maydis, der Erreger des Maisbrandes, besitzt zwei (-
SGlcT-Gene, Ugt51D1 und Ugt53A1. Durch deren Deletion via homologer Rekombination konnte
erstmals eine SGle-freie Mutante eines pathogenen Pilzes generiert werden (Warnecke, unveroffent-
lichte Daten). Die Augt51d1-Mutante zeigte eine reduzierte Virulenz, aber zeigte auch eine unveran-
derte Menge von SGlc. Die Augt53a1-Mutante zeigte keine verdnderte Virulenz, dafiir konnte kein
SGlc nachgewiesen werden. Der zudem erzeugte SGle-freie Doppel-KO zeigte eine noch geringere
Virulenz als die Augt51d1-Mutante. Auffallend sind in dem vorliegenden Fall die sehr unterschiedli-
chen Mengen von synthetisiertem SGlc. Der tiberwiegende Anteil des SGlc, welcher der Expression
von Ugt53A1 zugrunde liegt, scheint an der Virulenz des Pilzes nicht beteiligt zu sein. Nur ein sehr
geringer Anteil unterhalb der Nachweisgrenze, begriindet durch die Expression von Ugt51D1, scheint
eine Rolle zu spielen. Unterschiedliche Wirkorte bzw. Lokalisierungen der beiden Enzyme konnten
fiir diesen Umstand verantwortlich sein. Geringe Sequenzunterschiede in den vorliegenden Doménen
trPH-GRAM und PH-GRAM koénnten eine unterschiedliche Membranlokalisierung zur Folge haben.
Somit kann gefolgert werden, dass die Virulenz von U. maydis von einer SGle-Synthese an einer
definierten, intrazellularen Membran wéihrend des Infektionsprozesses beeinflusst wird.

Einzig die Augts1el-Mutante des Ascomyceten L. maculans, dem Verursacher der Wurzelhals- und
Stangelfdule, zeigt eine unverdnderte Virulenz und somit keinen Einfluss der SGlc auf den Pathoge-
nitétsprozess [146|. Dieser Pilz unterscheidet sich zudem in seiner Weise des Wirtbefalls. Wahrend
alle bisher genannten Pilze die Wirtsoberfliche direkt penetrieren, infiziert L. maculans die Pflanze
iiber natiirliche Offnungen (Stomata) oder Wunden.

Bis zu neun Isoenzyme, die fiir SGTs codieren kénnten, wurden in dem Ascomyceten und Getreide-
schidling Fusarium graminearum [103] identifiziert. F. graminearum 16st die sogenannte “Ahrenblei-
che” (Fusarium head blight, FHB) aus. Der Pilz tétet durch Mykotoxinbildung das Pflanzengewebe
von diversen Getreidesorten (u.a. Weizen, Gerste und Reis) ab und fiihrt je nach Eintrittsort (zu-
meist iiber die Bliite) zu Wurzel-Sténgel- und Ahrenfusariosen und anschliefend zu FHB. Eines der
Isoenzyme gehort der Ugth1-Familie an (UGT51G3) und acht der Ugtb4-Familie (UGT54-A2,-C2,-
F2,-E5,-E6,-E7,-H1 und -J1) (s. auch [106]).

Der Einfluss des Ergosteryl-3-Glucosids (8-ErgGle) aus C. lagenarium und M. oryzae auf die Pa-
thogenitdt und in diesem Zusammenhang auf den Abbauprozess von Peroxisomen wird detailliert
in Abschnitt 1.7.3 (S.40) beschrieben.

1.6.2 Welche Effekte zeigt SG in Hefe?

Auch in Hefen konnte SGT-Aktivitét nachgewiesen werden: U.a. in S. cerevisiae [367, 393|, C. al-
bicans |94] sowie Y. lipolytica |331] und P. pastoris [393, 300]. Es ist bekannt, dass die 3-ErgGlcTs
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PpUGT51B1 und YIUGT51H1 in den beiden letztgenannten Hefen verschiedene Rollen einneh-
men. Wahrend jene in Y. lipolytica der Metabolisierung von Decanen ([331]; s. 1.4.3, S.22) dienen,
wurde im Falle von P. pastoris festgestellt, dass das erzeugte B-ErgGlc eine essentielle Rolle in
der Peroxisomendegradation der Hefe spielt [262|. Ugt51B1 (syn. Atg26, Pazj) codiert, wie gerade
genannt, fiir eine G-ErgGlcT [393]. Bisher ist bekannt, dass dieses Enzym, welches die Reaktion
einer UDP-Glucose mit dem in vielen Pilzen dominierenden Ergosterol zu g-ErgGlc katalysiert,
keine Transmembrandoménen aufzeigt, obwohl es sich bei dem Ergosterol um ein membrangebun-
denes Substrat handelt (s. 1.3, S.14). Dafiir konnten in der Sequenz, wie auch in Abschnitt 1.3
aufgezeigt, charakteristische Motive im (nicht-katalytischen) Aminoterminus identifiziert werden:
eine PH-GRAM-Domaéne. Explizit wird auf den Prozess des Peroxisomenabbaus und die Rolle von
UGT51B1 in diesem Prozess im néchsten Abschnitt eingegangen.

Anzumerken wire, dass die G-ErgGlcT ScUGT51A1 von S. cerevisiae keine essentielle Funktion
in den bisher genannten Prozessen hat [47]. Zudem produziert die Hefe im Gegensatz zu in vitro-

Untersuchungen in vivo nur sehr geringe Mengen an -ErgGle [367, 393].

1.7 SG spielt eine Rolle in der Degradation von
Peroxisomen

In diesem Abschnitt sollen zuerst verschiedene Autophagie-Prozesse beschrieben werden. Im Spezi-
ellen soll auf den Prozess des Peroxisomenabbaus (Pexophagie) in der Hefe P. pastoris eingegangen
werden sowie auf den Einfluss der Pexophagie auf die Pathogenitét filamentoser Pilze (s. 1.7.2 und
1.7.3, S.37 und 40).

1.7.1 Die verschiedenen Formen der Autophagie

Autophagie reprasentiert einen zellularen Prozess, der vor allem Abbaureaktionen beschreibt, welche
speziell in Eukaryoten ablaufen, und dient in eukaryotischen Zellen folgenden Zwecken: Néahrstoff-
Recycling wahrend Mangelphasen, Re-Modellierung von Zellkomponenten und Strukturen wahrend
der Entwicklung sowie bei Apoptose und zuletzt in der Pathogen-Abwehr [233, 277]. Anderungen in
den Wachstumsbedingungen oder Faktoren der Umwelt und Entwicklung, z.B. die Verfiigbarkeit von
Néhrstoffen oder Stress, konnen einen Autophagie-Prozess auslosen. In Pflanzen kann auch ein Pa-
thogenbefall durch Aktivierung der pflanzeneigenen Immunabwehr zu Autophagie und letztendlich
zum programmiertem Zelltod fithren [314]. Der bei Pathogenbefall (Bakterien, Pilze, Viren) greifen-
de selektive Autophagie-Prozess (Xenophagie) fiihrt zu einer Umbhiillung der “Eindringlinge” durch
ein Doppelmembranvesikel (Xenophagosom) [354, 167]. Manche Pathogene konnen mit Hilfe von
Membran-abbauenden Enzymen, wie Phospholipasen, aus den Vesikeln entkommen [28]. Im Pflan-
zensystem dient Autophagie zudem als ein Uberlebensmechanismus um Mangel- und Stressphasen
zu iiberstehen und auch als Vorstufe oder Mechanismus des programmierten Zelltods [353, 431].
Autophagie stellt in Pflanzen eine Komponente der pflanzlichen Abwehr gegen eindringende Pa-
thogene dar. Hefen kénnten ohne Autophagie-Prozesse nicht langer als zwei Tage unter Nahrstoff-

mangel iiberleben, da es wihrend diesen Phasen essentiell ist, langlebige Proteine und Organellen
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abzubauen, die nicht bené6tigt werden. Dazu werden diese von einer Membran umhiillt und zu einem
abbauenden Organell transportiert. Es handelt sich dabei um Vakuolen in Hefezellen bzw. Lysoso-
men in Sdugerzellen, die eine starke hydrolytische Aktivitdt aufweisen [343|. Treten Defekte in den
Autophagie-Prozessen auf, konnen diese zu vielen verschiedenen Krankheiten fithren. In S&ugern
haben sie u.a. Krebserkrankungen, Kardiomyopathie und neurodegenerative Funktionsstorungen
zur Folge [343].

Fiir die Einkapselung oder Umschliefung cytoplasmatischer Komponenten und Organellen existie-
ren zwei nicht-selektive Mechanismen: Mikro- und Makroautophagie (Abb.1.8 a,c) [343, 166].
Mikroautophagie beinhaltet das direkte Umschliefsen cytoplasmatischer Komponenten oder Orga-
nellen durch eine lysosomale bzw. vakuoldre Membran, gefolgt von deren Internalisierung und ab-
schliefender Degradation. Im Gegensatz dazu ist an der Makroautophagie die Ausbildung eines
Doppelmembran-Vesikels (Autophagosom) beteiligt. Diese Vesikel transportieren die Fracht (Car-
go) zur Vakuole oder zum Lysosom.

Ein weiterer Mechanismus wurde bisher nur in Sdugern identifiziert: Die Chaperon-vermittelte Au-
tophagie (CVA). Cytosolische Proteine mit einem definierten Peptidsequenzmotiv (KFERQ) werden
mittels Chaperon-Bindung zu den Lysosomen transportiert [343, 219|. Eine weitere Form, welche
die Hefe S. cerevisiae neben der Makroautophagie durchfiihrt, ist der Cvt-(cytoplasm to vacuole
targeting)-Prozess zur Rekrutierung von Vorstufen vakuoldrer Hydrolasen aus dem Cytoplasma.
Dabei handelt es sich um den einzig nicht-abbauenden Prozess [343].

Neben diesen u.a. durch Néhrstoffmangel-induzierten nicht-seletiven Mechanismen existieren zwei
selektive Wege: Mikro- und Makropexophagie (Abb.1.8 b,d) [343, 166]. Beide fithren zu einem
selektiven Abbau von Peroxisomen. Vor allem methylotrophe Hefen wie P. pastoris und Hansenula
polymorpha, die fahig sind Methanol als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle zu nutzen, fiihren
diese Prozesse durch (u.a. [100, 262, 197]). Wachsen diese Hefen in Methanol-haltigem Medium,
synthetisieren sie viele, grofie Peroxisomen, welche das fiir die Metabolisierung des Methanols beno-
tigte Enzym Alkoholoxidase (AOX) beinhalten [375]. Die Metabolisierung erfolgt durch Oxidation
zu Formaldehyd mit atmosphérischem Sauerstoff. Da die AOX allerdings nur eine geringe Affinitét
zu Sauerstoff besitzt, wird dieser Effekt wohl durch die Synthese einer grofen Menge dieses Enzyms
kompensiert [128|. P. pastoris kann aufgrund ihrer zwei peroxisomalen AOX, codiert durch Aoz
und Aoz2 [172], das Methanol nutzen. Beide Gene unterliegen einer Induktion durch Methanol und
des Weiteren einer Repression durch andere Kohlenstoffquellen: Ethanol, Acetaldehyd, Glycerol
oder Glucose [172, 60, 246]. Wird das Methanol nun durch eine andere Kohlenstoffquelle (Glucose
oder Ethanol) ersetzt, werden die Peroxisomen in dieser Anzahl nicht langer benétigt und durch

Mechanismen der Mikro- oder Makropexophagie abgebaut 366, 365].
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Abbildung 1.8: Vier Autophagie-Prozesse in Hefen.

Makroautophagie (a) und Makropexophagie (b) erfordern die Ausbildung von Vesikeln, die das Cargo/die Peroxisomen um-
schliefen. Diese Doppelmembran-Vesikel (Autophagosom oder Pexophagosom) fusionieren anschliefend mit der Vakuole und
entlassen Vesikel mit einer einfachen Membran, welche durch die hydrolytische Aktivitdt der Vakuole abgebaut werden. Im
Falle der Mikroautophagie (c) und Mikropexophagie (d) wird das Cargo/das Peroxisomen- Cluster direkt ohne die Ausbildung
eines Auto-/Pexophagosoms an die Vakuole abgegeben (modifiziert nach [343]).

Bei den Peroxisomen handelt es sich um Zellorganellen, die durch eine Membran umschlossen sind,
in allen Eukaryoten vorliegen und welche durch einen von Hefen bis zum Menschen konservierten
selektiven Autophagiemechanismus abgebaut werden: der Pexophagie [83, 299]. Im Metabolismus
besitzen sie viele Funktionen: In der (3-Oxidation von Fettsduren, im Glyoxylatzyklus und in der
Detoxifizierung reaktiver Sauerstoffspezies [307]. In einigen Hefen sind sie auch fiir die Methanol-
assimilation zusténdig sowie in dem filamentosen Pilz Penicillium chrysogenum fiir die Penicillin-
Synthese [235, 374, 345].

Die Anzahl von Peroxisomen #ndert sich in Abhéngigkeit von verschiedenen Umweltbedingungen.
Zum Beispiel wird die Peroxisomenproliferation in Hefen durch Stimuli, beispielsweise Oleat oder
Methanol, fiir die Verstoffwechselung dieser Substrate in Gang gesetzt [375, 108]. Generell ist die Ho-
moostase von Organellen abhéngig von Synthese- und Degradationsprozessen. Es ist bekannt, dass
die Peroxisomenproliferation von einer Gruppe von mehr als 20 gut konservierten Peroxin-Proteinen
abhéngig ist, welche durch PEX-Gene codiert werden [375, 346, 72]. Mutationen in diesen Genen
resultieren nicht nur in einer Unfahigkeit zum Peroxisomenaufbau, sondern auch in Stérungen wie

dem Zellweger-Syndrom beim Menschen, in der Letalitéit des Embryos bei A. thaliana und in einem
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Verlust der Pathogenitét bei einigen phytopathogenen Pilzen [184, 163, 80, 89, 284].

Die unter Methanol-Einfluss proliferierten Peroxisomen konnen iiber Pexophagie-Prozesse abgebaut
werden, an denen sogenannte durch ATG(autophagy related genes)-codierte Proteine®® beteiligt
sind. ATG-Proteine sind sowohl fiir nicht-selektive als auch fiir selektive Formen der Autophagie
verantwortlich. So ist beispielsweise Atg8 (Apg8, Aut7, Cuts, Paz2) fir die Elongation der umschlie-
fenden Membran zusténdig und reguliert zudem den Zeitpunkt der Assoziation mit der Vakuole.
Deswegen bietet sich dieses Enzym nach Markierung mit einem Fluoreszenzprotein fiir die Be-
obachtung der Membrandynamik wiahrend des Abbauprozesses an [343, 242, 248|. Einige Gene wie
Atg26 (Paz4, Ugt51) und Atg30 sind jedoch vorrangig fiir die Pexophagie zustandig [262, 82|. Beide
sind an der Ausbildung von essentiellen Strukturen beteiligt: Dem MIPA (“micropexophagic appa-
ratus”) bei der Mikropexophagie (s. 1.7.2, S.37) und dem Pexophagosom bei der Makropexophagie.
ATG30, welches an der Ausbildung beider Strukturen beteiligt ist, scheint fiir die richtige Lokali-
sierung von ATGS zustidndig zu sein [82]. Da in dieser Arbeit hauptséichlich die Mikropexophagie

im Mittelpunkt steht, soll an dieser Stelle ndher auf diese Form der Pexophagie eingegangen werden.

1.7.2 UGT51B1 spielt eine Rolle in der Mikropexophagie in

P. pastoris

Mikropexophagie wird durch einen Wechsel in der Verfiigharkeit der Kohlenstoffquelle von Me-
thanol zu Glucose in P. pastoris induziert [434]. Die einzelnen Schritte dieses Prozesses konnten
elektronen- und fluoreszenzmikroskopisch identifiziert werden [298, 242|. Eine schematische Dar-
stellung in Abb.1.9 illustriert die einzelnen Schritte. Die Mikropexophagie zeichnet sich durch die
Umbhiillung von zu Clustern zusammengelagerten Peroxisomen mit der Vakuolenmembran aus. Da-
durch gelangen die Peroxisomen in die Vakuole und werden in dieser lysiert, so dass alle Kompo-

nenten enzymatisch degradiert werden konnen.

26Durch unabhingig durchgefiihrte Experimente wurden den Genen verschiedene Namen zugeordnet: Apg,
Aut, Cvt, Gsa, Pag, Paz und Pdd. Diese wurden letztendlich einheitlich als Atg-Gene (autophagy related
genes) benannt (bzw. umbenannt), um Irritationen zu vermeiden. Die diversen, fritheren Benennungen
sowie die aktuellen Gen-Namen sind Klionsky et al. zu entnehmen [168].
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Abbildung 1.9: Schematische Darstellung des Ablaufs der Mikropexophagie in der Hefe
P. pastoris.

Nach einem Wechsel der Kohlenstoffquelle von Methanol zu Glucose “clustern” die Peroxisomen und nahern sich an die Vakuole
an (Phase 0 und 1a). Dann stiilpt sich die Vakuolenmembran ein und beginnt die Peroxisomen zu umbhiillen. Zu diesem Zeitpunkt
wird auch ein neues Membransystem, der MIPA (micropezophagic apparatus), nahe des Peroxisomen- Clusters gebildet (Phase
1b; [240]). Diese Membran wird fiir die komplette UmschlieSung der Peroxisomen durch die Vakuolenmembran, welche auch
den MIPA umschliefst, benétigt (Phase 1lc und 2). Letztendlich werden die Peroxisomen in der Vakuole lysiert und durch
hydrolytische Enzyme degradiert (Phase 3). p: Peroxisomen- Cluster, v: Vakuole. Schematische Darstellung entsprechend jener
aus [262].

Es konnte gezeigt werden, dass eine Ugt51B1-Deletionsmutante (Augt51b1) in der S-ErgGle-Biosyn-
these sowie der Durchfiihrung der Mikropexophagie beeintriachtigt war [262]. Der Defekt der Mutan-
te duberte sich dadurch, dass der Prozess in Phase 1b blockiert war (Abb.1.9). Dies zeigte sich darin,
dass die vakuoldre Membran das Peroxisomen- Cluster nicht komplett umschliefen konnte. Dieser
Mechanismus erfordert offenbar Membrantransport- und Membranfusionsprozesse, an denen das
Enzym beteiligt ist. Es wird angenommen, dass ein defektes MIPA-Membransystem eine Rolle fiir
den Degradationsdefekt spielen konnte. Dieses Membransystem konnte durch ein GFP- bzw. CFP-
2Tgekoppeltes UGT51B1-Protein identifiziert werden. Die getaggte Gen-Kopie, eingebracht in P. pas-
torisAugt51b1, komplementierte zum Einen den Defekt in Bezug auf die S-ErgGle-Biosynthese und
zum Anderen die Féhigkeit des Peroxisomenabbaus (Abb.1.10). Des Weiteren zeigten fluoreszenzmi-
kroskopische Aufnahmen die Lokalisierung des Enzyms an einem speziellen Membrankompartiment,
welches zuerst als MIPA-Membransystem [262], spéter als ein Vorldufer des MIPA identifiziert wer-
den konnte und in unmittelbarer Ndhe zur Vakuolenmembran lag [425, 424]|. UGT51B1 (ATG26)
scheint fiir die Elongation und Reifung dieser autophagosomalen Struktur nach Bindung an einen
cytosolischen Lipid-Protein-Nukleierungskomplex essentiell zu sein [425]. Dabei wird angenommen,
dass ein Vorlaufer dieses Komplexes, bestehend aus verschiedenen ATG-Proteinen, mit Hilfe einer
hohen Konzentration von PI(4)P UGT51B1 iiber die PI-Bindedoméne (PBD, phosphoinositide-
binding domain, PH-GRAM) rekrutiert. Die Enyzmaktivitiat an diesem Wirkort initiiert vermutlich
die Formation des MIPA und tragt somit zum reguldren Ablauf des Mikropexophagie-Prozesses bei.
Dieses MIPA-Membransystem wurde jedoch bisher noch nicht ausreichend charakterisiert. Auch
konnte bisher der Ursprung und die Biogenese praautophagosomaler Strukturen (PAS, preautopha-
gosomal structure), zu denen auch der MIPA gehort, sowohl fiir selektive als auch fiir nicht-selektive
Autophagie noch nicht geklart werden. Es wird die Synthese aus einem schon existierenden Organell
bzw. die de novo-Formation angenommen. Als Quellen werden das ER, der Golgi-Komplex und die

Plasmamembran diskutiert [324].

27Griin- oder Cyan-fluoreszierendes Protein

38



1 Einleitung

Weitere Studien zeigten, dass die Deletion der PH-GRAM-Doméne keinen FEinfluss auf die (-
ErgGle-Biosynthese nimmt, jedoch auf die Fahigkeit den Mikropexophagie-Prozess durchzufiithren
(Abb.1.10). Dies konnte auf die verédnderte, intrazelluldre Lokalisierung des Enzyms zuriickzufiihren
sein, bei der das Glycolipid nicht am “richtigen” Ort synthetisiert wird, um seine Wirkung entfalten
zu konnen. Wurde hingegen die katalytische Doméne deletiert, entsprach zwar die Lokalisierung
des nativen Enzyms den Vorstellungen, doch die Enzymaktivitdt war nicht detektierbar. Neben der

fehlenden B-ErgGle-Biosynthese war auch die Fahigkeit zur Mikropexophagie nicht mehr présent.

AOX-
Lokalisierung  Sterol-B-Glucosid- Degradations-
A am MIPA Biosynthese assay
Dominen TrPH-G PH-G CAT
— . VT * *
AS 1 1211
B
Augt51b1 - -
GFP TrPH-G PH-G CAT
< - B B GFP-ugt51b1 + + +
o _ B CFP-ugts1b1ATrPH-G + + +
o = B CFP-ugtS1b1APH-G - + -
o - I GFP-ugt51b1ACAT + - -

Abbildung 1.10: Funktionelle Doménen der S-ErgGlcT UGT51B1 und deren Beteiligung an

der Mikropexophagie.

A Schematische Darstellung der annotierten Domé&nen von UGT51B1 (Wildtyp, WT) (s. auch 1.3, S.14). B Verschiedene
Ugt51B1-Varianten wurden in Augt51b1-Zellen unter der Kontrolle des AozI-Promotors exprimiert. Die Benennungen dieser
Varianten befinden sich in der Mitte und eine graphische Darstellung linksseitig. Auf der rechten Seite ist eine Ubersicht iiber
die Ergebnisse fiir jeden Stamm beziiglich der Lokalisierung am MIPA-Membransystem, der B-ErgGlc-Biosynthese sowie der
AOX-Degradation dargestellt. Alkoholoxidasen (AOX) sind Markerenzyme, welche die Methanol-Umsetzung katalysieren, unter
Methanol angereichert und im Laufe der Mikropexophagie zusammen mit den Peroxisomen abgebaut werden. Verandert nach
[262].

Die von Oku et al. und Yamashita et al. erhobenen Daten [262, 425, 424| lassen vermuten, dass
bei einem reguldren Mikropexophagie-Prozess zwei Bedingungen erfiillt sein miissen: Zum Einen
die Lokalisierung des Enzyms an der MIPA-Vorldufer-Membran und zum Anderen die S-ErgGlc-
Biosynthese an eben dieser Membran. Die Moglichkeit, dass weitere Proteine in Form von Protein-
Protein-Interaktionen an der katalytischen Doméne Einfluss auf die Enzymfunktionalitiat bei der
Mikropexophagie nehmen, kann bisher weder ausgeschlossen noch belegt werden.

Es lasst sich festhalten, dass UGT51B1 einen Faktor darstellt, welcher fiir die Durchfiihrung des
Mikropexophagie-Prozesses von P. pastoris unabkéommlich und dabei offenbar an Membrantrans-
port- und Membranfusionsprozessen beteiligt ist [262, 425, 424].

Nach Nazarko et al. ist UGT51B1 vor allem fiir den Abbau von sehr groflen durch Methanol-

Induktion proliferierten Peroxisomen und auch fiir den Makropexophagie-Prozess essentiell [251,
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253|. Da das Enzym an der Formation des Pexophagosoms oder an der Initiierung grofflachiger
Membranstrukturen mit Bezug zum MIPA beteiligt ist, ldsst sich dariiber spekulieren, ob es durch
seine Aktivitdt diese Prozesse erleichtert [251, 253]. Wird die Peroxisomenproliferation beispielswei-
se mit Oleat oder Aminen induziert, resultieren kleinere Peroxisomen und UGT51B1 ist zwar am
Abbau beteiligt, aber nicht essentiell. Oleat- oder Amin-induzierte Peroxisomen der Hefe Y. lipo-
lytica werden iiber einen UGT51B1-unabhéngigen Makropexophagie-Prozess degradiert. Es scheint
folglich eine Korrelation zwischen dem Induktor und dem Abbauprozess zu bestehen. Wriessnegger
et al. und Nazarko et al. zeigten jeweils transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen, die die
Peroxisomen nach Methanol- und Oleat-Induktion zeigten [416, 252]. Nazarko et al. stellten zudem
die These auf, dass je grofer die Peroxisomen sind, desto mehr Pexophagie-spezifische AT G-Proteine
fiir den Abbauprozess essentiell sind [252)].

In S. cerevisiae erfiillt UGT51A1 (ATG26) keine essentielle Funktion in den verschiedenen Auto-
phagie-Prozessen. Dies konnte fiir den Cvt- und Makroautophagie-Prozess sowie den durch N&hr-

stoffmangel-induzierten selektiven Peroxisomenabbau bestétigt werden [47].

1.7.3 Pexophagie kann die Pathogenitat von filamentosen Pilzen
beeinflussen

Auch bei filamentésen Pilzen wird die Homdostase der Peroxisomen in Abhéngigkeit von Umwelt-
und physiologischen Konditionen durch ihre Biogenese sowie ihren Abbau (Pexophagie) reguliert.
PEX-Gene, die eine wichtige Rolle in der Proliferation von Peroxisomen einnehmen, konnten von
Kimura et al. mit der Pathogenitdt von Pilzen in Zusammenhang gebracht werden [163]. Sie zeig-
ten, dass ClaPEXG fiir die Infektion von Gurkenpflanzen durch C. lagenarium (syn. C. orbiculare)
bedeutend ist. Die Deletion von ClaPEX6 (oder Pexz6) resultierte in einer Beeintrachtigung des
Peroxisomen-Metabolismus sowie in kleineren (nicht-funktionalen) Appressorien mit stark reduzier-
ter Melanisierung und dem Verlust der Infektionsfihigkeit. Appressorien stellen weit verbreitete,
stark mit Melanin pigmentierte Infektionsstrukturen dar [4, 5]. Das Melanin, eingelagert zwischen
Plasmamembran und Zellwand des Appressoriums, erlaubt dem Pilz durch den Aufbau eines ho-
hen Turgordrucks die Penetration der Wirtspflanze [141]. Der sekundéire Metabolit Melanin bildet
eine Permeabilitiatsbarriere zwischen Plasmamembran und Zellwand des Appressoriums und nur
an der Anheftungsstelle an die Wirtspflanze befindet sich ein nicht-melanisierter Bereich. Da in
den Appressorien Glycerol (ein kompatibles Solut) akkumuliert wird und die melanisierte Zellwand
dafiir impermeabel ist [63], wird ein hoher Turgordruck erzeugt: 2-4 MPa bei Blumeria graminis
(Echter Mehltau), ca. 5 MPa bei Colletotrichum graminicola und bis zu 8 MPa bei M. oryzae
[140, 141, 15, 281|. Dies erlaubt dem Pilz Druck auf die Pflanzenoberfliche auszuiiben und die-
se iiber einen Penetrationspflock zu penetrieren. Kubo et al. zeigten, dass Appressorien Melanin-
defizienter Mutanten nicht mehr penetrationsfahig waren [175]. 2001 zeigten Kimura et al. dar-
aufhin den Einfluss des Peroxins PEX6 auf die fungale Pathogenitdt bzw. auf die Bildung und
Funktionalitdt des Appressoriums [163]. Auch bei M. oryzae zeigte eine pex6-Mutante neben einer
gestorten Peroxisomen-Biogenese einen Defekt in der Melanisierung der Appressorien, und somit
konnte eine Korrelation des peroxisomalen Metabolismus mit der Pathogenitidt angenommen wer-

den [284, 392|. Vor kurzem konnte bei diesem Pilz ebenfalls gezeigt werden, dass die Inhibierung
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des durch Nahrstoff-Mangel induzierten Autophagie-Prozesses zum Verlust der Pathogenitét fithrt
[380, 381, 204]. Veneault-Fourrey et al. zeigten, dass der Pilz fiir die Ausbildung des Appressori-
ums teilweise die Mitose einstellt und den Tod der Konidie durch (Makro-)Autophagie-Prozesse
in Kauf nimmt [380|. Eine Mutation im Atg8-Gen resultierte in einer beeintriachtigten Autophagie
sowie Appressorium-Formation und fiihrte zur Penetrationsunfiahigkeit. Die Unfunktionalitdt von
Appressorien kann durch einen zu niedrigen Turgordruck, begriindet durch eine gestorte Glycerol-
Produktion, erreicht werden [204]. Liu et al. zeigten anhand von Deletionen weiterer Hefe-Homologe
von Atg2, Atg4, Atgh, Atg9 und Atgl8 in M. oryzae, dass die Autophagie essentiell fiir die Genera-
tion des appressorialen Turgors sowie folglich fiir die Penetration der pflanzlichen Cuticula ist [203].
Die Relevanz des peroxisomalen Metabolismus fiir die Pathogenitét zeigten Asakura et al. anhand
einer IclI-Mutante [10]. Icll codiert fir eine Isocitrat-Lyase und ist in den Glyoxylat-Zyklus der
Peroxisomen involviert. Die Aicll-Mutante zeigte zwar funktionale Appressorien, aber eine schwere
Beeintrachtigung der Virulenz, da sie keine Infektionshyphen ausbilden konnte.

Wiéhrend die Peroxisomen-Proliferation fiir die Glycerolakkumulation durch den Abbau von Gly-
cogen und Triacylgylcerol (TAG) erforderlich ist [363, 307], ist der anschliefende Abbau bisher in
Bezug auf die Appressorienfunktion noch nicht geklért. Thines et al. zeigten die Mobilisierung von
Glycogen und TAG in einem Modell. Nach diesem erfolgt der Abbau iiber den “PMKI1 MAPK-
Pathway”. Der Glycogenabbau treibt die Glycolyse an und kénnte durch das Metabolisieren von
Dihydroxyaceton-3-Phosphat (DHAP), Dihydroxyaceton (DHA) oder Glycerinaldehyd (GAD) zur
Glycerolproduktion beitragen. Glycerolproduktion koénnte ebenfalls durch den Abbau von TAG
durch eine TAG-Lipase erfolgen. Die freien Fettsduren werden anschliefiend iiber S-Oxidation zu
Acetyl-CoA abgebaut, und Glycerol kénnte iiber den Glyoxylat-Zyklus und die Gluconeogenese er-

zeugt werden.

Asakura et al. und Takano et al. zeigten kiirzlich erstmals einen Zusammenhang des Peroxisomenab-
baus mit der Appressorienfunktion, indem sie in C. lagenarium (syn. C. orbiculare) ein Ortholog zu
PpAtg26 (PpUgt51B1) als Pathogenititsfaktor identifizierten: CoAtg26 [9, 350]. Wie zuvor schon
erwahnt, besteht die Vermutung, dass ein Zusammenhang zwischen Pexophagie und fungaler Pa-
thogenitdt besteht. Dies begriindet sich in der Anwesenheit von Peroxisomen in den Konidien vor
der Differenzierung und deren Abbau im Laufe dieses Prozesses. Eine Aatg26-Mutante zeigte nur
eine reduzierte SGT-Aktivitdt, da moglicherweise noch weitere Isoenzyme der Ugt54-Familie vor-
handen sind. Eine Deletion des pex6-Gens fiihrte zu unmelanisierten Appressorien. Die Deletion von
Atg26 fithrte hingegen zu melanisierten Appressorien, zeigte aber einen Defekt in der Invasion des
Wirtes, da keine Infektionshyphen ausgebildet wurden. Interessanterweise konnte die Mutante aber
die Cuticula immunsupprimierter Gurkenblatter sowie Nitrocellulosemembranen penetrieren. Dies
legt nahe, dass die melanisierten Appressorien penetrationsfahig sind, aber im Falle der Mutante
die pflanzliche Abwehr den Pilz daran hindert, das Pflanzengewebe zu infizieren.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass ATG26 die Homdbostase der Peroxisomen in den Appresso-
rien aufrecht erhilt und somit die physiologische Signifikanz dieser Organellen in Bezug zur Pa-
thogenitét aufzeigt [9]. Es wurde zudem gezeigt, dass der WT-Stamm seine Peroxisomen wéhrend

des Infektionsprozesses der Vakuole abbaut. Die Aatg26-Mutante zeigte jedoch neben einem ver-
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zogerten Peroxisomenabbau (eine signifikante Menge verblieb im Appressorium) einen Defekt in
der Invasion des Wirtes, so dass davon auszugehen ist, dass ATG26 vermutlich an der Funktiona-
litdt der Appressorien trotz des Melanins beteiligt ist. Wie auch schon Co-Lokalisierungsstudien
des P. pastoris-Homologs zeigten [262, 425, konnte auch CoATG26 an einer praautophagosomalen
Struktur aufgrund der wahrscheinlichen Bindung mittels PI-Bindedomé&ne lokalisiert werden. Diese
spezifische Bindung scheint einen Einfluss auf die Phytopathogenitdt des Pilzes zu haben, denn
Atg26 APDB konnte den Pexophagie- und Pathogenitédts-Defekt nicht komplementieren. Dies traf
auch auf Atg26 ACAT-Mutante zu.

Welche Verbindung kénnte nun zwischen der Pexophagie und der Phytopathogenitét eines Pilzes
bestehen?

Die ATG26-abhéngige Pexophagie sorgt fiir die Verwertung intrazellulirer Komponenten. Das Re-
cycling von AS innerhalb der Appressorien kénnte die Proteinbiosynthese unterstiitzen, welche fiir
die Invasion erforderlich ist. Anderseits konnten nicht-degradierte Peroxisomen einen negativen Ein-
fluss auf den Metabolismus und die strukturellen Aspekte der Appressorien-vermittelten Penetration
nehmen. Es wird angenommen, dass ATG26 zur zelluldren Integritdt der Appressorien beitragt und
zwar durch das Recycling von Zellkomponenten, mit denen der Zellwandaufbau unterstiitzt werden
kann. Doch auch der Zeitpunkt der Degradationsprozesse spielt eine wichtige Rolle. Werden die Per-
oxisomen grofitenteils zu frith abgebaut, behindert dies moglicherweise die Appressorienreifung. Dies
kann daran liegen, dass das Acetyl-CoA, synthetisiert durch die 8-Oxidation in den Peroxisomen,
dann nicht mehr fiir die Biosynthese des Melanins zur Verfiigung stehen wiirde [163, 10|. Deshalb
muss die Homoostase strikt reguliert werden. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass
die Peroxisomen-Homdoostase (Peroxisomen-Aufbau und -Degradation) fiir die Phytopathogenitét
eine wichtige Rolle einnimmt und zudem, dass ATG26 einen regulierenden Faktor dieser Abbau-
prozesse an einer definierten Membran darstellt, dessen Rekrutierung an diese Membran iiber die

PI-Bindedomaéne erreicht wird.

Im Gegensatz zu den Resultaten von Asakura et al. [9] zeigten Kershaw und Talbot [159], dass
die Deletion von Atg26 in M. oryzae nicht zu einer eingeschrinkten Infektionsfdhigkeit fiihrt. Die
Aatg26-Mutante zeigte einen Befall des Wirtes und auch keine Auffdlligkeiten in der konidialen
und appressorialen Autophagie. Yoshimoto et al. fassten schliefslich die bisherigen Erkenntnisse der
Korrelation von Pathogenitdt und Pexophagie in M. oryzae und C. orbiculare in einem Review

zusammen [431].

1.8 Glycolipid-Engineering-Methode

Eine Glycolipid-Engineering-Methode sollte in dieser Arbeit zur Funktionsanalyse von Glycolipiden
eingesetzt werden. Normalerweise werden zur Aufklarung von Funktionen von Genen/Proteinen /Stoff-
wechselprodukten Gen-Deletionsmutanten erzeugt. Dazu wird die konventionelle “ Reverse Gene-

tics”-Methode angewandt. Die Deletion eines Gens, welches z.B. fiir ein wichtiges Enzym in einem

42



1 Einleitung

Stoffwechselweg codiert, kann zu einem physiologischen Phinotyp fithren. Uber diesen Phénotyp
kénnen durch den Vergleich mit dem Phénotyp des W'Ts Riickschliisse auf die biologische Funktion
des Stoffwechselprodukts gezogen werden. Aber das Fehlen eines Gens bzw. des resultierenden Stoff-
wechselprodukts kann auch zu schwerwiegenden Funktionsstorungen (beeintriachtigtes Wachstum
und Lebensfahigkeit) fithren. Zudem kénnen unter Umstédnden keine detaillierten Riickschliisse auf
die Funktion(en) des fehlenden Gens geschlossen werden, da auch pleiotrophe Effekte, d.h. Verén-
derungen mehrerer phénotypischer Merkmale, hervorgerufen werden kénnen. Als Beispiel fiir einen
solchen Effekt kann der Zwergwuchs einer transgenen Pflanzen angefiihrt werden. Zudem bietet
die Herstellung einer Gen-Deletionsmutante nur die Moglichkeit festzustellen, ob ein Molekiil eine
bestimmte biologische Funktion hat. Welche strukturellen Eigenschaften des Molekiils der Funktion
zugrunde liegen, kann durch Anwenden einer Glycolipid-Engineering-Methode analysiert werden.

Die Glycolipid-Engineering-Methode beinhaltet das Austauschen eines Enzyms, wodurch ein struk-
turell verdndertes Stoffwechselprodukt erzeugt werden kann. Dadurch kann ein natives Stoffwechsel-
produkt durch méoglichst identische Quantitéten eines dhnlichen Stoffwechselprodukts ersetzt wer-
den. Der Vergleich des transgenen Organismen mit dem nativen Organismus ermdglicht anschlieffend
die Identifizierung von spezifischen Funktionen. Dies beruht darauf, dass durch den Austausch eines
Enzyms generelle Funktionen durch dessen Stoffwechselprodukt aufrecht erhalten werden. Spezi-
fische Funktionen des nativen Stoffwechselprodukts konnen hingegen erkannt werden, wenn das

strukturell dhnliche Stoffwechselprodukt diese Funktionen nicht erfiillen kann.

D. Warnecke beschrieb 2007 und 2010 die einzelnen Schritte, die der Methode zugrunde liegen
[396, 395] und welche hier anhand eines Austauschs eines Glycolipids dargestellt werden:

1. Auswahl der Organismen nach Glycolipid-Zusammensetzung und genetischer Manipulierbar-
keit.

Klonierung von Genen zur Charakterisierung der Funktion der codierten Enzyme.
Erzeugung von Deletionsmutanten.

Nachweis von physiologischen Defekten der Deletionsmutante.

Substitution der nativen durch modifizierte Glycolipide.

Vergleich der Phénotypen des WT und des transgenen Organismus.

A e

Analyse der biologischen Funktionen der Glycolipide auf molekularer Ebene.

Die beschriebene Glycolipid-Engineering-Methode konnte bereits erfolgreich angewendet werden:
Holzl et al. verdnderten das Glycolipidmuster in Thylakoiden von Pflanzen und Blaualgen durch
heterologe Expression bakterieller GTs [131, 134]. Sie konnten funktionale Unterschiede zwischen
Galactolipiden und Glucolipiden in der Photosynthese hoherer Pflanzen nachweisen [133]|. Neben
der Rolle in der Photosynthese konnte auch die Rolle dieser Glycolipide in der Membranlipid-
Homdostase untersucht werden [132]. Auch die Gruppen von A. Wieslander und W. Dowhan wand-
ten diese Methode bereits fiir E. coli an. Sie exprimierten heterologe Diacylgylcerol-Glycosyltrans-
ferasen in E. coli-Mutanten mit Defekt in der Phospholipidbiosynthese [411, 420, 410| und unter-

suchten den Einfluss der erzeugten Galacto- und Glucolipide in dieser PE-defizienten Mutante, die
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in verschiedenen Membran-assoziierten Prozessen beeintrichtigt war.

1.9 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten die biologischen Funktionen von SGs ndher untersucht werden,
da bisher {iber die Funktionen dieser Glycolipide wenig bekannt war. Die im vorherigen Abschnitt

vorgestellte Methode des Glycolipid-Engineering sollte dazu (ab Schritt 5) Anwendung finden.

Zu Beginn existierte bereits eine P. pastoris-Mutante (Augt51b1), die eine Deletion des S-ErgGlcT-
codierenden Gens Ugt51B1 aufwies. Durch die Deletion wurde neben dem Verlust der S-ErgGlcT-
Aktivitat ein physiologischer Defekt hervorgerufen: Die Hefe war nicht mehr in der Lage, ihre
Peroxisomen nach einem Wechsel der Kohlenstoffquelle von Methanol zu Glucose (unter mikro-
pexophagischen Konditionen) abzubauen [262|. Es stellte sich daraufhin die Frage, inwiefern das
Glycolipid B-ErgGle fiir den Degradationsprozess der Peroxisomen essentiell ist. Es bestand auch
die Moglichkeit, dass das Protein UGT51B1 unabhéngig von seiner katalytischen Féahigkeit am De-
gradationsprozess beteiligt ist. Um zu priifen, ob das Protein oder das Glycolipid fiir den Prozess
essentiell ist, wurden durch den Austausch einzelner AS in der katalytischen Doméne modifizierte
Proteine generiert. Diese sollten nach Moglichkeit in ihrer §-ErgGle-Biosynthese-Aktivitat beein-
trachtigt sein und optimalerweise keine Anderung in ihrer Tertirstruktur aufweisen. Durch den
Vergleich der Phénotypen einer Hefe, welche eine katalytisch-inaktive UGT51B1-Variante expri-
miert, mit dem des WTs konnte die Rolle des Proteins oder des Glycolipids in der Degradation von

Peroxisomen analysiert werden.

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob strukturellen Eigenschaften des SGs fiir die biologische Funk-
tion in der Peroxisomendegradation erfiillt werden miissen oder ob neben G-ErgGlc auch strukturell
ghnliche SG-Varianten dessen Rolle im Abbauprozess einnehmen kénnten.

Um dies aufzukldren, wurde die Glycolipid-Engineering-Methode verfolgt, durch die das native (-
ErgGle durch strukturell dhnliche SGs ersetzt werden sollte. Es sollte erreicht werden, dass SG-
Varianten moglichst in denselben Quantitéiten im Organismus erzeugt werden. Dadurch sollten die
generellen Funktionen von SG gewéhrleistet und der Zusammenbruch von Membransystemen auf-
grund des fehlenden Membranlipids in den transgenen Hefen vermieden werden. Auf diese Weise
konnte es zudem ermdglicht werden, spezifische Funktionen durch Gegeniiberstellung der Phéno-
typen der WT-Hefe und der Hefen aufzuklaren, die SG-Varianten erzeugten. Um andere SGs syn-
thetisieren zu konnen, sollten heterologe SGTs in einer UGT51B1-defizienten P. pastoris-Mutante
exprimiert werden. Diese SGTs wiesen u.a. andere Zuckerspezifitdten auf und konnten sowohl den
retaining- als auch den inverting-Katalysemechanismus ausfiithren, so dass vielfdltige SG-Varianten
untersucht werden konnten.

Einige heterologe SGT-Gene waren zu Beginn dieser Arbeit bereits bekannt, andere mussten zu-
néchst identifiziert werden. Die fiir eine a-SGlcT-codierende Sequenz aus dem human-pathogenen

Bakterium H. pylori wurde 2006 von Anne-Héléne Lebrun identifiziert, kloniert, heterolog exprimiert

44



1 Einleitung

und charakterisiert [187] und sollte in die Analyse der spezifischen Funktion von SG in P. pastoris
eingesetzt werden. Um noch weitere SG-Varianten zur Verfiigung zu haben, sollten die codierenden
Gene fiir eine §-SGalT aus B. burgdorferi und eine 3-SGIlcT aus B. hermsii identifiziert werden.
Nach anschliefsender Expression der heterologen SGTs in P. pastoris war es letztendlich moglich, die
spezifische Funktion der SG-Varianten im Peroxisomenabbau zu analysieren. Ein Schema, welches

die Vorhaben dieser Arbeit zusammenfasst, befindet sich in Abbildung 1.11.

Identifizierung von SGT-codierenden Genen

Pichia pastoris ‘ ‘ Helicobacter pylori ‘ ‘ Borrelia burgdorferi ‘ ‘ Borrelia hermsii

Ugt51B1, B-ErgGlcT Hp0421, a-CholGlcT B-CholGalT B-CholGleT

|

‘site directed mutagenesis ‘

|

UGT51B1-Varianten 4>‘ Klonierung von Gensequenzen in Expressionsvektoren ‘

‘ Heterologe Expression in E. coli bzw. P, pastoris ‘

l

Lipidanalyse, in vitro-Analyse der Enzymaktivitat
& Proteinnachweis durch Immunoblot-Analyse

v

Funktionsanalyse von Sterylglycosiden

! !

‘ Degradationsfahigkeit der Peroxisomen ‘ ‘ Lokalisierung der SGTs ‘
UGT51B1-Varianten: Strukturelle SG-Varianten: UGT51B1-Varianten:
enzymatisch-inaktives Protein Komplementierung der B-ErgGlc- MIPA nachweisbar?
UGT51B1 oder B-ErgGlc essentiell? Funktion in P. pastoris?

Abbildung 1.11: Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit durchzufiihrenden Projekte.

Dunkelgrau hinterlegt: SGT-Sequenzen waren schon im Vorfeld dieser Arbeit bekannt. Hellgrau hinterlegt: SGT-codierende
Sequenzen sollten im Rahmen dieser Arbeit identifiziert werden. SGT, Sterol-Glycosyltransferase; SG, Sterylglycosid; MIPA,
Mikropexophagischer Apparat.
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Ziel dieser Arbeit war es mittels der Glycolipid-Engineering-Methode Hefetransformanten zu erzeu-
gen, die verschiedene SGT-Gene exprimierten, um die biologische Funktion von SG beim Abbau
von Peroxisomen in der methylotrophen Hefe P. pastoris zu analysieren. Des Weiteren sollte durch
die Generation von UGT51B1-Varianten mittels “site directed mutagenesis” (SDM) geklart werden,
ob nicht das 8-ErgGlc, sondern das enzymatisch-inaktive Protein UGT51B1 fiir den Abbauprozess
essentiell sein konnte. Detaillierte Informationen zu den Zielen sind 1.9 (S.44) zu entnehmen.

Im folgenden Teil soll nun zuerst auf die Generation und die Lokalisierung der genannten UGT51B1-
Varianten eingegangen werden. Danach soll die Identifizierung neuer SGT-Gene und die Generation
von Hefen mittels Glycolipid-Engineering-Methode vorgestellt werden. Die erzeugten Hefen sollten
in der Lage sein, verschiedene SG-Varianten zu synthetisieren (s. 2.2, S.55). Im néchsten Schritt
war es schliefflich méglich, die biologische Funktion der modifizierten UGT51B1-Varianten bzw. der

SG-Varianten in der Degradation von Peroxisomen zu analysieren (s. 2.3, S.77).

2.1 Analyse der Funktion von §-ErgGlc in P. pastoris

Die B-ErgGleT (UGT51B1) aus P. pastoris katalysiert die Reaktion von Ergosterol und UDP-
Glucose zu B-ErgGlc und wurde von Warnecke et al. identifiziert, kloniert, heterolog exprimiert und
charakterisiert [393|. 2003 wurde dann von Oku et al. beschrieben, dass UGT51B1 eine essentielle
Rolle in der Mikropexophagie, dem Abbau der Peroxisomen nach einem Wechsel der Kohlenstoff-
quelle von Methanol zu Glucose, einnimmt [262]: Eine S-ErgGlcT-defiziente KO-Mutante konnte
ihre Peroxisomen nicht mehr abbauen. Eine weitere Mutante mit Deletion der katalytischen Do-
méne des Proteins konnte ebenfalls kein 8-ErgGlc mehr synthetisieren und ihre Peroxisomen nicht
mehr abbauen (s. 1.7.2, S.37). Nun sollte weiterfithrend geklart werden, ob das Protein S-ErgGlcT
unabhéngig evt. durch (unbekannte) Protein-Interaktionen oder abhéngig von seiner katalytischen

Aktivitdt am Peroxisomenabbau beteiligt ist.

2.1.1 Zwei Mutationen in UGT51B1 beeintriachtigen die
(-ErgGlc-Biosynthese in P. pastoris

In dieser Arbeit wurden verschiedene [-ErgGlcT-Varianten erzeugt, indem einzelne Nukleotide in
der Sequenz des codierenden Gens Ugt51B1 mittels SDM so modifiziert wurden, dass nach Trans-
lation eine AS im Protein verdndert vorlag. Die Modifikationen sollten in stark konservierten Berei-

chen der katalytischen Doméne erfolgen (s. Abb.2.1). Die konservierten Bereiche, welche modifiziert
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werden sollten, umfassten folgende konservierte AS:

e A:  Phe Thr Met Pro

e B: His Gly Gly

e C: Pro Phe Phe Gly Asp GIn
e D:  Arg Gly Asp (X) Gln Pro

Die in diesem Bereich abgeleiteten Mutationen/Mutanten werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit
mit Mutation/Mutante(Mut)A-D bezeichnet. Die Bezeichnung beschreibt sowohl den mutagenisier-

ten/modifizierten Bereich als auch explizit die ausgetauschte AS.

Im ersten Schritt mussten die ausgewédhlten Bereiche in Bezug auf die Folgen eines Nukleotidaustau-
sches iiberpriift werden. Es musste zum Einen ein AS-Austausch erreicht werden und zum Anderen
auch eine Moglichkeit bestehen, die native Gensequenz wihrend der Klonierungsphase von der
punkt-mutierten Gensequenz zu unterscheiden. Deswegen wurden die DNA-Abschnitte auch in Be-
zug auf Uberpriifungsméoglichkeiten durch Restriktionsanalysen analysiert. D.h. es wurde iiberpriift,
ob durch den Nukleotidaustausch eine Restriktionsstelle erzeugt oder deletiert wurde. Dadurch er-
geben sich bei Uberpriifung des zu transformierenden Vektors zum Urspungsvektor verschiedene
Restriktionsmuster. Der Ursprungsvektor pCFP-ugt51b1-FL (von Yasuyoshi Sakai, Univ. Kyoto,
JP), in dem das native Gen aminoterminal mit einem (cyanen) Fluoreszenzprotein (CFP) versehen
ist, wurde fiir die SDM-Methode genutzt. Durch das gekoppelte CFP konnte das Protein mittels
Immunoblot-Analyse nachgewiesen und die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden. Die
Genexpression wurde durch den Methanol-aktivierbaren Aoz1-Promotor gewéhrleistet.

Alle vorgefundenen Moglichkeiten fiir AS-Austausche sind Anhang 1 (s. 4.15.2, ab S.182) zu ent-
nehmen. Die ausgewéhlten Bereiche fiir die Modifikationen mittels SDM koénnen der nachfolgenden

Abbildung 2.1 entnommen werden.
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Abbildung 2.1: Ausgewahlte Bereiche fiir die site directed mutagenesis von Ugt51B1 aus

P. pastoris.

AS-Sequenzalignment der katalytischen Domé&nen der SGTs aus A. thaliana (A.t.), A. sativa (A.s.), C. albicans (C.a.), S. cere-
visiae (S.c.), P. pastoris (P.p.) und D. discoideum (D.d.). Die konservierten Bereiche, welche in Bezug auf Moglichkeiten eines
AS-Austausches analysiert wurden, sind mit MutA-D gekennzeichnet. Die Mutationsstellen der korrespondierenden DNA aus
P. pastoris, welche mit einem roten * gekennzeichnet wurden, sollten wie folgt modifiziert werden: MutA P1164L, MutB G1389R
und MutC D1412A. Fiir MutD wurden im Rahmen dieser Arbeit keine SDM-Primer hergestellt. Weiterfiihrende Informationen
zu dieser Abbildung sind auch Abb.1.6 (S.19) zu entnehmen.

Nach der Synthese addquater Mutagenisierungsprimer fiir MutA, MutB und MutC konnte das zur
Verfiigung gestellte Ausgangsplasmid pCFP-ugt51b1-FL einer SDM-PCR unterzogen werden. Dabei
sollte folgende AS modifiziert werden: Prolin zu Leucin an Position 1164 (MutA, P1164L), Glycin
zu Arginin an Position 1389 (MutB, G1389R) und Aspartat zu Alanin an Position 1412 (MutC,
D1412A).

Darauthin wurden die folgenden Vektoren generiert: pCFP-ugt51b1-MutA P1164L, pCFP-ugt51bl-
MutB G1389R und pCFP-ugt51bl-MutC D1412A. So wurde u.a. das heterozyklische, unpolare,
neutrale Prolin gegen die aliphatische, unpolare, neutrale AS Leucin getauscht. Des Weiteren wurde
Glycin (neutral, unpolar) gegen Arginin (basisch, polar) ausgetauscht sowie auch Aspartat (sauer,
polar) gegen Alanin (neutral, unpolar). Eine Verifizierung der Mutationen in den Konstrukten er-
folgte nach Vervielfaltigung der Plasmide in E. coli mittels Restriktionsanalyse und Sequenzierung
im Vorfeld der Hefetransformation. Ein AS- und Nukleinsduresequenzalignment der drei mutierten
Vektoren und des Ausgangsvektors sind Anhang 2 (s. 4.15.2, ab S.182) zu entnehmen.
Anschliefsend wurden die generierten Konstrukte fiir die Transformation der §-ErgGlcT-defizienten
P. pastoris Mutante PPY12Augt51b1 mit Sall restringiert, um durch Linearisierung eine homologe
Rekombination in das Hefegenom zu gewahrleisten, und die Zellen transformiert. Es sollten anschlie-

fend Hefetransformanten ausgewéhlt werden, die Histidin-prototroph sind und die eingebrachte

48



2 Ergebnisse

Gensequenz aufwiesen, wobei der Aozxl-Locus intakt vorliegen sollte. Die erhaltenen Transforman-
ten wurden zuerst hinsichtlich der Kompensation der Histidin-Auxotrophie (durch die Komplemen-
tation der mutierten Histidin-Dehydrogenase (his/)) untersucht. Dazu wurden die Transformanten
auf einem Histidin-defizienten Nahrboden angezogen und darauf selektiert. Auf Methanol-haltigem
Nahrboden konnte untersucht werden, welche der Histidin-prototrophen Transformanten noch eine
intakte AOX aufwiesen: Diejenigen, welche schnell wuchsen, entsprachen dem Mut™-Schema und
wiesen auf ein intaktes AozI-Gen hin. Die langsam wachsenden entsprachen dem Mut®-Schema und
konnten aufgrund der deletierten Aozl das als einzige Energiequelle vorliegende Methanol nicht so-
fort umsetzen. Eine AOX2-Aktivitét tritt erst spater auf (s. 2.3.1, S.77). Optional konnte auch noch
eine sogenannter in situ-AOX-Aktivitatsfarbung (nach Stasyk et al. [330]) durchgefiihrt werden.
Im néchsten Schritt wurden die Zellen genotypisch untersucht. Dabei wurden die Prisenz des ins
Genom integrierten Gens sowie die Integritdt der Aox! iiberpriift. Die PCR wurde mit genspezi-
schen, internen Primern fiir CAT (repréisentiert einen Part der katalytischen Doméne von UGT51B1
auf Nukleotidebene) und Aox! durchgefiihrt. Es konnte die Prisenz von Ugt51B1 sowie von Aoxl
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Das bedeutet, dass auker der KO-Mutante alle Hefe-
Transformanten sowie der WT als Kontrolle Ugt51b1 aufwiesen. Durch die Integritdt des Aox1-
Locus konnte eine Integration der Ugt51B1-Varianten in diesen Gen-Locus ausgeschlossen werden.
Anschliefsend wurde untersucht, ob die UGT51B1-Varianten in der rekombinanten Hefe aktiv wa-
ren. Dazu wurde die Genexpression nach Kultivierung der Zellen mittels Methanol fiir ca. 20 h
bei 30°C induziert und Gesamtlipide durch Ausschiitteln mit Chloroform-Methanol-Gemischen aus
den Zellen fiir eine Lipidanalyse extrahiert. Im vorliegenden Fall wurde zur besseren Visualisierung
das SG zusammen mit dem GlcCer, einem weiteren Glycolipid, sdulenchromatographisch von den
restlichen Lipiden des Gesamtlipidextraktes abgetrennt und diese Fraktion mittels Diinnschichtchro-
matographie analysiert. Wahrend der Kultivierung und nach Zugabe von Methanol aktiviert der
Aox1-Promotor die Genexpression der inserierten Gensequenzen. Bei dem Hefe-WT-Stamm erfolgt
die Expression des G-ErgGlcT-Gens Ugt51B1 unter Kontrolle des nativen, konstitutiven Promotors.
Zur Gleichbehandlung wurden diese Hefezellen ebenfalls in Methanol-haltigem Medium kultiviert.
Nach einer Methanol-Induktion von vier Stunden bei 30°C wurde ebenso ein zellfreies Homogenat
durch Aufbrechen der Zellen mit Glasperlen sowie nach Sonifizierung hergestellt und dieses in eine
in vitro-Enzymanalyse mit markiertem [*4C]Cholesterol und UDP-Glucose eingesetzt. Die Reaktion
wurde mit Chloroform/Methanol (2:1) und 0,45% NaCl abgestoppt, die untere, organische Phase
entnommen und diinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Die Reaktionsprodukte konnten an-
schliefend mittels “ Radioscanning” identifiziert und gegebenenfalls auch quantifiziert werden.
Nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung erfolgte die Zuordnung der SGs zu einem Ano-
mer i.d.R. nach Lipidanalyse und in vitro-Enzymassay nach Abgleich der ermittelten Retentions-
faktor(Rf)-Werte mit den Rf-Werten nicht-markierter Referenzen. Rf-Werte werden in dieser Arbeit
nicht explizit erwahnt, sondern nur die durch den Abgleich erfolgten Zuordnungen zu einem Anomer

oder einer Zuckerkopfgruppe genannt.
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A nach Saulenchromatographie:
- Sterylglycosid
-
’ Glucosylceramid
C
B
— Sterylglycosid

WT KO FL A B C LK
Mut

Abbildung 2.2: Mutationen in UGT51B1 beeintrachtigten die [-ErgGle-Biosynthese in

P. pastoris.

A Diinnschichtchromatographische Auftrennung nach sdulenchromatographischer Fraktionierung der Glycolipide aus einem
Gesamtlipidextrakt. B Diinnschichtchromatographische Auftrennung radioaktiver Produkte nach in vitro-Enzymanalyse zur
Bestimmung der SGT-Aktivitit. Eingesetzt wurden 20 ug Protein, [*4C]Cholesterol (ca. 160.000 dpm; Endkonz.: 13 ;M) und
nicht-markierte UDP-Glucose (0,25 mM). LK: Leerkontrolle ohne Homogenat. Es wurde nur der Sterylglycosid-umfassende
Bereich dargestellt. Extrakte wurden aus transgenen Hefen generiert, welche drei verschiedene modifizierte CFP-Ugt51B1-
Varianten (MutA-C) im Genom aufwiesen sowie die unmodifizierte CFP-Ugt51B1-Version (FL). Als Kontrollen dienten der
P. pastoris WT-Stamm PPY12 und eine 3-ErgGlcT-defiziente KO-Mutante (PPY12Awugt51b1). Alle Proben wurden diinn-
schichtchromatographisch in Chloroform/Methanol 85:15 aufgetrennt. Die Detektion der Lipide erfolgte mittels des Spriihrea-
genzes a-Naphtholschwefelsdure und anschliefRendem Veraschen (A) bzw. mittels “ Radioscanning” nach zwei Stunden Exposition

(B).

Nach einer Gesamtlipidextraktion konnten nur geringen Mengen an SG im WT, dem Komplemen-
tierer FL mit der unmodifizierten Ugt51B1-Version und der Ugt51B1-MutA-exprimierenden Hefe
neben den anderen in einer Lipidextraktion enthaltenen Lipiden (Phospho- und Neutrallipide, Gle-
Cer, Ergosterol) detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Eine bessere Visualisierung des SGs konnte
nach Sdulenchromatographie des Gesamtlipidextraktes erreicht werden. Die Analyse der erhaltenen
Glycolipid-Fraktion (Abb.2.2A) bestéitigte die Analyse der Gesamtlipidextrakte (nicht gezeigt). Die
Intensitdten der SGs sind in dieser Abbildung besser zu erkennen und zur Verdeutlichung der Lipi-
dextraktauftragungssmenge ist GlcCer ebenfalls dargestellt. Die Expressions- und Synthesestérken
in Abhéngigkeit der Promotoren sind auf diese Weise deutlich zu erkennen: Die stirkste Intensi-
tét zeigte der Komplementierer FL. Schwéchere §-SGle-Lipidbanden zeigten hingegen der W'T und
die transgene Hefe, welche das Protein UGT51B1-MutA synthetisierte. Die in vitro-Enzymanalyse
mit markiertem Cholesterol (Abb.2.2B) zeigte ebenfalls, dass neben dem WT weitere Hefen (FL,
UGT51B1-MutA) in der Lage waren, $-CholGle zu synthetisieren. Die Intensitdten der [-SGle-
Banden korrelierten mit denjenigen aus Abb.2.2A. Die Leerkontrolle ohne Homogenat zeigte kein
Signal. Weitere Variationen des Assays, u.a. durch Zugabe von Triton X-100, mit verldngerter Reak-
tionszeit sowie nach Einsatz variierender Proteinmengen zeigten keine signifikanten Auswirkungen
auf die 8-SGlcT-Aktivitdt. Eine Induktion der Zellen mit Methanol fiir 24 h fiihrte im Enzymassay
sogar zu schwécheren SGT-Aktivitdten (Daten nicht gezeigt).
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass zwei Punktmutationen G1389R (MutB) und
D1412A (MutC) in UGT51B1 die B-SGle-Synthesefdhigkeit beeintrachtigten, wihrend nach Ge-
neration von Mutation P1164L (MutA) die SG-Synthese aufrecht gehalten wurde.

2.1.2 Rekombinante UGT51B1-Varianten konnten in den

transgenen Hefen nachgewiesen werden

Nachdem in 2.1.1 gezeigt wurde, dass die erzeugten Mut-Konstrukte erfolgreich in das P. pastoris-
Genom integriert wurden und die vorhandenen Mutationen zum Teil die 8-ErgGlc-Biosynthese be-
eintrichtigten, sollte anschliefsend analysiert werden, ob alle rekombinanten Proteine der UGT51B1-
Varianten synthetisiert wurden.

Zur Detektion dieser Varianten mussten in einem ersten Schritt nach der Induktion der Genexpressi-
on aus den P. pastoris-Zellen die gesamten Proteine isoliert werden. Die transgenen Hefen hatten ent-
weder das CFP-Ugt51B1-FL-Gen oder eine mutierte Variante (CFP-Ugt51B1-MutA, -MutB oder
-MutC) in ihr Genom aufgenommen. Nicht alle der Extraktionsmethoden (u.a. Schatz’scher Auf-
schluss, Harnstoff-SDS-Methode) erwiesen sich als geeignet fiir die Analyse der Proteine mittels SDS-
PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) und Proteinfarbung oder anschliefender Immunoblot-
Analyse. Sie resultierten zumeist in einer schlechten Separation der Proteine im Polyacrylamid
(PA)-Gel und/oder nach Immunoblot-Analyse in der Detektion von UGT51B1-Fragmenten, wel-
che durch Degradationsprozesse entstanden sein konnten und nicht in einer Proteinbande mit einer
molekularen Masse von 163 kDa fiir CFP-UGT51B1 (Daten nicht gezeigt). Nur mit einer Proteinex-
traktionsmethode, der TCA-Proteinextraktion, und anschliefendem Immunoblot konnte ein anspre-
chendes Ergebnis erreicht werden. Bei der Herstellung des Homogenats wurden die Proteinpellets
bei dieser Methode allerdings direkt in SDS-Probenpuffer aufgenommen, weswegen OD-Einheiten
geerntet wurden, um die in die SDS-PAGE eingesetzte Proteinkonzentration konstant zu halten.
Nachtraglich konnte die Proteinkonzentration mit der colorimetrischen Methode nach BRAMHALL
bestimmt werden.

Die Hefezellen wurden angezogen und die Genexpression mittels Methanol iiber Nacht (iiN, hier
ca. 20 h) bei 30°C induziert. Danach wurden aus einer OD-Einheit nach Protokoll von Oku und Sa-
kai die gesamten Proteine extrahiert [261]. Nach Aufnahme des Proteinpellets in SDS-Probenpuffer
wurden die Proteine hitze-denaturiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine danach
mittels Western-Blot auf eine Membran transferiert. Der Transfer grofser Proteine ist jedoch nicht
unproblematisch, da diese préazipitieren konnen und somit schlechter transferiert werden. Zugabe
von SDS in den Transferpuffer dient der Mobilisierung der Proteine. Das Methanol im Transferpuffer
neigt dazu das SDS wieder von den Proteinen zu entfernen, so dass beim Transfer grofser Proteine
die Methanolkonzentration gesenkt werden sollte. Am Besten erwies sich im hier vorliegenden Fall
der Transfer mit 0,1% SDS und 10% Methanol im Transferpuffer. Nach dem Transfer erfolgte die
Detektion des gesuchten Proteins mit einem monoklonalen Anti-GFP-Antikorper. Zudem wurden
die Proteine in einer parallelen SDS-PAGE ebenfalls aufgetrennt und mit Coomassie gefarbt. Die

Resultate der Proteinanalysen sind Abbildung 2.3 zu entnehmen.
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Abbildung 2.3: UGT51B1-Varianten der Hefetransformanten konnten nachgewiesen werden.

A SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassie-Farbung. B Immunoblot-Analyse zur Detektion CFP-markierter UGT51B1-
Varianten. Die Detektion erfolgte mit einem Anti-GFP Monoclonal Antibody. Exponiert wurde die Membran anschlieffend
fir 30 min im “LAS3000-Imaging-System” unter sehr sensitiven Einstellungen. Im Schnitt wurden -80 pug Protein der TCA-
Proteinextrakte aus P. pastoris einer SDS-PAGE mit anschlieffender Coomassie-Brilliant-Blue G250-Farbung bzw. Immunoblot-
Analyse unterzogen. TCA-Proteinextrakte wurden aus P. pastoris-Zellen des WT-Stamms PPY 12, einer 3-ErgGlcT-defizienten
KO-Mutante (PPY12Augt51b1), einer CFP-Ugt51B1-aufweisenden Hefetransformante (FL) und der Transformanten herge-
stellt, welche die CFP-Ugt51B1-MutA, -MutB, -MutC-Varianten im Genom integrierten. Als Molekulare-Masse-Standards
wurden der ColorPlus Prestained Protein Marker (M1) und der Prestained Protein Marker (M2) von NEB verwendet.

Abbildung 2.3A zeigt die Coomassie-Farbung von Gesamtproteinen nach elektrophoretischer Auf-
trennung der Proteinextrakte (transgener) P. pastoris-Zellen. Im 175 kDa-Bereich sind die grofen
Proteine in der WT-Probe am Besten wahrzunehmen, aber eine Akkumulation von UGT51B1
bzw. dessen Varianten war in keinem Proteinhomogenat zu erkennen. Eine parallel durchgefiihr-
te Immunoblot-Analyse (Abb. 2.3B) zeigte insgesamt vier Signale und zwar nur in Spuren, in denen
Proteinhomogenate aus Hefen aufgetragen wurden, welche ein CFP-markiertes Ugt51B1-Gen auf-
wiesen. Die ermittelte molekulare Masse des zu detektierenden Proteins CFP-UGT51B1 belduft
sich auf 163 kDa, es wurden jedoch Proteinbanden oberhalb der 175 kDa-Proteinstandard-Bande
detektiert. Die intensivste Bande wurden fiir den Komplementierer FL und fiir die transgene He-
fe mit UGT51B1-MutB-Variante erhalten. Im Homogenat von FL konnte zudem eine “filigranere”
Bande unterhalb des starken Signals detektiert werden. Diese schwéichere Bande lag ungeféhr auf
der Hohe der 175 kDa-Bande des Proteinstandards. In den Proteinextrakten der transgenen Hefen
mit UGT51B1-MutA und UGT51B1-MutC-Varianten waren insgesamt schwéchere Proteinbanden
zu erkennen.

Um zu beweisen, dass der GFP-Antikorper auch an andere Fluoreszenzprotein-Varianten!' bindet
und es sich bei den in Abb. 2.3B detektieren Signalen um die CFP-UGT51B1-Varianten han-
delte, wurden zur Kontrolle die Gensequenzen der Fluoreszenzproteine CFP und GFP aus den
Plasmiden p123-CFP und p123-GFP mittels Ncol(3’) und NotI(5’) restringiert und gerichtet in
den pET24d(+)-Expressionsvektor kloniert. Nach Transformation von E. coli C41(DE3) wurde die
Genexpression in den generierten, transgenen Zellen durch IPTG-Zugabe fiir 3 h bei 30°C indu-
ziert. Durch Sonifizierung der Zellen konnte anschliefend ein zellfreies Proteinhomogenat hergestellt

werden, von dem 10 pug Protein nach Proteinbestimmung nach BRADFORD in einer SDS-PAGE

!Das CFP wird durch Modifizierungen des GFP-Chromophors (AS 66-68: Gly-Tyr-Gly) generiert. Das
Glycin an Position 66 wurde durch ein Threonin ersetzt (> 66-68:Thr-Tyr-Gly) [105].
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aufgetrennt, danach gefarbt oder in eine Immunoblot-Analyse mit dem zuvor genannten Antikor-
per eingesetzt wurden. Im Coomassie-gefarbten PA-Gel konnte jeweils eine stirkere Bande von
25 kDa (ermittelte molare Masse: 27 kDa) detektiert werden, welche mittels Immunoblot-Analyse
als CFP bzw. GFP in den jeweiligen Homogenaten der Fluoreszenzprotein-exprimierenden FE. co-
li-Zellen identifiziert wurde. Der Einsatz eines polyklonalen Anti-GFP-Antikorpers erwies sich als
nicht zweckdienlich. Bei den P. pastoris-Proben fiihrte dieser Antikérper zu unspezifischen Bin-
dungen, und in den E. coli-Kontrollen konnten iiberhaupt keine Proteinbanden detektiert werden

(Daten nicht gezeigt).

Die CFP-markierten UGT51B1-Varianten konnten in P. pastoris mittels Immunoblot-Analyse nach-
gewiesen werden. Im n#chsten Schritt konnte die Bedeutung der 5-SGlc-Synthese beziiglich der in

P. pastoris vorliegenden Lokalisierung des Enzyms analysiert werden.

2.1.3 UGT51B1-Aktivitat beeinflusst Lokalisierung und
MIPA-Differenzierung

Durch das aminoterminale CFP-Tag war es moglich, die Expression und Lokalisierung der (-
ErgGlcT-Varianten in P. pastoris unter mikropexophagischen Konditionen fluoreszenzmikroskopisch
zu untersuchen.

Zur Kontrolle, ob die generierten Hefen unter Methanoleinfluss fluoreszieren, wurden der Komple-
mentierer FL, welcher die unmodifizierte, CFP-markierte UGT51B1-Variante synthetisierte, und
der WT-Stamm PPY12 in Vollmedium angezogen und danach fiir ca. 20 h in Methanol-Medium
bei 30°C inkubiert. Dadurch wurden die Peroxisomen proliferiert und der Aoz1-Promotor aktiviert,
welcher die Expression des getaggten Ugt51B1-Gens steuert. Im Anschluss wurden die Zellen fluores-
zenzmikroskopisch untersucht. Die CFP-UGT51B1-synthetisierende Hefe zeigte kleine Fluoreszenz-
“Spots”, wiahrend der WT diese konzentrierten Signale wiederum nicht erkennen lieft (Daten nicht
gezeigt). Weitere Fluoreszenz-Studien wurden von unserem Kooperationspartner Masahide Oku
(Univ. Kyoto) durchgefiihrt. In Kyoto fanden sich optimalere Bedingungen: Vor allem fand sich
dort die Erfahrung, um die mikroskopischen Analysen adéquat einordnen zu konnen.

Fiir die fluoreszenzmikroskopischen Analysen wurden die Zellen in Vollmedium angezogen, danach in
Methanol-Medium fiir ca. 12 h und anschliefsend fiir 30 min in Glucose-Medium kultiviert, bevor die
Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht wurden (Abb.2.4). Die Vakuole konnte mit FM4-64 ge-
farbt werden und Co-Expressionsstudien mit einem Marker fiir die Prisenz des MIPA, YFP-ATGS
(syn. PAZ2), durchgefiihrt werden. Die Lokalisierung des Proteins YFP-ATGS8 konnte nach Co-
Expression des codierenden Gens ebenfalls mittels Induktion durch Methanol mit dem Fluoreszenz-
Muster von CFP-UGT51B1 verglichen werden.
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FL MutA

MutC - FM4-64

MutC - FM4-64+CFP

Abbildung 2.4: UGT51B1-Varianten, die S-ErgGle synthetisieren konnten, zeigten ihre Lo-
kalisierung in einer cup-like-structure und die in der [-ErgGle-Synthese-

beeintrichtigten Varianten in einem punktformigen CFP-Signal.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen detektierter CFP-Signale in verschiedenen P. pastoris-Transformanten, welche CFP-
UGT51B1 bzw. Variationen synthetisierten. Mut A-C wiesen jeweils eine Mutation in UGT51B1 auf, wéahrend FL das native
Protein beinhaltete. Die Aufnahmen wurden 30 min nach einem Wechsel in Glucose-Medium nach 12-stiindiger Inkubation in
Methanol-Medium angefertigt. Aufnahmen der Lokalisierungsanalyse von UGT51B1-MutC zeigen exemplarisch in separaten
Aufnahmen eine Vakuolenfirbung mit FM4-64 (mit Pfeil markiert) und eine Fusion des CFP- und des FM4-64-Signals. Pfeile
weisen ebenso auf die Fluoreszenz-Signale hin, welche sowohl eine punktférmige (MutB und C) als auch eine cup-like-structure
(FL, MutA) darstellen kénnen.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der P. pastoris-Zellen in Abbildung 2.4 zeigen folgen-
de Muster auf: Die Hefen, die das native Protein (FL) bzw. die UGT51B1-MutA-Variante syn-
thetisierten, zeigten eine sogenannte “cup-like-structure”. Diese Struktur konnte sehr nah an der
Vakuolenmembran detektiert werden. Dies verdeutlicht die Farbung der Vakuolenmembran mit
FM4-64, dargestellt durch eine rote Struktur, und die Fusion des CFP- und des FM4-64-Signals. Im
Gegensatz dazu zeigten die anderen Protein-Varianten UGT51B1-MutB und -MutC punktférmige
CFP-Signale.

Des Weiteren wurde eine Co-Expression mit YFP-ATGS8 durchgefithrt und die Zellen fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht. M. Oku konnte eine Co-Lokalisierung von YFP-ATGS in den Zellen de-
tektieren, welche die cup-like-structures aufzeigten (Daten nicht gezeigt) und verwies darauf, dass

diese Hefen in der Lage sind, ein funktionales MIPA-Membransystem auszubilden (s. 1.7.2, S.37).
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Es konnte durch die fluoreszenzmikroskopischen Analysen gezeigt werden, dass die Lokalisierungs-
studien der UGT51B1-Varianten unter mikropexophagischen Konditionen verschiedene Lokalisie-
rungsmuster zeigten. Die Detektion einer cup-like-structure und die Folgerung auf einen funktio-
nalen MIPA lieft darauf schliefen, dass die Hefen, welche das Enzym nur in einer punktférmigen
Struktur lokalisierten, keinen funktionalen MIPA ausbildeten und dadurch ihre Peroxisomen nicht

degradieren konnten.

Im Rahmen der Erzeugung von UGT51B1-Varianten fiihrten zwei Punktmutationen G1389R, (MutB)
und D1412A (MutC) zur Beeintrachtigung der (-SGle-Synthesefahigkeit, wihrend nach Generati-
on von Mutation P1164L (MutA) die SG-Synthese aufrecht gehalten wurde. Die CFP-markierten
UGT51B1-Varianten konnten in P. pastoris mittels Immunoblot-Analyse nachgewiesen und fluores-
zenzmikroskopisch lokalisiert werden. B-ErgGle-synthetisierende UGT51B1-Varianten lokalisierten
in einer cup-like-structure und enzymatisch-inaktive UGT51B1-Varianten in einer punktférmigen
Struktur. Im néchsten Schritt sollten nun geklért werden, ob die Zellen mit cup-like-Lokalisation

Peroxisomen abbauen kénnen und die mit punktférmiger Lokalisation nicht (s. 2.3.1, S.77).

2.2 ldentifizierung, Klonierung & Charakterisierung von

SGTs zur Substitution des 3-ErgGlcs in P. pastoris

In diesem Abschnitt wird die Identifizierung von SGT-codierenden Gensequenzen aus B. burgdorfe-
ri und B. hermsii behandelt. Nach Identifizierung von Kandidaten-Gensequenzen wurden diese in
Expressionsvektoren kloniert, eine UGT51B1-defiziente P. pastoris-Mutante mit den Konstrukten
transformiert und die Gensequenzen heterolog exprimiert. Die Expression der SGT-Gene war not-
wendig, da es im Vorfeld dieser Arbeit nicht gelang die UGT51B1-defiziente P. pastoris-Mutante
mit strukturellen SG-Varianten zu fiittern.

Deswegen sollten in dieser Arbeit transgene Hefen generiert werden, welche heterologe SGTs expri-
mierten und die KO-Mutante in die Lage versetzten, verschiedene SG-Varianten zu synthetisieren.
Die in P. pastoris erzeugten SGs konnten danach hinsichtlich ihrer Struktur durch NMR- und
Massenspektrometrie(MS)-Analyse untersucht und die SGTs charakterisiert werden. Die Charakte-
risierung sollte das Ermitteln von pH-Bereichen umfassen, in denen SGT-Aktivitéit auftritt, und die
Affinitat von Substraten durch Ermitteln der Michaelis-Menten-Konstante (Kjy).

Die Expression heterologer SGTs nach der Glycolipid-Engineering-Methode sollte zu Hefetransfor-
manten fiihren, die in der Lage waren, strukturelle Varianten des §-ErgGlcs zu synthetisieren, um
auch die biologische Funktion dieser SG-Varianten im Vergleich zum nativen -ErgGlc zu analysie-
ren (s. 2.3.1, S.77).

Die a-CholGlcT aus H. pylori war zu Beginn bereits bekannt, so dass direkt mit der Generati-
on von Hefetransformanten begonnen werden konnte. Darauf wird im néchsten Abschnitt néher

eingegangen.
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2.2.1 Substitution des 3-ErgGlcs in P. pastoris durch a-ErgGlc

Um die biologische Funktion von a-SGlc in P. pastoris beziiglich der Degradation der Peroxisomen
in der Hefe untersuchen zu kénnen (s. auch 2.3.2, S.82), musste mittels Glycolipid-Engineering zuerst
eine Hefe generiert werden, welche aSGlc anstelle des reguldren S-ErgGlc synthetisiert. Durch Inte-
gration des a-SGlcT-Gens in das Genom der UGT51B1-defizienten KO-Mutante (GS115Augt51b1)
sollte die Hefe in der Lage sein, a-SGlc zu synthetisieren.

Die besagte a-SGleT (Hp0421p) aus H. pylori wurde 2006 von A.-H. Lebrun im Rahmen ihrer
Diplomarbeit identifiziert. Dazu wurde die codierende Gensequenz Hp0421 kloniert und sowohl
in E. coli als auch in P. pastoris heterolog exprimiert [186, 187]. Jedoch wurden die erhaltenen
Transformanten hinsichtlich der Integration des fiir die a-SGlcT-codierenden Gensequenz Hp0421
nicht der Zielsetzung dieser Arbeit nutzend selektiert. Es wurden damals diejenigen Transformanten
ausgewahlt, welche Hp0421 im AoxI-Locus integriert hatten. Durch die Deletion des Aox-Gens
waren die resultierenden Mut®-Stémme hinsichtlich einer Untersuchung der Peroxisomendegradati-
onsfiahigkeit nicht mehr zu verwenden, da eine intakte AOX hierfiir essentiell ist (s. 2.3.1 und 2.3.2,
S.77 und 82). Deswegen sollte auch hier, wie in den anderen bisher in dieser Arbeit generierten
Transformanten, eine Integration in den Hisj-Locus erreicht werden.

Aus diesem Grund wurde die P. pastoris GS115Augt51b1-Mutante erneut mit dem Konstrukt
pPIC3.5-hp0421 (inkl. Kozak-Sequenz) bzw. dem Leervektor pPIC3.5 nach Linearisierung mit Aat-
IT und Ndel transformiert. Die erhaltenen Transformanten wurden danach zuerst hinsichtlich der
Kompensation der Histidin-Auxotrophie (durch die Komplementation von his/), wie bereits be-
schrieben, untersucht. Auf Methanol-haltigem N&hrboden konnte, wie ebenfalls im Rahmen dieser
Arbeit schon beschrieben, untersucht werden, welche der Transformanten noch eine intakte AOX1
aufwiesen: Diejenigen, welche schnell wuchsen, entsprachen dem Mut'-Schema und wiesen auf eine
intakte Aozl hin. Die langsam wachsenden Transformanten entsprachen dem Mut®-Schema und
konnten aufgrund des deletierten Aox!-Gens das Methanol als einzige vorhandene Energiequelle
nicht umsetzen. Nach Identifikation von Mut™-Transformanten (T1-3) wurde eine in situ-AOX-
Aktivitétsanalyse (eine AOX-Farbung) nach Stasyk et al. durchgefiihrt [330]: Zwei Transformanten
(T1+43) zeigten eine starke AOX1-Aktivitdt (AOX2 s. 2.3.1, S.77) und eine weitere Transforman-
te (T2) eine etwas schwichere. So wurde die getroffene Auswahl bestétigt und eine intakte AOX1
phénotypisch nachgewiesen. Danach wurden die rekombinanten Hefen genotypisch mittels PCR wei-
tergehend analysiert, um anschlieftend einem Nachweis hinsichtlich der SGT-Aktivitdt unterzogen
zu werden: Zum Einen mittels einer Lipidanalyse und zum Anderen mittels eines radioaktiven En-

Zymassays.

Die PCR wurde sowohl mit genspezifischen, internen Primern fiir Hp0421 als auch fiir Aox! durch-
gefithrt. Mittels dieser PCRs konnte belegt werden, dass das gewiinschte Gen inseriert wurde und
der Aoz1-Locus von der Integration des Inserts unangetastet blieb (Daten nicht gezeigt). Im néchs-
ten Schritt konnte nun untersucht werden, ob die inserierte Gensequenz in der rekombinanten Hefe
exprimiert wurde und das translatierte Enzym aktiv war. Dazu wurde die Genexpression nach Kul-
tivierung der Zellen mittels Methanol fiir 16 h bei 30°C induziert und im Anschluss zum Einen

eine Lipidanalyse durchgefiihrt, indem die Lipide aus Hefezellen, wie bereits beschrieben, extrahiert
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und die Lipidextrakte diinnschichtchromatographisch aufgetrennt wurden (Abb.2.5A). Zum Ande-
ren konnte, wie ebenfalls bereits beschrieben, ein zellfreies Homogenat hergestellt und dieses in

eine in vitro-Enzymanalyse mit markiertem ["*C|]Cholesterol und UDP-Glucose eingesetzt werden

(Abb.2.5B).

A M WS W Sterylglycosid
Glucosylceramid
WT KO NK ™ T2 T3
Hp0421
B
— <=l Sterylglycosid

W KO NK T T2 T3
Hp0421

Abbildung 2.5: Hp0/21-exprimierende Hefen zeigten a-SGle-Synthese.

A Diinnschichtchromatographische Auftrennung von Gesamtlipidextrakten. B Diinnschichtchromatographische Auftrennung
von radioaktiven Produkten eines Enzymassays zur Bestimmung der SGT-Aktivitdt. Eingesetzt wurden 50 ul Protein und als
markiertes Substrat [14C]Cholesterol (270.000 dpm; 21 pM) und als Zuckerdonor nicht-markierte UDP-Glucose (0,2 mM). Ge-
samtlipidextrakte und Homogenate wurden aus rekombinanten Hefen (KO, NK, T1-3) und zugehorigen Kontrollen hergestellt:
Aus dem P. pastoris-WT-Stamm GS115 und einer KO-Mutante (Augt51b1) hergestellt. Rekombinante Hefen (T1-3) wurden
durch Transformation der KO-Mutante mit pPIC3.5-hp0421 generiert. Als Negativkontrolle (NK) wurde eine Hefetransfor-
mante, nach Transformation mit dem pPIC3.5-Leervektor aufgefiihrt. Alle erhaltenen Extrakte wurden diinnschichtchroma-
tographisch in Chloroform/Methanol 85:15 aufgetrennt. Die Detektion der Lipide erfolgte in A mittels des Spriihreagenzes
a-Naphtholschwefelsdure und anschliefendem Veraschen und in B mittels “ Radioscanning” nach dreistiindiger Exposition. Es
sind nur die Sterylglycosid-umfassenden Bereiche dargestellt.

In Abbildung 2.5A und B ist zu erkennen, dass die Hp0421-exprimierenden Hefen (T1-3) nach
Methanol-Induktion «-SGlc synthetisierten und a-SGlcT-Aktivitdt zeigten. Die diinnschichtchro-
matographische Auftrennung der Gesamtlipidextrakte zeigte nach Expression des heterologen Gens
Hp0421 eine starke Akkumulation von a-SGle, welche von T'1 bis zu T3 zunimmt (A). Im Gegensatz
dazu fielen die Lipidbanden der in vitro-Analyse (B) etwas schwécher aus, und auch die Intensitét
der a-SGle-Bande nahm von T1 zu T3 ab. Als Positivkontrolle diente der P. pastoris WT-Stamm
GS115, welcher (3-SGlc sowohl in wivo als auch nach einem in vitro-Enzymassay synthetisierte.
Die 3-SGlcT-defiziente KO-Mutante (Augt51b1) und die Leerplasmid-Kontrolle (NK) zeigten keine
SG-Synthese bzw. SGT-Aktivitdt. Diese Abbildung zeigt eine schlechte Auftrennung des SG und
GlcCer, so dass das SG nicht iiber den Rf-Wert, sondern im hier vorliegenden Fall durch Erfahrungs-
werte einem Anomer zugeordnet wurde. In der nichsten Abbildung liegt eine bessere Auftrennung
vor, welche die an dieser Stelle vorgenommene Zuordnung bestétigen konnte.

Nach erfolgreicher Integration des Gens Hp0421 in das P. pastoris-Genom und dem Nachweis der
Aktivitét der a-SGIcT (Hp0421p) wurde eine der Hefetransformanten (T3) fiir weitere Untersuchun-
gen ausgewéhlt. Das rekombinante SG sollte einer Analyse seiner biologischen Funktion unterzogen
werden. Es sollte analysiert werden, ob diese rekombinante Hefe nach einem Wechsel der Kohlen-
stoffquelle von Methanol zu Glucose in der Lage war, ihre Peroxisomen abzubauen. Naheres zu
dieser Analyse ist Abschnitt 2.3.2 (S.82) zu entnehmen.

Nachdem erste Resultate der Analyse der biologischen Funktion der SG-Variante zeigten, dass die

Genexpression unter der Kontrolle des starken Aozl-Promotors einen negativen Effekt auf die Le-
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bensfahigkeit (Viabilitdt) der Hefezellen hatte (s. 2.3.2, S.82), musste eine Alternative gefunden
werden. Als Alternative wurde der Promotorbereich der Pichia-eigenen 3-SGlcT anstelle des Aoz1-
Promotors in das pPIC3.5-hp0421-Vektorkonstrukt eingebracht. Dies sollte die Genexpression etwas
moderater gestalten. Die P. pastoris GS115Augt51b1-Mutante wurde mit dem Sall-linearisierten
Vektorkonstrukt pPIC3.5-Pyg:5151-hp0421 transformiert. Nach Selektion und genotpischer Analy-
se mit genspezifischen, internen Primern fir Hp0421 und Aozl (Daten nicht gezeigt) wurde der
ausgewahlte rekombinante Klon mittels einer Lipidanalyse und einem radioaktiven Enzymassay
hinsichtlich seiner Enzymaktivitiat, wie zuvor beschrieben, untersucht (Abb.2.6). Die Induktion der

Genexpression erfolgte in diesem Fall fir drei Stunden bei 30°C mit Methanol.

A
. ¥ e —— — Sterylglycosid
. Glucosylceramid
3 ?; % § WT KO Pud-  Pugsir
© o & 6 hp0421
B [“C]Cholesterol
— Sterylglycosid
WT KO Paoxw- Pugtsm' LK
hp0421
C UDP-[“C]Glucose
""" -— Sterylglycosid

WT KO Paoxt- Pugtsioi- K1 K2
hp0421

Abbildung 2.6: Unter Kontrolle des native Promotors von Ugt51b1 konnte Hp0O421p in
P. pastoris die Umsetzung von Ergosterol und UDP-Glucose zu a-ErgGlc
katalysieren.

A Diinnschichtchromatographische Auftrennung von Gesamtlipidextrakten. B und C Diinnschichtchromatographische Auf-
trennung von radioaktiven Produkten nach einem in vitro-Enzymassay zur Bestimmung der SGT-Aktivitat. Die Enzymassays
wurden beide mit 100 pg Protein durchgefiihrt. In B wurden ['4C]Cholesterol (400.000 dpm; 16 M) und nicht-markierte
UDP-Glucose (0,5 mM) verwendet, wihrend der Assay in C mit UDP-['*C]Glucose (100.000 dpm, 0,75 M) und Cholesterol
(0,2 mM) durchgefiihrt wurde. Extrakte wurden aus rekombinanten Hefen, welche zum Einen Hp0421 unter der Kontrolle
des Aoxl-Promotors (Paoz1-hp0421) bzw. unter jener des nativen G-SGlcT-Promotors (Pyg¢5151-hp0421) exprimierten, nach
dreistiindiger Induktion der Genexpression mit Methanol gewonnen. Als Kontrollen dienten der P. pastoris WT GS115 und
der KO-Stamm GS115Augt51b1 und als Referenzen isoliertes Glucosylceramid (GlcCer), Ergosteryl-3-Glucosid (8-ErgGlc),
Cholesteryl-3-Glucosid (8-CholGlc) und Cholesteryl-a-Glucosid (a-CholGlc). LK: Leerkontrolle ohne Homogenate. K1+2: Kon-
trollen mit Homogenat von WT und P, g¢5141-hp0421-exprimierender Hefe ohne markierten Zuckerdonor. Alle Extrakte wurden
diinnschichtchromatographisch in Chloroform/Methanol 85:15 aufgetrennt. Die Detektion der Lipide erfolgte in A mittels des
Sprithreagenzes a-Naphtholschwefelsdure und anschliefendem Veraschen und in B und C mittels “ Radioscanning” nach zwei-
(B) und sechsstiindiger (C) Exposition. Es wurden jeweils nur die Sterylglycosid-umfassenden Bereiche dargestellt.

Die Abbildungen 2.6 A-C zeigen, dass die Expression von Hp0421 auch unter der Kontrolle des nati-
ven Promotors von Ugt51b1 erfolgte. Fiir die rekombinanten Hefen, die Hp0421 unter der Kontrolle
des starken Aozxl-Promotors (Pgep1-hp0421) bzw. des konstitutiven, nativen Ugt51b1-Promotors
(Pugts1p1-hp0421) exprimierten, konnte die Synthese von a-ErgGle in vivo und die Enzymaktivi-

tat einer a-SGIcT in vitro nachgewiesen werden. Der WT-Stamm synthetisierte in vivo 5-ErgGle,
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und eine entsprechende Enzymaktivitdt konnte in vitro detektiert werden, wihrend der Ugt51B1-
defiziente KO-Stamm keine Synthesefdhigkeit und Enzymaktivitit zeigte. Im Lipidextrakt war in
allen Extrakten unterhalb der SG-Bande noch ein weiteres Glycolipid, das GlcCer, zu detektieren
(A). In witro konnten die nach Lipidanalyse ermittelten Resultate fiir die Enzymaktivitit nach ei-
nem Enzymassay mit markiertem Cholesterol (B) als auch markierter UDP-Glucose (C) bestéatigt
werden. Kontrollen ohne Homogenat bzw. ohne markierten Zuckerdonor zeigten in beiden Ansétzen
keine SG-Synthese. In allen Versuchsansétzen (nach Lipidanalyse oder Enzymassay) wurden unter
der Kontrolle des Aoz1-Promotors die intensivsten Banden fiir SG detektiert. Im Gegensatz dazu
fielen die SG-Banden unter der Kontrolle des nativen Promotor von Ugt51B1 moderater aus. Die
Banden der P g5151-hp0421-exprimierenden Mutante entsprachen in ihrer Intensitét der SG-Bande
des WT-Stamms.

Es konnten zwei Hefestdmme generiert werden, welche Hp0421p anstelle von UGT51B1 syntheti-
sierten und dadurch in der Lage waren, a-SGlc zu generieren. Von den Hp0/21-exprimierenden
Hefen wurde zwei Varianten generiert: Die heterologe Expression erfolgte entweder unter Kontrolle
des starken Aozi-Promotors oder des konstitutiven, nativen Promotors von Ugt51B1. Unter dem
nativen Promotor verlief die Genexpression und die SG-Biosynthese etwas moderater. Auch die
rekombinante Hefe, welche Hp0421 moderater exprimierte, wurde in weitere Analysen zur Bestim-
mung der Peroxisomendegradationsfahigkeit eingesetzt. Dabei sollte, wie zuvor schon beschrieben,
analysiert werden, ob diese rekombinante Hefe in der Lage ist, nach einem Wechsel der Kohlenstoff-
quelle von Methanol zu Glucose ihre Peroxisomen abzubauen. In diesem Fall sollte auch iiberpriift
werden, ob die Zellviabilitdt der rekombinanten Hefe nach moderater Hp0/21-Expression im Ge-
gensatz zur Expression unter Kontrolle des Aoz!-Promotors nicht mehr beeintrachtigt ist (s. 2.3.2,
S.82).

2.2.2 Identifizierung der 3-CholGalT aus B. burgdorferi und
Substitution des (-ErgGlcs in P. pastoris durch (-ErgGal

In diesem Abschnitt wird die Identifikation eines Cholesterol-3-Galactosyltransferase (3-CholGalT)-
Gens aus B. burgdorferi behandelt. Das Enzymprodukt $-CholGal konnte in dem Mikroorganismus
schon nachgewiesen werden [20, 309].

Einen Ausgangspunkt, um passende Kandidaten-Sequenzen auszuwéhlen, bot die CAZy-Daten-
bank. Basierend auf den Daten dieser Datenbank standen vier Kandidaten mit putativer GT- bzw.
SGT-Funktion aus vier verschiedenen Proteinfamilien zur Auswahl?, welche prinzipiell alle fiir eine
B-SGalT aus B. burgdorferi B31 codieren konnten. Die vier Kandidaten des 2005 von Janosch

Hildebrand gestarteten Projektes waren:

http://www.cazy.org/geno/224326.html
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e Bb0454: ein putatives LPS-Biosynthese-bezogenes Protein (GT4, a-GT)
e Bb0572 (LgtD): eine putative GT (GT2, 8-GT)

e Bb0767 (MurG):
eine putative UDP-N-Acetylglucosamin:N-Acetylmuramyl-(pentapeptid)pyrophosphoryl-un-
decaprenol N-acetylglucosamin-Transferase (GT28, 3-GT)

e Bb0732: ein putatives Penicillin-bindendes Protein (PBP-3) (GT51, 5-GT)

Die zugehorigen Accession Numbers (Acc.No.s) sind fiir Bb0454 AAC66815.1 (Genbank) und 051410
(Uniprot), fiir Bb0572 AAC66931.1 und 051519, fiir Bb0767 AAC67113.1 und 051708 sowie fiir
Bb0732 AAC67082.1 und O51674.

Einer der Kandidaten konnte 2007 von dem weiteren Vorgehen ausgeschlossen werden. Bb0454
wurde in diesem Jahr von Ostberg et al. als Monogalactosyl-1,2-Diacylglycerol-Synthase identifi-
ziert [333]. Zudem wurde dieser Sequenz als einziger eine putative a-GT-Funktion zugrunde gelegt,
so dass diese als sehr unwahrscheinlicher Kandidat gehandelt wurde. Bb0454 wurde im hier vorlie-
genden Fall nicht weiter bearbeitet.

Alle anderen ORFs der fiir putative 3-SGalT-codierenden Gene konnten mittels spezifischer Pri-
mer mit gDNA von B. burgdorferi B31 als Matrize amplifiziert und zur Uberpriifung in einen
Klonierungsvektor (pCR2.1-TOPO bzw. pGEM-T) kloniert werden. Es wurden bereits von Janosch
Hildebrand schon Zwischenkonstrukte generiert, und nach Ubernahme dieses Projektes Anfang 2007
wurden alle inserierten Borrelien-Amplifikate nochmals durch Sequenzierung iiberpriift. Wenn not-
wendig, wurden die ORFs erneut amplifiziert, neue Zwischenvektoren generiert und die Gensequen-
zen in Expressionsvektoren kloniert. Dies war der Fall, wenn die Sequenzierungsanalysen z.B. im
Fall von Bb0572 auf unerwiinschte Modifikationen wie Punktmutationen, Verschiebungen des Le-
serahmens (frame shift) u.4. hinwiesen. Zu den vorgenommenen PCRs ist anzumerken, dass sich die
Amplifikate mit ca. 1 kb problemlos amplifizieren und klonieren liefen. Probleme hingegen bereitete
Bb0732 mit einer Grofe von ca. 2,8 kb. Der Bb0732-beinhaltende pGEM-T-Zwischenvektor wurde
vom MPI fiir Infektionsbiologie (Berlin) generiert und zur Verfiigung gestellt.

Nach Uberpriifung der Zwischenvektoren durch Sequenzierung wurden die codierenden Bereiche
der potentiellen 3-SGalT-Gensequenzen mit Typ II-Restriktionsenzymen aus den Zwischenvekto-
ren restringiert. Entsprechende Erkennungssequenzen wurden zuvor an die 5’-Bereiche der Pri-
mer angefiigt, mit welchen die codierende Sequenz mit Borrelia-genomischer DNA (gDNA) oder
Plasmid-DNA (psDNA) eines zuvor genannten Klonierungsvektors als Matrize amplifiziert worden
war. Dann konnte das Schnittprodukt in entsprechende Expressionsvektoren fiir F. coli (pET24d(+)
oder pET24c(+) mit Hisg-Tag) sowie fiir P. pastoris (pPIC3.5 bzw. pGAPz-B) gerichtet kloniert
werden. Bei P. pastoris wurde bei der Amplifikation zur Forderung der Expression eine Kozak-
Sequenz an den 5’-Bereich angefiigt. Die fiir die anschliefsende Klonierung verwendeten codierende-
Sequenz-Vektor-Kombinationen und Uberhiéinge zur Klonierung kénnen Tabelle 4.4 (Anhang 10,
S.194) entnommen werden. Die Klonierung von Bb0732 in pET24c(+) schlug mehrmals fehl, so
dass das pGEM-T-Zwischenvektorkonstrukt in E.coli C41(DE3) eingeschleust wurde. Alle anderen
zu transfomierenden E. coli- und P. pastoris-Stamme wurden je nach generiertem Expressionsvek-
torkonstrukt ausgewahlt: pET24d(+)- und pET24c(+)-Konstrukte wurden in E. coli C41(DE3) ein-
gebracht, pPIC3.5-Konstrukte in P. pastoris GS115Augt51b1 (his~, Zeo®™) und pGAPz-B-Konstruke
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aufgrund der im Vektor zur Selektion vorliegenden Zeocinkassette in GS115Augt51b1 (HIST, Zeo®).
Die Linearisierung der pPIC3.5-Konstrukte erfolgte mit Bglll und des pGAPz-B-Konstruktes mit
Avrll und Agel.

Nach Klonierung in die jeweiligen Expressionsvektoren wurden folglich die entsprechenden Zellen
von FE. coli und P. pastoris mit den jeweiligen Konstrukten transformiert. Die anschliefsende Selek-
tion der Transformanten erfolgte bei E. coli iiber die im Vektor vorliegende Kanamycin-Resistenz
(bei pGEM-T iiber die Ampicillin-Resistenz). Bei P. pastoris wurden die Transformanten im ers-
ten Schritt bei pPIC3.5-Konstrukten iiber die Komplementation der Histidin-Auxotrophie (durch
die Komplementation von hisj) und bei pGAPz-B-Konstrukten iiber die erzeugte Zeocin-Resistenz
selektiert. Dazu wurden die Transformanten auf Histidin-defizientem oder Zeocin-haltigem Fest-
medium angezogen und die Zellen, die Wachstum zeigten, weitergehend analysiert. Der Genotyp
ausgewahlter Transformanten wurde anschliefsend mit genspezifischen, internen Primern fiir die je-
weiligen Borrelien-Gene verifiziert (Daten nicht gezeigt). Fiir eine weitergehende Analyse war es
zudem wichtig, nur diejenigen Transformanten weiter zu verwenden, welche {iber eine funktiona-
le AOX1 verfiigten (s. 2.3.1 und 2.3.3, S.77 und 84). Dazu wurde eine PCR mit genspezifischen,
internen Primern fiir Aoz! zur Verifizierung der Prisenz und Integritét von Aox! durchgefiihrt (Da-
ten nicht gezeigt). Nachdem die Transformanten nach den genannten Kriterien ausgewéhlt wurden,
konnten die rekombinanten Hefen und E. coli-Zellen beziiglich ihrer 8-SGal-Synthesefdhigkeit und
der Aktivitidt des zugrunde liegenden Enzyms analysiert werden.

Die Expression der heterologen Gene in F. coli erfolgte i.d.R fiir 3 h bei 30°C nach Zugabe von
IPTG. Nach Sonifizierung der Zellen wurde ein zellfreies Homogenat hergestellt und die Proben,
wie bereits beschrieben, einem radioaktivem Enzymassay mit [!4C]Cholesterol und nicht-markierter
UDP-Galactose unterzogen. In P. pastoris-Zellen wurde die Genexpression durch Zugabe von Me-
thanol i.d.R. fiir ca. 16 h bei 30°C induziert. Bei den mit dem pGAPz-B-Konstrukten transformier-
ten Hefen musste eigentlich keine Geninduktion vorgenommen werden, da die Expression durch den
vorliegenden Promotor konstitutiv erfolgte. Nach der Inkubation wurden, wie bereits beschrieben,
zellfreie Homogenate hergestellt, in einen radioaktiven Enzymassay eingesetzt und die Reaktions-
produkte anschlieffend diinnschichtchromatographisch aufgetrennt.

Sowohl die Lipidextrakte gewonnen aus Hefezellen (s. Abb.2.7) als auch die in vitro-Enzymanalyse
mit Homogenaten aus E. coli- und Hefezellen (nicht gezeigt) resultierten in keiner 4-SGal-Synthese
bzw. B-SGalT-Aktivitdt. Es kann insgesamt festgehalten werden, dass die durchgefiithrten Analysen
nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung von Lipidextrakten der rekombinanten Hefen,
welche jeweils eines der Borrelien-Gene (Bb0572, Bb0767, Bb0732) in ihr Genom integriert hatten,
keine (-ErgGal-Synthese zeigten. Abbildung 2.7 zeigt exemplarisch das Resultat einer Lipidanalyse
nach 19 h Methanol-Induktion der Hefen mit den inserierten Kandidatengenen Bb0572 und Bb0767.
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Abbildung 2.7: Die heterolog exprimierten, nativen Gensequenzen Bb0572 und Bb0767 fiihr-
ten zu keiner -ErgGle-Biosynthese.

Diinnschichtchromtagraphische Auftrennung von Lipidextrakten rekombinanter Hefen (T1-4), welche entweder Bb0572 oder
Bb0767 exprimierten. Die Induktion der Genexpression erfolgte fiir 19 h mit Methanol. Als Kontrollen dienten der WT-Stamm
GS115 und eine B-ErgGle-defiziente KO-Mutante (GS115Awugt51b1) sowie als Referenzen isoliertes Ergosteryl-3-Glucosid (3-
ErgGlc), Cholesteryl-3-Glucosid (8-CholGlc), Cholesteryl-3-Galactosid (3-CholGal) und Glucosylceramid (GlcCer). Nach einer
Gesamtlipidextraktion wurden alle Extrakte diinnschichtchromatographisch in Chloroform/Methanol 85:15 aufgetrennt. Die
Detektion der Lipide erfolgte mittels des Spriihreagenzes a-Naphtholschwefelsdure und anschliefendem Veraschen. In der Ab-
bildung ist nur die Glycolipidfraktion dargestellt.

Abbildung 2.7 zeigt, dass nur der P. pastoris-W'T B-ErgGlc synthetisierte, da nur in diesem Lipi-
dextrakt eine Lipidbande mit einem entsprechendem Rf-Wert zeigte, welchen auch die S-ErgGle-
Referenz aufwies. Der Rf-Wert der (3-CholGle-Referenz wich nur geringfiigig ab. Ein Glycolipid,
welches dasselbe Laufverhalten wie die §-CholGal-Referenz zeigte, konnte in keinem Lipidextrakt
detektiert werden. Die (-ErgGle-defiziente KO-Mutante synthetisierte erwartungsgeméft kein SG.
In allen Lipidextrakten konnten jedoch eine Glycolipidbande unterhalb des SGs als GlcCer identi-
fiziert werden.

Die in vitro-Analysen fithrten ebenfalls zu keiner 5-SGal-Synthese (Daten nicht gezeigt). Ausschlief-
lich die Kontrollen zeigten die erwarteten Ergebnisse. Als Positivkontrolle diente der P. pastoris WT-
Stamm GS115, welcher G-ErgGle synthetisierte. Der KO-Stamm GS115Awugt51b1, welcher als Nega-
tivkontrolle eingesetzt wurde, zeigte hingegen keine SG-Syntheseaktivitit (Daten nicht gezeigt). Die
heterologe Expression in E. coli fiihrte ebenfalls nicht zum Erfolg und zeigte keine G-SGal-Synthese
(Daten nicht gezeigt). Versuche die Genexpression und folglich die Enzymaktivitit durch Anderun-
gen der Inkubationsbedingungen zu beeinflussen zeigten keine SG-Synthese-férdernde Wirkung. Es
wurde u.a. die Induktion mit Methanol-haltigem Minimal-Glycerolmedium durchgefiihrt oder die

Enzymassay-Bedingungen durch die Zugabe des Detergens Triton X-100 modifiziert.

Aufgrund der Prisenz der Hisg- Tag-Sequenz im pET24d(+)-Vektorsystem und des Entfernens des
Stoppcodons der klonierten Borrelien-Gensequenzen konnten die Proteine der exprimierten Gene
mit diesem carboxyterminalen Tag versehen werden. Anhand dessen sollte nun iiberpriift werden,
inwiefern die heterologen Gene iiberhaupt exprimiert und in Proteine translatiert werden. Der Nach-
weis liber das Hisg-Tag der Proteine, die eine errechnete molekulare Masse von ca. 42 kDa besitzen,
konnte mittels Immunoblot-Analyse ausschlielich fiir Bb0572p und Bb0767p durchgefiihrt werden,
da Bb0732 im pGEM-T-Vektor ohne Hisg- Tag vorlag. Fiir den Nachweis wurde zellfreies Homogenat
aus dem zuvor beschriebenen Enzymassay verwandt. Es wurden 10 pg Gesamtprotein mittels einer
SDS-PAGE aufgetrennt und anschliefend mittels Western-Blot auf eine Membran iibertragen. Der

Nachweis des Proteins erfolgte durch den Einsatz eines monoklonalen Anti-His- Tag-Antikorpers.
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Die Immunoblot-Analyse verzeichnete ausschliefflich fiir die Kontrollen Proteinbanden, welche dar-
auf verwiesen, dass die Methode prinzipiell funktioniert hat. Als Positivkontrolle wurde Homogenat
einer Hp0421-exprimierenden FE. coli-Kultur nach Transformation mit pET24d-hp0421 verwandt.
Es konnte nach 16-miniitiger Exposition ein schwaches Signal mit einer molekularen Masse von ca.
47 kDa detektiert werden. Die berechnete molekulare Masse von Hp0421p betréagt ebenfalls 47 kDa.
Als Negativkontrolle wurde eine Probe einer pET24d(+)-Leervektor exprimierenden Kultur einge-
setzt. Diese zeigte kein Signal (Daten nicht gezeigt).

Es lasst sich festhalten, dass die heterologe Expression der nativen Borrelien-Sequenzen Bb0572
und Bb0767 weder im prokaryotischen noch im eukaryotischen System dazu fiihrte, die Organis-
men in die Lage zu versetzen, 3-SGal zu synthetisieren. In F. coli und P. pastoris konnte keine
Enzymaktivitat detektiert und in E. coli auch keine Proteine nachgewiesen werden. Das weitere
Vorgehen, um noch einen der beiden Kandidaten(-sequenzen) als codierendes Gen fiir eine 3-SGalT

zu identifizieren, wird im Folgenden beschrieben.

Die Analyse von Bb0572 und Bb0767 ergab einen verhéltnisméfig hohen Anteil an Adenin und
Thymin (AT-Gehalt Bb0572: 74%, Bb0767: 72%), welcher die Expression in E. coli und P. pastoris
beeintrachtigen kénnte. Deswegen wurde die Synthese synthetischer Gensequenzen mit Optimie-
rung der codon usage erwogen. Die Planung der optimierten Gensequenzen umfasste die Strategie
fiir die Klonierung in den pET24d(+)- und pPIC3.5-Vektor und folglich fiir die heterologe Expres-
sion in F. coli und P. pastoris. Die Synthese durch GENEART erfolgte zuerst fiir die Expression in
P. pastoris, und fiir die Klonierung und heterologe Expression wurde Folgendes beriicksichtigt: Zur
Unterstiitzung der Expression wurde eine Kozak-Sequenz eingefiihrt. Bglll-Erkennungssequenzen
wurden hingegen vermieden, da diese Restriktionsstellen fiir die Linearisierung der Expressionskon-
strukte benotigt wurden, denn nur in linearisiertem Zustand kann die zu integrierende (synthetische)
Sequenz homolog in das Hefegenom integrieren. Die synthetischen Gensequenzen konnten optional
mit einer aminoterminalen Hisg-Markierung kloniert und exprimiert werden. Durch die Optimierung
der codon usage konnte der AT-Anteil in beiden Fillen auf 58% reduziert werden. Die AS-Sequenz
blieb davon unberiihrt. Eine Ubersicht iiber die Synthese- und Klonierungsstrategie sowie die Nu-
kleotidsequenzen (native und synthetische) kénnen dem Anhang (Anhang 3 und 5 in 4.15.2, ab
S.182) entnommen werden.

Die synthetischen Gene wurden von GENEART in einen Standardvektor (pMA) kloniert. Aus die-
sem konnten die gewiinschten Fragmente restringiert werden. Um das Gen mit Hisg- Tag zu erhalten,
wurde der pMA-Vektor mit BamHI (5’) und Notl (3’) restringiert, und ohne Hisg- Tag wurde die
Kombination SnaBI (5’) und Notl (3’) verwendet. Anschliefend konnten die synthetischen Gen-
sequenzen in den mit den entsprechenden Restriktionsenzymen restringierten Expressionsvektor
pPIC3.5 gerichtet kloniert werden. Es resultierten folgende Konstrukte, die linearisiert mit BglII
in eine Transformation einer [-ErgGle-defizienten P. pastoris-Mutante (GS115Awugt51b1) einge-
setzt wurden: pPIC3.5-Ppartbb0572(+Hisg) und pPIC3.5-Ppartbb0767(+Hisg). Nach erfolgreicher
Auswahl von Transformanten mittels Selektion auf Histidin-Prototrophie und genotypischer PCR-
Analyse auf Présenz der inserierten Gensequenzen und des intakten AoxI-Gens, wie bereits be-

schrieben, wurden die rekombinanten Hefen mittels Lipidanalyse und radioaktivem Enzymassay
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untersucht.

Die genotypische Verifizierung erfolgte mit genspezifischen, internen Primern fiir Ppart Bb0572 und
Ppart Bb0767 und des Weiteren mit jenen fiir Aozl (Daten nicht gezeigt). Auch in diesem Fall
musste eine Deletion von Aozl fiir eine spétere Funktionsanalyse beziiglich der Perxosiomendegra-
dationsfahigkeit ausgeschlossen werden (s. 2.3.1 und 2.3.3, S. 77 und 84). Nach Identifizierung der
Insertion der Gensequenzen und der Integritdt von AOX1 konnte nun untersucht werden, ob das
inserierte Gen in der Hefe heterolog exprimiert wird und das translatierte Produkt aktiv ist. Dazu
wurde die Genexpression mittels Methanol in den kultivierten Hefen fiir 3 h bei 30°C induziert und
danach, wie zuvor beschrieben, aus den Zellen Lipidextrakte gewonnen und diinnschichtchromato-
graphisch aufgetrennt bzw. zellfreie Homogenate generiert und in eine in vitro-Enzymanalyse mit
markiertem ['4C]Cholesterol und UDP-Zucker (UDP-Glucose bzw. UDP-Galactose) eingesetzt.
Nach dreistiindiger Induktion zeigte die diinnschichtchromatographische Auftrennung der Lipid-
extrakte keine (-ErgGal-Synthese in den Ppart Bb0572- und Ppart Bb0767-exprimierenden Hefe-
transformanten (Daten nicht gezeigt). Die WT- und KO-Kontrolle verhielten sich geméf den Er-
wartungen: Der WT synthetisierte G-ErgGle im Gegensatz zur UGT51B1-Deletionsmutante, die
keine SG-Synthese zeigte. Erst mittels eines radioaktiven Enzymassays gelang es, die Kandidaten-
sequenz zu identifizieren, welche woméglich fiir eine 5-SGalT aus B. burgdorferi codierte: Bb0572.
Nach zweistiindiger Exposition konnten in den Homogenaten nach einem in wvitro-Enzymassay
PpartBb0572-exprimierenden Hefezellen schwache (3-CholGal-Banden detektiert werden. Homoge-
nate aus PpartBb0767-exprimierenden Hefezellen wiesen hingegen keine SG-Synthese auf (Daten
nicht gezeigt). Um auch nach Analyse der Gesamtlipide (-ErgGal detektieren zu konnen, wurden
die Ppart Bb0572-exprimierenden Hefen einer lingeren Methanol-Induktion von 15 h ausgesetzt.
Danach wurde erneut eine Lipidanalyse und ein radioaktiver Enzymassay, wie zuvor beschrieben,
durchgefiihrt und zudem ein Enzymassay mit unmarkiertem Cholesterol und UDP-[*C]Galactose
(s. Abb.2.8).
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Abbildung 2.8: Bb0572 konnte fiir eine -SGalT codieren.

A Diinnschichtchromatographische Auftrennung von Gesamtlipidextrakten. B und C Diinnschichtchromatographische Auf-
trennung radioaktiver Produkte nach Durchfiihrung einer in vitro-Enzymanalyse zur Bestimmung der SGT-Aktivitédt. In die
Analyse wurden 100 ug Protein eingesetzt sowie in B [1*C]Cholesterol (400.000 dpm; 16 M) und nicht-markierte UDP-Glucose
(0,5 mM) oder UDP-Galactose (0,5 mM). Als Kontrollen dienten Leerkontrollen ohne Homogenat (K1+K2). Der Assay in C
wurde mit UDP-[14C|Galactose (200.000 dpm; 1,45 uM) und Cholesterol (0,5 mM) durchgefiihrt. Extrakte wurden aus fiir
15 h-Methanol-induzierten Zellen der rekombinanten Hefen T1+2 gewonnen, welche Ppart Bb0572 ohne Tag bzw. mit Hisg-
Tag versehen exprimierten. Kontrollen: WT-Stamm GS115 und die KO-Mutante GS115Augt51b1. Referenzen: isoliertes Glu-
cosylceramid (GlcCer), Ergosteryl-3-Glucosid (8-ErgGlc), Cholesteryl-3-Glucosid (8-CholGlc) und Cholesteryl-3-Galactosid
(B-CholGal). Alle erhaltenen Extrakte wurden diinnschichtchromatographisch in Chloroform/Methanol 85:15 aufgetrennt. Die
Detektion der Lipide erfolgte in A mittels des Spriihreagenzes a-Naphtholschwefelsdure und anschliefendem Veraschen. In B
und C erfolgte die Detektion mittels “ Radioscanning” nach vier- (B) bzw. 13,5-stiindiger (C) Exposition.

Abbildung 2.8A zeigt, dass nach 15 h Induktion der Genexpression aufser in der P. pastoris WT-
Kontrolle auch in weiteren Ansétzen SG detektiert werden konnte. Die rekombinanten Hefen (T1+-2),
die Ppart Bb0572(+Hisg) exprimierten, zeigten eine Bande, welche aufgrund ihres Rf-Wertes als (-
ErgGal identifiziert werden konnte. Die Intensitéit dieser Lipidbande war jedoch nur sehr schwach,
und die Bandenintensitét war in der Hefe (T2), welche die markierte Gensequenz exprimierte, noch
geringer. Der WT synthetisierte §-ErgGlc, und die KO-Mutante zeigte keine 8-ErgGlc-Biosynthese.
Aufer den SGs konnten, da es sich um Gesamtlipidextrakte handelte, weitere Lipide nachgewiesen
werden: GlcCer, ein weiteres Glycolipid sowie Phospholipide, Ergosterol und Neutrallipide.

Die in vitro-Enzymanalyse mit markiertem Cholesterol (Abb.2.8B) bestéatigte das Ergebnis aus der
Lipidanalyse. Mit UDP-Glucose als Zuckerdonor ist ausschlieflich der WT in der Lage G-CholGlc zu
synthetisieren. Die Ppart Bb0572-exprimierenden Hefetransformanten T1+2 sowie die KO-Mutante
und die zwei Kontrollen konnten keine SGs synthetisieren. Nur in Gegenwart von UDP-Galactose
konnte in den Homogenaten der rekombinanten Hefen 3-Chol-Gal detektiert werden. Die Bandenin-
tensitdten wurden schon in Abb.2.8A beschrieben und verhielten sich im vorliegenden Fall ebenso.
Neben den SGs konnten nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung der radioaktiven Pro-

dukte weitere Banden fiir Sterylester, Cholesterol sowie durch Oxidation des Cholesterols entstan-
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dene Abbauprodukte detektiert werden. Wurde der Assayansatz mit markierter UDP-Galactose und
nicht-markiertem Cholesterol durchgefiihrt (Abb. 2.8C), konnte nur fiir die Ppart Bb0572(+Hisg)-
exprimierende Hefe ein Enzymprodukt detektiert werden. Die KO-Mutante zeigte keinen Umsatz
der angebotenen Substrate und auch der WT zeigte, dass die Pichia-eigene S-SGlcT UDP-Galactose

nicht umzusetzen vermochte.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Bb0572 fiir eine 5-SGalT aus B. burgdorferi co-
dieren kénnte. Um diese katalytische Funktion zu verifizieren, wurde nach heterologer Expression

in P. pastoris synthetisiertes SG strukturanalytisch untersucht (s. 2.2.4, S.68).

2.2.3 Identifizierung einer bakteriellen 3-SGIcT aus B. hermsii

Wihrend in B. burgdorferi 3-CholGal nachgewiesen werden konnte [309]|, enthélt B. hermsii [3-
CholGlc |205]. Der folgende Teil dieser Arbeit beschéftigte sich damit, das Gen dieser bakteriellen
(-SGIcT zu identifizieren. Diese S-SGlcT kénnte als Kontrolle in Analysen der biologischen Funkti-
on von SG eingesetzt werden, da das bakterielle Enzym auch die Synthese zu 5-ErgGlc katalysiert.
Das Protein ist jedoch nicht identisch zu UGT51B1, so dass das bakterielle Protein andere Protein-
Protein-Interaktionen eingehen konnte.

Zunachst musste eine Sequenz, welche fiir diese bakterielle 5-SGlcT codieren konnte, ermittelt
werden. Dies erfolgte mittels BLAST-Searches (BLASTp, NCBI) mit der Bb0572p-Sequenz ge-
gen das B. hermsii-Genom (Stamm DAH). Ein Treffer konnte erzielt werden: Bh0572 (Acc.No.
YP001883999.1 (NCBI), AAX17079.1 (GenBank) und B2S0S3 (UniProt)). Diese Sequenz findet
sich in der CAZy-Datenbank ebenfalls wie Bb0572 in der GT2-Familie.

BLAST2Seq-Analysen von Bb0572p- und Bh0572p-Sequenzen zeigten eine Identitidt von 69% und
eine Ahnlichkeit von 85%. Auf Nukleotidebene zeigte sich eine Identitéit der Gensequenzen von 76%
(Alignments sind dem Anhang 5 ab S.182 zu entnehmen).

Die Nukleotidsequenz von Bh0572 weist ebenfalls wie jene von Bb0572 einen hohen AT-Gehalt von
72% auf. Da die Expression des nativen Gens Bb0572 aus B. burgdorferi in P. pastoris und E. coli
nicht zur SG-Synthese fiihrte (s. Abb.2.7, S.62), wurde basierend auf der nativen Gensequenz, wie
zuvor fiir Bb0572 und Bb0767 beschrieben, die Synthese eines synthetischen Gens mit Optimierung
der codon usage fiir P. pastoris in Auftrag gegeben. Die Planung der Konstrukte und Berticksich-
tigung weiterer Belange erfolgte analog wie fiir die Synthese von Ppart Bb0572 beschrieben. Durch
die Optimierung der codon usage konnte der AT-Anteil auf 58% reduziert werden. Die AS-Sequenz
blieb auch in diesem Fall von der Optimierung unberiihrt. Eine Ubersicht iiber die Synthese- und
Klonierungsstrategie sowie die native und die synthetische Nukleotidsequenz kénnen dem Anhang
entnommen werden (Anhang 3 und 6 in 4.15.2, ab S.182).

Die Klonierung der synthetischen Gensequenz erfolgte ebenfalls analog zur Klonierung der syntheti-
schen Sequenz Ppart Bb0572 sowie auch die Hefe-Transformation und Selektion mittels der erzeugten
Histidin-Prototrophie. Die genotypische Verifizierung erfolgte in diesem Fall im Anschluss mit gen-
spezifischen, internen Primern fiir Ppart Bh0572 und, ebenfalls wie zuvor beschrieben, mit jenen fiir

Aozl (Daten nicht gezeigt). Auch in diesem Fall musste eine Deletion von Aoz! fiir eine spétere
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Funktionsanalyse beziiglich der Peroxisomendegradation ausgeschlossen werden (s. 2.3.1 und 2.3.3,

S.77 und 84).

Eine diinnschichtchromatographische Analyse von Gesamtlipidextrakten bzw. von radioaktiven Pro-
dukten nach einem in witro-Enzymassay zur Bestimmung der SGT-Aktivitat erfolgte im vorlie-
genden Fall nach ca. 20-stiindiger Induktion der Genexpression mittels Methanol bei 30°C. Die
Aufarbeitung der kultivierten Hefezellen bis zur diinnschichtchromatographischen Auftrennung er-
folgte wie bereits beschrieben. Die Resultate der durchgefiihrten Analysen sind Abbildung 2.9 zu

entnehmen.
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Abbildung 2.9: Bh0572-exprimierende Hefen zeigten 3-SGlc-Synthese.

A Diinnschichtchromatographische Auftrennung von Gesamtlipidextrakten. B Diinnschichtchromatographische Auftrennung
radioaktiver Produkte nach Durchfithrung einer in vitro-Enzymanalyse zur Bestimmung der SGT-Aktivitat. Es wurden 100 ug
Protein in den Assay eingesetzt. Als Substrate dienten [*4C]Cholesterol (400.000 dpm; 16 M) und nicht-markierte UDP-Glucose
(0,5 mM) bzw. UDP-Galactose (0,5 mM) sowie als Kontrollen Leerkontrollen ohne Homogenat (K1+K2). Gesamtlipidextrakte
bzw. Homogenate wurden nach 20 h Methanol-Induktion aus Zellen rekombinanter Hefen (T1, T2-+Hise) hergestellt, welche
Ppart Bh0572(+Hise) exprimierten. Kontrollen: WT-Stamm GS115 und die KO-Mutante GS115Augt51b1. Referenzen: iso-
liertes Ergosteryl-3-Glucosid (8-ErgGlc), Cholesteryl-8-Glucosid (3-CholGlc), Cholesteryl-3-Galactosid (3-CholGal) und Glu-
cosylceramid (GlcCer). Alle Extrakte wurden diinnschichtchromatographisch in Chloroform/Methanol 85:15 aufgetrennt. Die
Detektion der Lipide erfolgte in A mittels des Spriihreagenzes a-Naphtholschwefelsdure und anschliefendem Veraschen. In B
mittels “ Radioscanning” nach 8 h Exposition. A und B: Die Darstellung umfasst in A nur den Glycolipid-umfassenden Bereich
mit GlcCer und Sterylglycosid (SG) und in B nur den SG-aufzeigenden Bereich.

Abbildung 2.9 zeigt, dass Ppart Bh0572 fiir eine §-SGIcT codieren konnte, da nach Expression
sowohl in einem Gesamtlipidextrakt als auch nach einem in vitro-Enzymassay (3-SGlc detektiert
wurde. Das SG wurde durch Abgleich mit dem Rf-Wert der Referenz als $-SGlc identifiziert. An-
sonsten waren nur noch WT-Zellen in der Lage, in vivo und in vitro mittels eines Enzymassays
(-SGle zu synthetisieren. Die KO-Mutante zeigte erwartungsgeméft keine SG-Synthese.

Die Lipidbande des nach heterologer Expression synthetisierten 5-SGlc entsprach nach diinnschicht-
chromatographischer Auftrennung des Gesamtlipidextraktes in etwa dem WT-SG-Signal. In den Ge-
samtlipidextrakten aus den Hefezellen mit Hisg-markiertem Ppart Bh0572 ist eine Abschwéchung
der SG-Bande zu erkennen. Neben den SGs wurde in allen Extrakten noch GlcCer, ein weiteres
Glycolipid, detektiert. Alle anderen Lipide, die in Abbildung 2.8 exemplarisch beschrieben wurden,

werden hier nicht dargestellt.
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Die in vitro-Enzymanalyse® mit markiertem Cholesterol (Abb.2.9B) bestitigte das Ergebnis aus der
Lipidanalyse. Der WT war in der Lage 3-CholGlc mit UDP-Glucose als Zuckerdonor zu synthetisie-
ren. Eine schwécheres Bande mit dhnlichem Rf-Wert konnte unter Verwendung von UDP-Galactose
detektiert werden. Die KO-Mutante sowie die zwei Leerkontrollen ohne Homogenat (K1+2) zeig-
ten keine SGT-Aktivitat, unabhingig von der eingesetzten Zuckerspezies. Die rekombinante Hefe
(T1) hingegen konnte nur in Priasenz von UDP-Glucose (3-CholGle synthetisieren. Auch in diesem
Fall waren die Signalintensitéten des heterolog synthetisierten SGs insgesamt schwécher. Neben den
SGs konnten auch in diesem Assay weitere Signale fiir Sterylester und Cholesterole sowie durch
Oxidation entstandene Abbauprodukte detektiert werden. Diese werden aber in dieser Darstellung

ebenfalls nicht gezeigt.

Es kann zusammengefasst werden, dass Bh0572 fiir eine 5-SGIcT aus B. hermsii codieren konnte.
Um diese katalytische Funktion zu bestétigen, wurde nach heterologer Expression in P. pastoris
synthetisiertes SG strukturanalytisch untersucht (s. 2.2.4, S.68).

2.2.4 Bb0572p und Bh0572p synthetisieren 3-ErgGal bzw. (-ErgGlc

In vorhergehenden Untersuchungen wurden die heterolog exprimierten SGs nach Abgleich der Rf-
Werte mit jenen von Lipidstandards als 5-SGal (Bb0572) und §-SGlc (Bh0572) “identifiziert”. Dies
wies auf eine potentielle SGT-Funktion der Enzyme Bb0572p und Bh0572p hin (s. 2.2.2 und 2.2.3,
S.59 und 66). Um diese katalytische Funktionen zu bestatigen, sollten die SGs mittels spektrome-
trischer und spektroskopischer Analysen analysiert werden. Dabei sollten das Sterol-Riickgrat, die
Zuckerkopfgruppe und deren stereochemische Eigenschaften identifiziert werden.

ESI-FT ICR-Massenspektrometrie* wurde angewandt, um die Molekiilmasse des SGs zu bestimmen.
Da Hexosen wie Glucose und Galactose dieselbe Masse aufweisen und durch diese Methode auch
keine Aussage iiber die Verkniipfung des Zuckers getroffen werden konnte, wurden die SGs ebenfalls
mittels NMR-Spektroskopie untersucht.

Fiir die Strukturanalysen wurden Kulturen der rekombinanten P. pastoris-Stdmme angezogen und
die Expression von Ppart Bb0572 und Ppart Bh0572 i.d.R. iN (ca. 16 h - 18 h) mit Methanol indu-
ziert. Danach wurden Gesamtlipidextrakte hergestellt, indem die Hefezellen aufgebrochen und die
Lipide durch Ausschiitteln mit Chloroform/Methanol-Gemischen, wie bereits beschrieben, extrahiert
wurden. Anschliefend wurde der Gesamtlipidextrakt alkalisch verseift oder iiber eine S&ule frak-
tioniert, so dass die Glycolipide von den anderen Lipiden abgetrennt werden konnten. Nach diinn-
schichtchromatographischer Auftrennung in Chloroform/Methanol (85:15) konnte das SG durch
“Abkratzen” der entsprechenden Bande von der DC-Platte von GlcCer und durch Ausschiitteln mit
Chloroform/Methanol/0,45% Natriumchlorid (2:1:0,75) vom Kieselgel getrennt werden. Das gerei-
nigte SG wurde peracetyliert und die peracetylierte Probe in die NMR- und MS-Analysen eingesetzt.
Aufgrund der geringen Ausbeute von (3-SGal nach Expression von Ppart Bb0572 in P. pastoris (s.
Abb.2.8, S.65) mussten grofere Kulturvolumina (> 1 L) verarbeitet werden. Die Aufarbeitung von

3 In vitro-Enzymanalyse von Ppart Bh0572+Hisg kann Abb. 2.11, S. 74 entnommen werden.
4ESI-Fourier-Transform-Ionenzyklotronresonanz-Massenspektrometrie
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(-SGlc aus Ppart Bh0572 exprimierenden Hefen konnte aufgrund der guten Expression (s. Abb.2.9,
S.67) in einem moderateren Rahmen (0,05-0,5 L) durchgefiihrt werden. Nach Acetylierung der iso-
lierten SGs konnten zwei Lipidbanden detektiert werden. Diese wiederum wurden erneut separiert

und getrennt in die Strukturanalysen eingesetzt.

Die massenspektrometrischen und NMR-spektroskopischen Analysen und Auswertungen der erhal-
tenen Spektren wurden von Prof. Dr. Ulrich Z&hringer und seinen Mitarbeitern (Forschungszentrum
Borstel) vorgenommen. Fiir die Auswertung der ESI-Massenspektren mussten die theoretischen
Massen der erwarteten Molekiile berechnet und diese anschlieffend den detektierten Massen in den
ESI-Massenspektren zugeordnet werden (Daten nicht gezeigt). Die Deutung der NMR-Spektren
(Daten nicht gezeigt) konnte durch den Vergleich mit NMR-Spektren bekannter Molekiile unter-
stiitzt werden. Niitzlich waren dabei Spektren von peracetyliertem Ergosteryl-G-D-Glucopyranosid
aus P. pastoris sowie eine Epidioxy-Verbindung eines Hp0421-exprimierenden P. pastoris-Stamms.
Diese Epidioxy-Verbindung wurde als 5a,8a-Epidioxy-ergosta-6,22-dien-3-a-D-glucopyranosid iden-
tifiziert. Die nachfolgende Abbildung 2.10 zeigt die ermittelten Strukturen.
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Abbildung 2.10: Strukturen der SGs aus transgenen Hefekulturen nach Expression von

Bb0572 und Bh0572 in P. pastoris.

Mittels NMR- und ESI-MS-Analysen identifizierte Strukturen. Fiir die Analysen wurde SG aus Ppart Bb0572- und Ppart Bh0572-
exprimierenden Hefen isoliert und peracetyliert. Nach der Peracetylierung resultierten nach diinnschichtchromatographischer
Auftrennung in Diethylether-haltigem Laufmittel je zwei Banden, welche erneut isoliert wurden. Anschlieffende Analysen der
Spektren ergaben folgende Resultate:

A Ergosteryl-3-0-3-(2,3,4,6-tetra- O-acetyl)-8-D-galactopyranosid,

B 5a,8a-Epidioxy-ergosteryl-3- 0-3-(2,3,4,6-tetra- O-acetyl)-3-D-galactopyranosid,

C Ergosteryl-3-0-3-(2,3,4,6-tetra- O-acetyl)-3-D-glucopyranosid und

D 5a,8a-Epidioxy-ergosteryl-3-O0-3- (2,3,4,6-tetra- O-acetyl)-3-D-glucopyranosid.

A und B basieren auf der heterologen Expression des synthetischen Gens Ppart Bb0572 (mit optimierter codon usage fiir P. pasto-
ris, urspriinglich aus B. burgdorferi) und C und D auf jener des synthetischen Gens Ppart Bh0572 (urspriinglich aus B. hermsii).

Die Strukturanalysen (Abb.2.10) konnten bestétigen, dass es sich bei Bb0572p um eine 3-SGalT
handelt, welche die Synthese von (5-SGal katalysiert. Bei Bh0572p handelt es sich wiederum um eine
B-SGIcT, welche die Synthese von 3-SGlc katalysiert. Nach heterologer Expression ist der Akzeptor
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im vorliegenden Fall Ergosterol. In natiirlicher Umgebung wiirden die Enzyme das Cholesterol nut-
zen, das die Bakterien von ihrem Wirt aufnehmen. Neben S-ErgGal und g-ErgGlc konnten weitere
Strukturen identifiziert werden. Dabei handelte es sich um Epidioxy-Derivate der genannten SGs.

Im néchsten Schritt sollten nun die Enzyme Bb0572p und Bh0572p untersucht werden.

2.2.5 Charakterisierungsstudien der Enzyme Bb0572p und Bh0572p

wurden begonnen

Einige biochemische Eigenschaften von Enzymen kénnen mittels verschiedener Assays aufgeklart
werden. Durch diese konnen u.a. das Reaktionsmilieu (pH-Optimum) sowie die Donoren und Ak-
zeptoren fiir die Enzymaktivitdt bestimmt werden. Des Weiteren kann die Affinitét fiir die Substrate
ermittelt werden. Analysiert werden sollten die 3-SGalT aus B. burgdorferi (Bb0572p) und die (3-
SGIcT aus B. hermsii (Bh0572p) nach heterologer Expression in P. pastoris.

Fiir die Charakterisierung wurden Proteinhomogenate nach 16-stiindiger Methanol-Induktion bei
30°C, wie bereits beschrieben, aus Hefekulturen hergestellt. Als Kontrolle in den Studien diente eine
transgene Hefe, welche Hp0421 unter dem nativen Ugt51b1-Promotor exprimierte (s. 2.2.1, S.56).
Hp0421p wurde im Rahmen der Diplomarbeit von A.-H. Lebrun [186] schon charakterisiert und
bot sich neben dem P. pastoris-W'T als Kontrolle an. Die hergestellten Homogenate wurden in ver-
schiedene Enzymassays mit fest definierten Mengen an markierter UDP-['4C]Glucose (50.000 dpm;
0,76 M) bzw. UDP-['4C]Galactose (50.000 dpm, 0,75 M) und unmarkiertem Cholesterol (0,2 mM)
eingesetzt. Dieser Assay wurde zur Bestimmung der Proteinlinearitdt mit 0-100 ug Proteinhomoge-
nat fiir 30 min bei 30°C durchgefiihrt und die Reaktion in diesem Fall mit Ethylacetat und 0,45%
Natriumchlorid abgestoppt. Nach Abnahme der oberen, organischen Phase konnte diese im Szintilla-
tionszahler vermessen werden. Unter den gegebenen Bedingungen konnten jedoch keine verwertbaren
SGT-Aktivitdten gemessen werden. Die eingesetzte Kontrolle ohne markiertes Substrat zeigte eben-
so wie die anderen Proben keine SGT-Aktivitat. Nach Vermessen der zuriickgebliebenen Unterphase
konnte die eingesetzte Radioaktivitét in dieser detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Zur Kontrol-
le wurde ein Enzymassay mit markiertem ['4C]Cholesterol (200.000 dpm; 16 uM) und UDP-Glucose
bzw. UDP-Galactose (je 0,5 mM) mit 50 bzw. 100 ug Protein ebenfalls fiir 30 min durchgefiihrt.
Dieser Assay wurde, wie zuvor beschrieben, mit Chloroform:Methanol (2:1) und 0,45% NaCl ab-
gestoppt, die radioaktiven Produkte nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung detektiert
und interpretiert. Erst nach 14-stiindiger Exposition konnten leichte Lipidbanden fiir 3-CholGal
im Homogenat der Ppart Bb0572-exprimierende Hefe detektiert werden. Die Positivkontrolle, die
Hp0421-exprimierende Hefe, zeigte in diesem Fall keine SG-Synthese (Daten nicht gezeigt). Diese
Resultate belegten, dass die Induktions- und Reaktionsbedingungen noch optimiert werden muss-
ten, um eine Quantifizierbar der radioaktiven Produkte fiir die biochemische Charakterisierung der
Enzyme zu erreichen.

Die fehlende Quantifizierbar der radioaktiven SGs nach Expression der Borrelien-SGT-Gensequenzen
in P. pastoris flihrte dazu, dass das Hefesystem fiir die Charakterisierungsstudien in Frage gestellt
wurde. Deswegen sollte die Expression in E. coli untersucht werden. Dazu entwickelte der Projekt-

student Daniel Maag eine eigenstdndige Klonierungsstrategie. Um die synthetischen Gensequenzen
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von Ppart Bb0572 und Ppart Bh0572 aus dem pMA-Vektor im 3’-Bereich zu modifizieren, fiihrte er
eine PCR mit einem Primerpaar durch, bei dem der forward-Primer einen BamHI-Uberhang hatte
und der reverse-Primer einen NotI-Uberhang und gleichzeitig das Stoppcodon entfernte. Durch das
Entfernen des Stoppcodons konnte das im pET24d(+)-Vektor vorliegende, aminoterminale Hisg- Tag
genutzt werden.

Nach Zwischenklonierung in pGEM-T und Verifizierung der Sequenz konnte die Gensequenz mit
BamHI (5’) und Notl (3’) restringiert und gerichtet in einen ebenso vorbereiteten pET24d(+)-
Expressionsvektor kloniert werden. Danach war es moglich, E. coli C41(DE3)-Zellen zu transfor-
mieren und die Genexpression durch IPTG fiir 3 h bei 30°C zu induzieren. Danach wurde aus
den Zellen, wie bereits beschrieben, ein zellfreies Homogenat hergestellt und in einen radioaktiv
Enzymassay mit markierten UDP-Zuckern, analog zu jenem mit den Homogenaten aus P. pasto-
ris, durchgefithrt. Auch in diesem Fall verblieb die Radioaktivitédt in der nicht-organischen Phase.
Nur fiir Hp0421-exprimierende E. coli-Zellen konnten (leichte) Umsétze verzeichnet werden (Da-
ten nicht gezeigt). Zur Kontrolle wurde ebenfalls ein Assay mit [!4C]Cholesterol (400.000 dpm;
32 pM) und mit UDP-Glucose bzw. UDP-Galactose (0,5 mM) durchgefiihrt. Es konnten nur fiir die
E. coli-Zellen, welche Hp0421 exprimierten, schon nach zweistiindiger Exposition intensive Signale
detektiert werden. Dieses Signale konnten als a-CholGlc interpretiert werden. Sonst konnte nur bei
den Ppart Bh0572-exprimierenden E. coli-Zellen eine schwache SG-Bande detektiert werden, welche
nach entsprechender Verliangerung der Expositionsdauer auf bis zu 15 h verstarkt werden konnte.
Diese Lipidbande konnte aufgrund der dhnlichen Rf-Werte nach schlechter Auftrennung der Lipide
nicht eindeutig als 5-CholGlc interpretiert werden. Bei den anderen rekombinanten E. coli-Zellen,
welche Ppart Bb0572 exprimierten, wurde keine 5-SGalT-Aktivitdt detektiert.

Auch mit dem FE. coli-System konnte keine bessere Quantifizierbarkeit der radioaktiven Produkte
erreicht werden, und die fehlende Detektion von SG warf die Frage nach der Synthese des Proteins
auf. Im Falle der rekombinanten FE. coli-Zellen war es moglich, eine Immunoblot-Analyse gegen den
aminoterminalen Hisg-Tag des rekombinanten PpartBb0572- oder PpartBh0572-Proteins durchzu-
fiihren. Dadurch konnte tiberpriift werden, ob es iiberhaupt zur Translation der Proteine nach der
Genexpression kam. Fiir den Nachweis wurden die Homogenate verwandt, welche auch in den zu-
letzt beschriebenen in vitro-Enzymassay eingesetzt wurden. Es wurden 15 ug Gesamtprotein mittels
einer SDS-PAGE aufgetrennt und die PA-Gele entweder anschlieffend mittels Coomassie-Brilliant-
Blue gefarbt oder die Proteine mittels Western-Blot auf eine Membran iibertragen. Die Detektion
erfolgte durch die Verwendung eines monoklonalen Anti-His- Tag-Antikérpers. In der Immunoblot-
Analyse konnte keine erwartete Proteinmasse von ca. 43 kDa fiir Bb0572p sowie fiir Bh0572p detek-
tiert werden. Die Funktionalitdt der Methode konnte durch die Detektion eines Proteins mit einer
Masse von ca. 47 kDa, welches als Hp0421p identifiziert werden konnte, bewiesen werden. Auch
nach Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung des PA-Gels konnte nur im Proteinhomogenat der Hp0421-
exprimierenden Hefe eine dickere Bande unterhalb der 46 kDa detektiert werden. Eine Akkumulation
eines Proteins in der Grofenordnung von 43 kDa konnte in den Homogenaten von Ppart Bb0572-
und Ppart Bh0572-exprimierenden E. coli-Zellen nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
Sowohl im Hefe- als auch im FE. coli-System konnten keine ausreichend quantifizierbaren radioak-

tiven SG-Mengen nach Expression von Ppart Bb0572 und Ppart Bh0572 erreicht werden. Mittels
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Immunoblot-Analyse konnten in E. coli zudem keine Proteine fiir Bb0572p und Bh0572p nachge-
wiesen werden. Deswegen soll sich nun im weiteren Verlauf dieses Abschnitts damit befasst werden,
wie die geringe Enzymaktivitdt durch Optimierungen in Induktion und Assayablauf in einen quan-
tifizierbaren Bereich gebracht werden konnte, um die Charakterisierungsstudien durchfiihren zu
koénnen. Folgende Modifikationen wurden im Rahmen der Aktivitdtsoptimierung vorgenommen. Es

wurden

e dem Reaktionspuffer Kationen zugesetzt und
e der Induktionszeitraum
e sowie die Induktionstemperatur variiert.

Zu Beginn wurde der Versuchsansatz des zuletzt beschriebenen Enzymassays fiir E.coli und P. pas-
toris mit denselben Induktionsbedingungen wiederholt, aber geringere Proteinmengen (10-50 ug)
eingesetzt und der Reaktionspuffer in einer niedrigeren Konzentration (50 mM Tris anstelle von
100 mM) verwendet. Die Konzentrationen der in den Assay eingesetzten Substrate blieben, wie
zuvor beschrieben, doch der Enzymassay zeigte auch nur fiir die Kontrollen die entsprechenden
Lipidbanden (Daten nicht gezeigt). Eine erste Variation, basierend auf dem soeben beschriebenen
Ansatz, wurde durch Modifikation des Assaypuffers erreicht: Aus P. pastoris-Zellen wurden nach ca.
16 h Induktion mit Methanol sowie aus E. coli-Zellen nach 3 h Induktion mit IPTG bei 30°C Ho-
mogenate hergestellt. Der Homogenisierungspuffer blieb unverdndert und dem Assayreaktionspuffer
(50 mM Tris) wurden u.a. Kationen und ein Komplexbildner (5 mM Ca?*, 5 mM Mg?*, 1 mM
Mn2*, 1 mM EDTA) zugesetzt. Die Assaybedingungen selbst wurden beibehalten. Doch auch die
Zugabe der Kationen zeigte keinen SG-Synthese-fordernden Effekt (Daten nicht gezeigt).

Danach wurden die Induktionszeiten und auch die Temperaturen variiert. Die Hefezellen wurden in
diesem Fall fiir 6 h bei 30°C und die E. coli-Zellen fiir ca. 24 h bei 16°C inkubiert. Nach géngiger
Homogenatherstellung wurde etwas Gesamthomogenat abgenommen, der Rest einer Ultrazentrifu-
gation bei 100.000 xg fiir 30 min unterzogen und danach im Gesamthomogenat und den Fraktionen
(Sediment und Uberstand) die Proteinkonzentrationen nach BRADFORD bestimmt. Anschliefend
wurden 50 pg Protein in einen Assay mit 100 mM Tris im Assaypuffer eingesetzt. Die Ergebnisse

der Enzymassays sind Abbildung 2.11 zu entnehmen.
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Abbildung 2.11: Die Aktivitdt der Enzyme Bb0572p und Bh0572p ist membranassoziiert.

Diinnschichtchromatographische Auftrennung von radioaktiven Produkten nach einem in vitro-Enzymassay zur Bestimmung
der SGT-Aktivitit. Der Assay wurde entweder mit Gesamthomogenat (A), Homogenat-Uberstand (B) nach Ultrazentrifuga-
tion bzw. -Sediment (C) durchgefiihrt. Homogenate wurden aus rekombinanten Hefe- und E. coli-Zellen hergestellt, welche
Ppart Bb0572 (Bb) und PpartBh0572 (Bh) nach einer Induktion fiir 6 h (Pp) bzw. 24 h (Ec) exprimierten. P. pastoris-
Kontrollen: Zellen des WT-Stamms GS115 und einer KO-Mutante (GS115Augt51b1). E. coli-Kontrollen: Hp0421-exprimierende
Zellen (Hp) als Positivkontrolle und Zellen als Negativkontrolle, welche nur mit dem pET24d(+)-Leervektor (LV) transformiert
wurden. Als Leerkontrolle (K) wurde ein Assayansatz ohne Homogenat verwendet. In alle anderen Ansétze wurde jeweils
50 ug Protein eingesetzt. Verwendete Substrate waren [!4C]Cholesterol (190.000 dpm; 15 M) und nicht-markierte UDP-
Glucose (0,5 mM) bzw. UDP-Galactose (0,5 mM - nur fiir Bb). Alle Extrakte wurden diinnschichtchromatographisch in Chlo-
roform/Methanol 85:15 aufgetrennt. Die Detektion der Lipide erfolgte mittels “ Radioscanning” nach zwei Stunden Exposition.

Abbildung 2.11A zeigt die Ergebnisse der mit den Gesamthomogenaten durchgefithrten Enzy-
massays, in denen die Ppart Bb0572-exprimierende Hefe eine (5-SGalT-Aktivitdt aufwies, da Li-
pidbanden fiir 5-CholGal detektiert wurden. Der Ppart Bh0572-exprimierende Hefe-Stamm zeig-
te hingegen eine geringe [B-SGlcT-Aktivitdt aufgrund der Detektion einer geringen Menge von (-
CholGlc. Nach 16-stiindiger Exposition war diese Lipidbande besser zu erkennen (nicht gezeigt).
In der WT-Kontrolle wurde ein héherer Umsatz der Substrate zu 3-CholGlc festgestellt. Keinen
Umsatz zeigte hingegen die KO-Mutante GS115Augt51b1. Das E. coli-System zeigte nur fiir das
Homogenat aus den Hp0421-exprimierenden Zellen eine SGT-Aktivitdt. Die detektierte Lipidbande
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wurde als a-CholGlc identifiziert. Die Ppart Bb0572- und Ppart Bh0572-exprimierenden Zellen so-
wie die mit dem Leervektor (LV) pPIC3.5 transformierten E. coli-Zellen zeigten keine Aktivitat. In
Abb.2.11B sind die Resultate des Assays mit den nach Ultrazentrifugation erhaltenen Homogenat-
Uberstianden dargestellt. Es konnte festgestellt werden, dass die Aktivitdten schwicher ausfallen, da
die Intensitdten der Lipidbanden ebenfalls schwicher sind. Schwache Banden sind fiir den Hefe-WT
und die Hp0421-exprimierenden F. coli-Zellen zu erkennen. Die SGs konnten wie zuvor iiber die
Rf-Werte, wie fiir 2.11A. beschrieben, identifiziert werden. Nach 16 h Exposition konnte auch noch
fiir die Ppart Bb0572-exprimierende Hefe ein Lipidbande als 3-CholGal detektiert werden (nicht
gezeigt). Die Ergebnisse in Abb.2.11C mit dem Einsatz des nach Ultrazentrifugation erhaltenen Se-
diments entsprechen jenen aus Abb.2.11A, jedoch zeigte das aus dem Homogenat der Ppart Bh0572-
exprimierenden Hefezellen gewonnene Sediment erst nach 16 h Exposition eine 3-CholGlc-Synthese

(nicht gezeigt). Neben den SGs konnte ebenfalls Cholesterol detektiert und dargestellt werden.

Es kann festgehalten werden, dass die WT-Hefe die stirkste SGT-Aktivitdt besafs. Bei den Hefen,
welche die synthetischen Gensequenzen Ppart Bb0572 und -Bh0572 exprimierten, zeigte Bb0572p
eine hohere Aktivitét als Bh0572p. Die besten Aktivitdten befanden sich im Gesamthomogenat bzw.
im Sediment. Mit dem E. coli-System konnten dagegen keine verwertbaren Ergebnisse erzielt wer-
den, da Bb0572p und Bh0572p kein SG-Synthese katalysierten. Daher wurde im weiteren Verlauf
mit den Ppart Bb0572- und Ppart Bh0572-exprimierenden Hefen weitergearbeitet.

Es sollte u.a. die Expression von Ppart Bb0572 optimiert werden, da dies fiir die Synthese von
[B-SGal hilfreich sein konnte. Wie in Abb.2.7 (S.62) gezeigt, wurden die Lipide in vivo nur in ge-
ringen Mengen synthetisiert. Weitere Experimente entweder mit einer verlangerten Induktion der
Genexpression von 30 h oder mit Zugabe von Galactose (Endkonz. 1%) im Induktionsmedium und
sechsstiindiger Inkubation wurden durchgefiihrt. Zudem wurden auch Schikanekolben zur besseren
Durchliiftung verwendet. Alle Modifikationen brachten keine Steigerung der SG-Biosynthese (Daten
nicht gezeigt). Es wurden weitere Induktionszeiten getestet und in diesem Fall die in vivo erfolg-
te Lipidsynthese nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung, wie beschrieben, hergestellter
Gesamtlipidextrakte analysiert. Die erhaltenen Resultate wurden dann den Resultaten eines in vi-
tro-Enzymassays nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung der radioaktiven Produkte aus
parallel generierten Homogenaten gegeniibergestellt. Dazu wurden die Hefekulturen angezogen und
fiir zwei, vier und 16 Stunden mit Methanol bei 30°C induziert. Der in vitro-Enzymassay wurde an
dieser Stelle wieder fiir eine Stunde bei 30°C in 50 mM Tris-Puffer inkubiert. Die Resultate beider
Analysen sind Abbildung 2.12 zu entnehmen.
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Abbildung 2.12: SG-Biosynthese ist abhéngig von der Induktionsdauer.

A Diinnschichtchromatische Auftrennung von Gesamtlipidextrakten. Gezeigt ist nur ein Ausschnitt, der die Glycolipide um-
fasst. B Diinnschichtchromatographische Auftrennung radioaktiver Produkte zur Bestimmung der SGT-Aktivitdt nach einen
radioaktiven Enzymassay, in den 100 pg Protein eingesetzt wurden. Als Substrate dienten ['*C]Cholesterol (400.000 dpm;
ca. 32 pM) und nicht-markierte UDP-Glucose (1 mM - fiir WT, KO, K1, Bh) bzw. UDP-Galactose (1 mM - fiir K2, Bb).
Kontrollen: Leerkontrollen ohne Homogenat (K1+K2). Auch hier ist nur ein Ausschnitt dargestellt, welcher die Sterylgly-
coside représentiert. Gesamtlipidextrakte bzw. Homogenate wurden aus folgenden Kulturen hergestellt: P. pastoris-Zellen,
welche PpartBb0572 (Bb) bzw. PpartBh0572 (Bh) exprimierten, aus Zellen des WT-Stamms GS115 und einer KO-Mutante
(GS115Awugt51b1). Die Genexpression wurde fiir 2, 4 und 16 h mit Methanol induziert. Referenzen: isoliertes Ergosteryl-S-
Glucosid (B8-ErgGlc), Cholesteryl-3-Glucosid (8-CholGlc) und Cholesteryl-3-Galactosid (8-CholGal). Alle Extrakte wurden
diinnschichtchromatographisch in Chloroform/Methanol 85:15 aufgetrennt. Die Detektion der Lipide erfolgte in A mittels des
Sprithreagenzes a-Naphtholschwefelsdure und anschliefendem Veraschen und in B mittels “ Radioscanning” nach zwei Stunden
Exposition.

Abbildung 2.12A zeigt, dass der P. pastoris WT in vivo B-ErgGlc synthetisiert. Dabei ist die
starkste Akkumulation nach vierstiindiger Induktion zu beobachten, wiahrend die Lipidbande nach
zweistiindiger und 16-stiindiger Methanol-Induktion weniger ausgeprégt ist. Die KO-Mutante zeig-
te unabhéngig von der Induktionsdauer keine (-ErgGlc-Biosynthese. Die rekombinante Hefe, die
Ppart Bb0572 exprimierte, zeigte erst nach 16 h eine sehr schwache Lipidbande, welche als 5-ErgGal
identifiziert wurde. Die Ppart Bh0572-exprimierenden Hefezellen synthetisierten hingegen (-ErgGlc,
das wahrend der Induktion von zwei iiber vier bis zu 16 Stunden stark akkumulierte. Die parallel
durchgefiihrte in vitro-Enzymanalyse mit markiertem Cholesterol (Abb.2.12B) zeigte, dass Zellen
des WTs und der Ppart Bh0572-exprimierende Hefe nach Homogenisierung in der Lage waren, (-
CholGle zu synthetisieren. Die KO-Mutante sowie die zwei Leerkontrollen (K1+2) ohne Homogenat
zeigten keine SG-Synthese. Die rekombinante Hefe, welche Ppart Bb0572 exprimierte, setzte die Sub-
strate zu §-CholGal um. Dabei waren die Intensitdten der SG-Lipidbanden des W'Ts am stérksten,
wobei nach 16 h die starkste Bande detektiert werden konnte. Fiir die Ppart Bb0572-exprimierende
Hefe war dies hingegen schon nach vier Stunden der Fall und fiir die Ppart BR0572-exprimierende

Hefe nach zwei Stunden.

Die beschriebenen Enzymassay-Varianten fithrten zu keiner verbesserten Aktivitdt der SGTs, welche
fiir eine entsprechende Quantifizierbarkeit der SGs sorgen konnte. Es konnten aber aus den Variatio-
nen Erkenntnisse gewonnen werden, welche fiir folgende Optimierungsversuche hilfreich sein kénn-

ten. Zum Beispiel, dass sich die hochste Enzymaktivitdt der Borrelien-SGTs im Sediment befindet
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und dass die SGs in vivo mit verlangerter Induktion akkumulierten, dies aber keinen signifikanten

Einfluss auf die in vitro ermittelte Enzymaktivitat nahm.

2.3 Einfluss von SG auf die Peroxisomendegradation in
P. pastoris

Ziel der Versuche war es, zu untersuchen, inwiefern SG Einfluss auf die Perxosiomendegradations-
fahigkeit von P. pastoris nimmt. P. pastoris ist in der Lage Methanol als Kohlenstoffquelle in den
Peroxisomen umzusetzen. Durch Induktion mit Methanol werden Peroxisomen proliferiert, welche
das zum Methanol-Katabolismus benétigte Enzym AOX beinhalten. Im vorliegenden Fall induziert
das Methanol auch die Synthese der zu analysierenden 3-ErgGle-Varianten. Steht Glucose zur Verfi-
gung, beginnt der Prozess der Peroxisomendegradation, da die Peroxisomen in dieser grofsen Anzahl
fiir den Katabolismus von Glucose nicht bendtigt werden. Die Detektion der Peroxisomendegrada-
tion erfolgte gekoppelt an die Présenz der AOX. Wurde AOX-Aktivitdt gemessen, bedeutete dies,
dass Peroxisomen vorhanden waren, da die AOX in diesen Organellen lokalisiert ist und dort auch
der Katabolismus des Methanols stattfindet. Wahrend der Degradation der iiberschiissigen Pero-
xisomen musste folglich die AOX-Aktivitdt abnehmen und nach vollstdndiger Degradation nicht
mehr bzw. kaum messbar sein.

Unter diesen mikropexophagischen Bedingungen sollten transgene Hefen untersucht werden, welche
UGT51B1-Varianten synthetisierten und zum Teil in der SG-Biosynthese beeintrichtigt waren (s.
2.1.1, S.46), um die Bedeutung des Proteins auch unabhéngig von seiner katalytischen Aktivitat ana-
lysieren zu kénnen. Des Weiteren wurden auch Hefen untersucht, welche strukturelle SG-Varianten
in einer Augt51b1-Mutante synthetisieren konnten (s. 2.2, ab S.55). Dabei handelte es sich um die
im Rahmen dieser Arbeit generierten Hefetransformanten, die nach heterologer Expression einer
a-SGlcT (Hp0421p) a-ErgGle bzw. einer -SGalT (Bb0572p) [-ErgGal synthetisierten. Mit Hilfe
dieser strukturellen SG-Varianten soll aufgeklart werden, ob das SG im Peroxisomenabbau eine be-
stimmte Epimerie oder Anomerie aufweisen muss und/oder ob die verkniipfte Hexose von Belang
ist. Den Abschnitten 2.3.2 und 2.3.3 kénnen die Analysen der strukturellen SG-Varianten beziiglich

der Aufklarung ihrer Beteiligung am Peroxisomenabbau entnommen werden.

2.3.1 Einfluss der -ErgGlc-Synthese auf die

Peroxisomendegradation in P. pastoris

In diesem Abschnitt wird die Analyse von Hefen beschrieben, welche UGT51B1-Varianten syntheti-
sierten. Diese waren teilweise in der S-ErgGlc-Synthese beeintrachtigt. Die transgenen Hefen sollten
beziiglich ihrer Fahigkeit, ihre Peroxisomen degradieren zu kénnen im Vergleich zu Hefen analysiert
werden, die ein funktionales Enzym synthetisierten.

Durch eine in situ-AOX-Aktivitdtsfarbung nach Stasyk et al. konnte die Prisenz (Aktivitat) der
AOX1 in der die Peroxisomenproliferation-induzierenden Methanol-Phase bestimmt werden [330].

Nach einem Wechsel zu Glucose als Kohlenstoffquelle konnte mittels einer in situ-Aktivitatsfarbung
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nach Sakai et al. festgestellt werden, ob die AOX1 noch detektiert werden konnte [298]. Neben Aox1
gibt es noch ein weiteres Gen, Aoz2, welches ebenfalls fiir eine AOX codiert [172, 60|. Jedoch macht
das Genprodukt von Aozl den grofsten Anteil mit 30% der 16slichen Proteine in der Hefezelle aus
[55], weswegen mit der Farbung primar AOX1 detektiert wird.

Fiir die Farbungen wurden die (transgenen) P. pastoris-Zellen angezogen und fiir zwei Tage auf
Methanol-Platten zur Proliferation der Peroxisomen und zur Induktion der Expression der (modi-
fizierten) B-ErgGlcT-Gene inkubiert. Auf Methanol-haltigem Néhrboden katalysiert die AOX die
Umsetzung von Methanol und Sauerstoff zu Formaldehyd und Wasserstoffperoxid. Durch Zugabe
einer Peroxidase kann das Wasserstoffperoxid mit einem Dimethoxybenzidin einen roten chinoiden
Farbstoff bilden. Fiir die in situ-Farbung nach Sakai et al. wurden die Hefezellen vom Methanol-
haltigen Nahrboden mittels einer Membran auf einen Glucose-haltigen Néhrboden transferiert und
fiir acht bis zehn Stunden auf diesem inkubiert. Anschliefend wurde die AOX-Aktivitdt mittels ei-
nes Assays visualisiert, welcher ebenfalls auf der Entstehung von Wasserstoffperoxid basiert. Durch
Zugabe von exogenem Methanol und Peroxidase wird ein ebenfalls exogen zugegebener Redoxindi-
kator (ABTS) oxidiert. Diese Oxidation resultiert in der Verfarbung der Hefezellen zu griin-lila. Die

Resultate der verschiedenen Aktivitétstarbungen sind Tabelle 2.1 zu entnehmen.

Tabelle 2.1: f-ErgGlc-defiziente Hefen zeigten nach Wechsel der Kohlenstoffquelle von Me-
thanol zu Glucose AOX-Aktivitat.

Hefen AOX - Methanol AOX - Glucose

WT
KO
FL
MutA
MutB
MutC

R

Resultate zweier AOX-Aktivitatsfarbungen nach Stasyk et al. [330] und Sakai et al. [298]. Eingesetzt wurden Zellen des P. pas-
toris WT-Stamms PPY12 sowie von einer B-ErgGlc-defizienten KO-Mutante (PPY12Augt51b1) als Kontrolle neben Zellen
transgener Hefen. Dies waren Zellen der mit CFP-UGT51B1 komplementierten Hefe (FL) und jene Hefezellen, welche CFP-
UGT51B1-MutA, -MutB oder -MutC synthetisierten. Nach Kultivierung der Zellen auf Vollmedium wurden diese fiir zwei Tage
auf Methanol-Festmedium transferiert. Auf Methanol-Festmedium wurde die Farbung nach Stasyk et al. angewandt. Nach
Transfer der Zellen auf ein Glucose-haltiges Festmedium wurde nach 8-10 h die AOX-Aktivitat nach Sakai et al. bestimmt. Mit
+ gekennzeichnete Hefen zeigten AOX-Aktivitdt im Gegensatz zu jenen mit -.

Tabelle 2.1 zeigt, dass alle Hefen in der Lage waren, AOX zu bilden, um Methanol zu katabolisieren.
Nach einem Wechsel auf Glucose-haltigen Ndhrboden und nach acht bis zehn Stunden Inkubati-
on konnte nur noch bei der KO-Mutante und den Hefen mit MutB- und MutC-Modifikation in
UGT51B1, welche alle in der 8-ErgGle-Synthese beeintrichtigt waren, AOX-Aktivitdt und folglich
kein Abbau der Peroxisomen festgestellt werden. Hefen, die nicht in ihrer SG-Synthese beeintréch-
tigt waren, zeigten keine AOX-Aktivitdt mehr, so dass auf einen funktionalen Peroxisomenabbau

geschlossen werden konnte.

Eine weitere Moglichkeit den Peroxisomenabbau zu detektieren, bot das Durchfiihren einer Immu-

noblot-Analyse mit einem Anti-AOX-Antiserum. Dazu wurden die (transgenen) Hefen wiederum in
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Vollmedium kultiviert, die Expression der 5-SGlcT bzw. die Proliferation der Peroxisomen mit Me-
thanol induziert und dann die Kohlenstoffquelle zu Glucose gewechselt. Erwartet wurden basierend
auf den in situ-AOX-Aktivitatstarbungen die folgenden Muster: Alle B-ErgGle-synthetisierenden
Hefen (WT, FL, UGT51B1-MutA) sollten direkt nach dem Wechsel zu Glucose als Kohlenstoft-
quelle eine hohe Aktivitdt aufweisen, welche im Laufe der Umstellung des Metabolismus der He-
fen zum Glucosekatabolismus abnimmt. Im Gegensatz dazu sollten die in der §-ErgGle-Synthese-
beeintrachtigten Hefen (KO, UGT51B1-MutB,-MutC) eine konstant hohe AOX-Aktivitéit aufzeigen.
Zudem sollte das AOX-Protein unter nicht-induzierbaren Bedingungen nicht nachgewiesen werden
konnen, da die Transkription der Aoz-Gene nur mit Methanol stattfindet und durch Glucose repri-
miert wird [247].

Fiir den Erhalt der Proteinhomogenate wurden zwei Strategien im Rahmen dieser Arbeit verfolgt. Es
wurden zum Einen definierte Proteinmengen in die Analysen eingesetzt. Da dabei das Zellwachstum
nicht beriicksichtigt wurde, musste beachtet werden, dass die Zunahme der Zellmasse die Ergeb-
nisse verfilschen kénnte. Eine hohe AOX-Aktivitdt zu Beginn des Wechsels in Glucose-Medium
kénnte “konstant” bleiben, wenn die geringer werdende Aktivitdt durch die Zunahmen an Zellen
ausgeglichen wird und akkumuliert. Wiederum miisste dies fiir die Hefen, bei denen eine konstante
Aktivitat erwartet wurde, bedeuten, dass eine Zunahme der AOX-Aktivitdt zu beobachten wire.
Deswegen wurde in einem weiteren Versuchsansatz das Zellwachstum beriicksichtigt und auch eine
Kontrolle vor der Methanol-Zugabe mitgefiihrt. In letzterem Fall wurden Optische Dichte-(OD)-
Einheiten geerntet und das Wachstum der Zellen gemessen, um die eingesetzten Proteinmengen an
das Zellwachstum anzupassen. D.h. mit gesteigertem Zellwachstum um Faktor X wurde auch die
eingesetzte Proteinmenge entsprechend um diesen Faktor erhoht.

Fiir beide Strategien wurde die Genexpression fiir neun Stunden mit Methanol induziert und die
Zellen nach dem Wechsel in Glucose-Medium zu definierten Zeitpunkten (0, 3, 6, 9 und u.a. 20 h)
geerntet und zu Proteinhomogenaten durch Aufbrechen mit Glasperlen aufgearbeitet. Diese Prote-
inhomogenate konnten anschliefend einer SDS-PAGE mit anschliefsender Proteinfirbung bzw. einer
Immunoblot-Analyse unterzogen werden.

Es konnten Proteinbanden mit einer molekularen Masse von ca. 80 kDa detektiert werden. Die
ermittelte molekulare Masse von AOX betridgt 74 kDa. Nur in den nicht-induzierten Zellen wurde
kein AOX-Protein nachgewiesen. Basierend auf der vorangegangenen Aktivitdtsfarbung sollte ei-
ne Korrelation zwischen (-ErgGlc-Synthese und der Fahigkeit zum Peroxisomenabbau durch eine
Abnahme des AOX-Signals im Laufe der Glucose-Adaption detektiert werden. Ein solches Muster
konnte jedoch nicht zuverlassig detektiert werden. Nur fiir den Komplementierer FL. konnte ein-
deutig auf dieses Muster geschlossen werden. Der WT, der ebenfalls dieses Muster aufzeigen sollte,
lies sich nicht problemlos in dieses erwartete Aktivitdtsmuster einordnen. So wurde darauf geschlos-
sen, dass die Immunoblot-Analyse-Bedingungen noch optimiert werden mussten, damit Ergebnisse
mit Konstanz erzeugt und zur Interpretation der Peroxisomendegradationsfahigkeit hinzugezogen
werden konnen.

Die Présenz der Peroxisomen nach Methanol-Induktion und der (beeintréchtigte) Abbau nach ei-
nem Wechsel zu Glucose als Kohlenstoffquelle konnte auch durch transmissionselektronenmikro-

skopische Analysen direkt nachgewiesen werden. Zur Etablierung der Probenpréaparation fiir die
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Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurden die Zellen von P. pastoris WT PPY12 und der
KO-Mutante PPY12Augt51b1 in Vollmedium angezogen. Nach einem Wechsel in Methanol- bzw.
in Glucose-Medium wurden Zellen zu definierten Zeitpunkten (0 und 30 min sowie nach 2, 3, 6 und
9 h Adaption an die jeweilige Kohlenstoffquelle) fiir die Analyse entnommen. Nach Praparation der
Zellen durch Fixierung, Entwésserung, Einbettung, Schnittpriparation und Kontrastierung wurden

die Praparate mikroskopisch analysiert (Abb.2.13).

WT Oh MeOH 9h MeOH
— “
E’ B‘ 85
KO Oh MeOH 9h MeOH 6h Glc 9h Glc

Abbildung 2.13: Peroxisomenproliferation und -degradation sind abhéngig von der vorliegen-
den Kohlenstoffquelle und der -ErgGle-Biosynthese.

Transmissionselektronenmikroskopische Analysen von P. pastoris WT-Stamm PPY12 (obere Reihe) und 3-ErgGle-defizienter
KO-Mutante PPY12Augt51b1 (untere Reihe). Abgebildet ist eine Auswahl der praparierten Proben: Zellen nach 0 und 9 h Ad-
aption an Methanol (MeOH) als Kohlenstoffquelle und nach 6 und 9 h an Glucose (Glc). Kontrastiert wurde mit Uranylacetat
und Bleicitrat. Kristalle bzw. kristalline Aggregate in den Peroxisomen weisen auf hohe Konzentrationen des peroxisomalen
Enzyms Katalase hin, welches die Umsetzung von Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und Wasser katalysiert, bzw. auf die AOX
hin. P, Peroxisomen; V, Vakuole.

Abbildung 2.13 ist zu entnehmen, dass sowohl die Peroxisomen des WTs als auch der Ugt51b1-
defizienten Mutante nach Induktion durch Methanol in grofer Anzahl und Umfang proliferieren
(siche 9 h MeOH). Die Peroxisomen traten “geclustert” nahe der Vakuole auf. Nach einem Wechsel
der Kohlenstoffquelle zu Glucose begann der WT mit der Degradation der Peroxisomen und nach
sechs Stunden Glucose-Adaption waren die Peroxisomen teilweise schon in der Vakuole zu erken-
nen. Nach weiteren drei Stunden waren keine Peroxisomen mehr wahrzunehmen. Dagegen konnten
in der KO-Mutante selbst nach neun Stunden Wachstum in Glucose-Medium noch Peroxisomen
nachgewiesen werden.

In dieser Arbeit konnte eine Praparationsmethode der Hefezellen zur Analyse der Peroxisomenpro-
liferation und -degradation mit Hilfe von Elke Woelken (Univ. Hamburg) entwickelt werden. Jedoch
konnten die aufwendige Praparation bzw. nachfolgende TEM-Analysen der UGT51B1-Varianten
nicht mehr erfolgen. Die bisher durchgefiihrten TEM-Analysen belegten die Proliferation von Per-
oxisomen unter Methanol-Induktion sowohl fiir die WT-Kontrolle als auch fiir die KO-Mutante. In
der KO-Mutante konnte zudem der Abbaudefekt gezeigt werden.
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Neben der Beobachtung der AOX als Indikator des Peroxisomenabbaus wurden unter mikropexo-
phagischen Konditionen des Weiteren die §-ErgGlc-Synthese als auch das Zellwachstum beobachtet.
Das bedeutet, dass nach einer neunstiindigen Methanol-Induktion Zellen von WT, KO und allen
UGTb51B1-Varianten in Glucose-haltiges Medium iiberfithrt und direkt nach dem Wechsel sowie
nach drei und sechs Stunden, wie bereits beschrieben, Gesamtlipidextrakte hergestellt und diinn-
schichtchromatographisch analysiert wurden. Parallel wurde das Zellwachstum durch Bestimmung
der Zelldichte (Abb.2.14) und der CFU (colony forming units) bestimmt. Die Lipidanalyse zeigte,
dass beim WT nach neunstiindiger Methanol-Induktion noch keine -ErgGlc-Synthese festgestellt
werden konnte. Erst drei Stunden nach dem Wechsel zu Glucose als Kohlenstoffquelle konnte -
ErgGlc detektiert werden, welches nach weiteren drei Stunden akkumulierte. Beim Komplementierer
FL konnte eine 5-ErgGlc-Synthese schon nach der Methanol-Induktion detektiert werden. Das syn-
thetisierte §-ErgGle akkumulierte drei Stunden nach dem Wechsel zu Glucose als Kohlenstoffquelle
und nach weiteren drei Stunden schwéchte sich die detektierte SG-Bande ab. Insgesamt waren die
nachgewiesen 3-ErgGle-Banden nicht sehr intensiv (Daten nicht gezeigt). Die KO-Kontrolle zeigte
erwartungsgeméf wie die Hefen mit den UGT51B1-Varianten MutB und MutC keine SG-Synthese
im Gegensatz zur UGT51B1-Variante mit MutA (vgl. Abb.2.2, S.50). Des Weiteren zeigten alle
Hefezellen unter mikropexophagischen Konditionen Wachstum auf (Abb.2.14). Die Hefen mit den
UGT51B1-Varianten MutB und MutC zeigten etwas geringere Wachstumsraten. Ein Zellwachstum
konnte auch durch die Auswertung der CFU bestétigt werden (nicht gezeigt).

3,5

3,0

2,5

2,0 A

Zellwahstum [ODy,,/ml]

$ Zeit [h]

Wechsel zu 2% Glc

Abbildung 2.14: Alle Hefezellen zeigten unter mikropexophagischen Konditionen Wachstum.

Graphische Darstellung des Zellwachstums. Die Zelldichte wurde durch Ermitteln der Optischen Dichte (OD) bei 600 nm
bestimmt. Es wurde Zellen folgender Stdmme analysiert: vom P. pastoris WT-Stamm PPY12, einer UGT51B1-defizienten
KO-Mutante und von Hefen, welche verschiedene UGT51B1-Varianten (FL, MutA-C) synthetisierten. Diese wurden fiir neun
Stunden in Methanol-Medium (0,5%) kultiviert und dann in Glucose-Medium (2%) umgesetzt. 0, 3 und 6 h nach dem Wechsel
wurden die Zellen analysiert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass zwei in UGT51B1 inserierte Mutationen einen
Verlust der S-ErgGle-Biosynthese zur Folge hatten. Die Hefe-Stdmme UGT51B1-MutB (G1389R)
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und -MutC (D1412A) konnten kein 8-ErgGlc synthetisieren. Die UGT51B1-MutA (P1164L)-Trans-
formante zeigte keinen Verlust der SG-Biosynthese. Die fluoresenzmikroskopischen Analysen zeig-
ten, dass die 8-ErgGlc-defizienten Stdmme eine Lokalisierung von UGT51B1 in einer punktférmigen
Struktur aufwiesen. Die nicht in der SG-Synthese beeintrachtigten Hefestdmme zeigte eine Lokalisie-
rung von UGT51B1 in einer cup-like-structure. Die B-FErgGlcT-Enzymvarianten konnten in beiden
Fillen nahe der Vakuolenmembran lokalisiert werden. Beide detektierten Strukturen werden mit
dem MIPA-System in Verbindung gebracht, und es konnte postuliert werden, dass G-ErgGlc bei der
Differenzierung des MIPA beteiligt sein konnte. Die Analysen der AOX-Aktivitdten ergaben erste
Hinweise auf eine Korrelation der g-ErgGle-Synthese und der Fahigkeit zum Peroxisomenabbau.
Zudem konnte eine Préparationsmethode von P. pastoris-Zellen fiir transmissionselektronenmikro-
skopische Analysen etabliert werden, die es erlaubt, die Proliferation und die Degradation von

Peroxisomen direkt nachzuweisen.

2.3.2 Expression von Hp0421 unter Kontrolle des Aox1-Promotors
beeintrachtigte die Viabilitat von P. pastoris

Nachdem erste Resultate darauf verwiesen, dass g-ErgGlc fiir den Peroxisomenabbau essentiell sein
konnte, sollte untersucht werden, ob auch strukturelle SG-Varianten zum Peroxisomenabbau fiihren.
So sollte die Fahigkeit zum Peroxisomenabbau der Hefen, welche Hp0421 exprimierten, ebenfalls
durch einen indirekten Nachweis {iber die AOX, wie bereits in 2.3.1 beschrieben, nachgewiesen
werden. Diese Hefen synthetisierten a-ErgGlc entweder unter der Kontrolle des nativen Ugt51b1-
Promotors oder des starken Aozi-Promotors. Die Resultate einer in situ-AOX-Aktivitatsfarbung

konnen Tabelle 2.2 entnommen werden.

Tabelle 2.2: Hefen, welche Hp0421 exprimierten, zeigten nach Wechsel der Kohlenstoffquelle
von Methanol zu Glucose keine AOX-Aktivitat.

Hefen AOX - Methanol AOX - Glucose
WT + -
KO + +
Paoml'hp0421 + -
Pugts11-hp0421 + -

Resultate zweier AOX-Aktivitatsfarbungen nach Stasyk et al. und Sakai et al. [330, 298] mit Zellen des P. pastoris WTs GS115
sowie von einer (-ErgGle-defizienten KO-Mutante (GS115Augt51b1) als Kontrolle neben Zellen transgener Hefen. Die trans-
genen UGT51B1-defizienten Hefen exprimierten Hp0421 zum Einen unter der Kontrolle des Aoz1-Promotors (Pgoz1-hp0421),
zum Anderem unter der des nativen (3-SGlcT-Promotors (Pygt5161-hp0421). Nach Kultivierung der Zellen auf Vollmedium
wurden diese fiir zwei Tage auf Methanol-Festmedium transferiert. Auf Methanol-Festmedium wurde die Farbung nach Stasyk
et al. durchgefiihrt. Nach Transfer der Zellen auf ein Glucose-haltiges Festmedium konnte nach 8-10 h die AOX-Aktivitat nach
Sakai et al. bestimmt werden. Mit + gekennzeichnete Hefen zeigten AOX-Aktivitdt im Gegensatz zu jenen mit - auf.

Die Aktivitatsfarbungen (Tab.2.2) zeigten fiir die transgenen Hefen und die WT-Kontrolle auf
Methanol-Nahrboden AOX-Aktivitat, welche nach dem Wechsel zu Glucose und nach einer Ad-
aptionsphase nicht mehr detektiert werden konnte. Die KO-Mutante, welche kein S-ErgGlc mehr
synthetisieren konnte, wies sowohl auf Methanol- als auch auf Glucose-Ndhrboden AOX-Aktivitit
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2 Ergebnisse

auf. Aufgrund dieser Resultate konnte auf eine Korrelation von SG-Synthese und AOX-Aktivitit
geschlossen werden und dass die strukturellen SG-Varianten den Degradationsdefekt komplemen-
tieren konnten. Auferdem wurden das Zellwachstum und die Viabilitdt der Zellen sowie die SG-
Biosynthese mittels Lipidanalysen unter Methanol-induzierenden Bedingungen verfolgt, wie schon

im vorhergehenden Abschnitt beschrieben.
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Abbildung 2.15: Hp0421-exprimierende Hefen starben wéihrend der Methanol-Induktion.

Graphische Darstellung des Zellwachstums durch Bestimmung der ODggg und Auszéhlen der CFU. Das Zellwachstum wur-
de wihrend der Methanol-Induktion (0-9 h) analysiert: Von dem P. pastoris WT-Stamm GS115 (A), einer mit Hp0421p-
komplementierten UGT51B1-defizienten Mutante, in der die heterologe Expression des Gens unter Kontrolle des Aoz1-Promotors
erfolgte (B) bzw. unter der Kontrolle des nativen Ugt51B1-Promotors (C).
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Abbildung 2.15A zeigt, dass der WT-Stamm unter Methanol-induzierenden Bedingungen Zell-
wachstum zeigte. In B ist zu erkennen, dass die unter Kontrolle des Aoz1-Promotors Hp0421-
exprimierende Hefe keine Zunahme in der Zelldichte (ODggp/ml) zeigte, darauthin wurde die Le-
bensfihigkeit der Zellen durch Ermitteln der CFU bestimmt. Diese zeigte, dass die Zellen wéhrend
der Methanol-Induktion sterben. Dies war auch der Fall, wenn die Methanol-Konzentration von
0,5% auf 0,2% sowie auf 0,05% erniedrigt wurde (nicht gezeigt). Als Alternative wurde anstelle des
sehr starken Aoz1-Promotors der native Promotor von Ugt51B1 vor den 5-terminalen Bereich von
Hp0421 kloniert, um die Expressionsstirke abzuschwéchen (s. Abb.2.6, S.58). Diese Hefe tiberlebte
die Methanol-Induktion, auch wenn die Zahl an lebenden Zellen nach neun Stunden absank (C).
D.h. diese Zellen kamen besser mit den Konditionen zurecht, zeigten allerdings auch kaum Zell-
wachstum.

Wie bereits genannt, wurden ebenfalls Gesamtlipidextrakte hergestellt und diinnschichtchromato-
graphisch analysiert. Der WT zeigte unter Methanol-induzierenden Bedingungen eine Akkumulation
von (-ErgGlc. Auch die Expression von Hp0421 unter der Kontrolle des Aoz1-Promotors fiihrte
zu einer Akkumulation von a-ErgGle. Die a-ErgGle-Synthese war dabei stérker als im WT-Stamm
(vgl. Abb.2.6). Wurde die Methanol-Konzentration auf 0,2% bzw. 0,05% herabgesenkt, akkumulierte
ebenfalls a-ErgGle, nur war die Synthese entsprechend abgeschwéchter zu detektieren. Eine mode-
ratere Akkumulation von a-ErgGlc wurde ebenfalls nach Expression von Hp0421 unter Kontrolle

des nativen Ugt51B1-Promotors nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

2.3.3 Analyse der Funktion von 3-ErgGal in der
Peroxisomendegradation von P. pastoris

Auch die transgenen Hefen, welche Ppart Bb0572 unmarkiert oder mit aminoterminalem Hisg-Tag
exprimierten und eine G-SGalT-Aktivitdt aufwiesen, wurden weitergehend untersucht. Bisher konn-
ten die Enzymaktivitdt nachgewiesen und das §-SGal strukturell verifiziert werden. Auffillig war
bisher nur, dass eine geringe Biosynthese des S-ErgGals in P. pastoris vorlag (s. 2.2.2 und 2.2.4, S.59
und 68). Die Fahigkeit der transgenen Hefen, ihre nach Methanol-Induktion proliferierten Peroxiso-
men nach einem Wechsel der Kohlenstoffquelle degradieren zu konnen, erfolgte, wie in Abschnitt
2.3.1 (S.77) ndher beschrieben, auch in diesem Fall gekoppelt an die Présenz des peroxisomalen
Enzyms AOX.

Diese transgene Hefen wurden ebenfalls mit einer in situ-AOX-Aktivitéatsfarbung, wie im vorherigen
Abschnitt beschrieben, untersucht. Die Daten zeigten ein entsprechendes Muster, wie es auch in Ta-
belle 2.2 (S.82) dargestellt wurde: Auf Methanol-Néhrboden zeigten die transgenen, Ppart Bb0572-
exprimierenden Hefen und die WT-Kontrolle AOX-Aktivitét, welche nach dem Wechsel auf Glucose-
haltigen Nahrboden und nach einer Adaptionsphase nicht mehr detektiert werden konnte. Die KO-
Mutante, welche kein 5-ErgGlc mehr synthetisieren konnte, wies sowohl auf Methanol- als auch auf
Glucose-Ndhrboden AOX-Aktivitdt auf. Auch in diesem Fall konnte auf eine Korrelation zwischen
SG-Synthese und der AOX-Aktivitdt bzw. der Présenz von Peroxisomen geschlossen werden. In
Methanol-haltigem Medium konnte, wie auch schon bei den Hp0421-exprimierenden Hefen, kein
bzw. kaum Wachstum der transgenen Hefen festgestellt werden. Die Auswertung der Zellviabilitét

ergab, dass die Zellen den Induktionsprozess iiberlebten. Durch diinnschichtchromatischer Auftren-
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nung von Gesamtlipidextrakten konnten in diesem Fall aufgrund des geringen Kulturvolumens keine

(-SGal-Synthese detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Zusammenfassend kann Folgendes festgehalten werden: Keine der transgenen Hefen (Hp0421- und
Bb0572-exprimierende Hefestdmme), welche strukturelle Varianten (a-SGlc und (5-SGal) anstelle
des nativen [-ErgGlcs synthetisierte, zeigte nach einem Wechsel der Kohlenstoffquelle von Metha-
nol zu Glucose noch AOX-Aktivitat. Somit konnten diese SG-Varianten die Funktion des 8-ErgGlc
komplementieren. Auffillig war jedoch, dass die transgenen Hefezellen selbst nur ein geringes Zell-
wachstum zeigten, wenn die Viabilitdt der Zellen gewéahrleistet werden konnte.

Die -SGlcT (Bh0572p) aus B. hermsii, welche keine strukturelle SG-Variante erzeugt, aber ein
Enzym bakteriellen Ursprungs zur Verfligung stellt, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
untersucht werden. Auch die Bh0572-exprimierende Hefe sollte hinsichtlich ihrer Fahigkeit ihre Per-
oxisomen zu degradieren untersucht werden. Es sollte geklart werden, ob das durch eine bakterielle

SGT erzeugte B-ErgGlc den Degradationsdefekt komplementieren kénnte.
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GTs vermitteln die Ubertragung von Zuckerresten auf vielfiltige Molekiile, u.a. Nukleinsiuren, Pro-
teine, Kohlenhydrate und auch Lipide. Glycosylierungsprozesse sind an intra- und interzelluldren
Erkennungs- und Regulationsprozessen beteiligt, wurden jedoch hauptséchlich bei Glycoproteinen
nachgewiesen [271], wohingegen die biologischen Funktionen von Glycolipiden noch weitestgehend
unbekannt sind. Glycolipide (Glycosyldiacylglycerole, Glycosylceramide und SGs) sind am Auf-
bau von Biomembranen beteiligt und weisen eine grofse strukturelle Vielfalt auf. Diese strukturelle
Vielfalt fiihrt zur Frage, welche allgemeinen und/oder spezifischen Funktionen die Glycolipide in
Pflanzen, Pilzen, Bakterien und Tieren haben. Die vorliegende Arbeit sollte einen Beitrag zur Auf-
klarung der biologischen Funktion von SGs bei der Degradation von Peroxisomen in der methylotro-
phen Hefe P. pastoris leisten (s. Zielsetzung S.44). Sie befasste sich u.a. mit der Identifizierung neuer
SGT-codierender Gene und der Herstellung und Analyse von P. pastoris-Transformanten mittels
Anwendung der “Glycolipid Engineering”-Methode [410, 395].

Mit dem nachfolgenden Schema (Abb.3.1) soll illustriert werden, welche Ziele im Rahmen dieser
Arbeit erreicht werden konnten, bevor die Daten diskutiert werden (s. auch 1.11, S.45).

Es konnte im Rahmen dieser Arbeit

eine 3-SGalT (Bb0572p) aus B. burgdorferi identifiziert werden.
e eine §-SGlcT (Bh0572p) aus B. hermsii identifiziert werden.

e die Transkriptsynthese von drei FgUgts aus F. graminearum identifiziert werden. Diese drei

FgUgts konnten von Anna Zaslawski [438] als 3-SGlcTs identifiziert werden (nicht gezeigt).
e durch Generation von UGT51B1-Varianten sichergestellt werden, dass die 5-ErgGlc-Biosyn-

these essentiell fiir die Reifung des MIPA-Membransystems und vermutlich fiir den Ablauf
der Mikropexophagie ist.

e durch Glycolipid-Engineering Hefetransformanten generiert werden, die in der Lage waren,
strukturelle SG-Varianten zu synthetisieren. Es konnte jedoch noch nicht endgiiltig geklért
werden, ob die strukturellen SG-Varianten die Rolle von -ErgGlc in der Mikropexophagie

einnehmen konnen.
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Identifizierung von SGT-codierenden Genen

‘ Pichia pastoris ‘ ‘ Helicobacter pylori ‘ ‘ Borrelia burgdorferi ‘ ‘ Borrelia hermsii

Ugt51B1, B-ErgGlcT Hp0421, a-CholGleT Bb0572, B-CholGalT Bh0572, B-CholGlcT

l

‘ site directed mutagenesis‘

l

\drei UGT51 B1-Varianten\ —>| Kionierung von Gensequenzen in Expressionsvektoren:
UGT51B1-Varianten MutA-C
Hp0421 (P, und P,s,,)
Bb0572 und Bh0572

Heterologe Expression in P. pastoris

l

Lipidanalyse in vitro- Immunoblot-

(DC/IMSINMR) Aktivitat Analyse
Hp0421 a-ErgGle + +
Bb0572 B-ErgGal + n.d.
Bh0572 B-ErgGlc + n.d.
UGT51B1-FL,-MutA SG + +
UGT51B1-MutB,-MutC - - +

v

Funktionsanalyse von Sterylglycosiden

l

‘ Degradationsfahigkeit der Peroxisomen ‘ ‘ Lokalisierung der SGTs ‘
UGT51B1-Varianten: Strukturelle SG-Varianten: UGT51B1-Varianten:
B-ErgGlc essentiell fiir den Komplementierung der enzymatisch-aktive >
Peroxisomenabbau B-ErgGlc-Funktionen in cup-like Lokalisierung,

P. pastoris noch fraglich enzymatisch-inaktive >

punktférmige Lokalisierung

Abbildung 3.1: In dieser Arbeit erreichte Ziele.

Schematische Aufzeichnung der erzielten Resultate der in der Zielsetzung (S.44) formulierten Projekte. Hellgrau hinterlegt:
SGT-Gene waren vor Beginn dieser Arbeit unbekannt. Dunkelgrau hinterlegt: SGT-Gene wurden im Vorfeld schon identifiziert.

n.d.: nicht durchgefiihrt.
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3.1 (-ErgGlc-Biosynthese korreliert mit der
MIPA-Elongation in P. pastoris

Ein wichtiger Aspekt, welcher im Rahmen dieser Arbeit aufgeklart werden sollte, war es, die bio-
logische Funktion der 8-SGlcT (UGT51B1) bzw. von deren Enzymprodukt $-SGlc in P. pastoris
zu untersuchen. Basierend auf fritheren Daten [262, 425] sollte gekldrt werden, ob UGT51B1 unab-
hingig oder abhéngig von seiner enzymatischen Aktivitat (SG-Synthese) in den Peroxisomenabbau
involviert ist.

Dazu sollte eine SDM-Methode angewandt werden, welche die Synthese des Proteins aufrecht er-
hélt, aber die katalytische Aktivitdat u. U. beeintrachtigt. SDM-Studien dieser Art wurden schon
erfolgreich durchgefiihrt: z.B. an der Glucosylceramid-Synthase aus Ratte (Rattus), einem En-
zym, welches Glucose von UDP-Glucose auf Ceramid iibertrigt, um Glucosylceramid zu formieren
[418, 222|. Durch auf SDM basierende AS-Austausche wurde die katalytische Aktivitét beeintréch-
tigt. Durch einen AS-Austausch wurden auch Zuckerspezifitdten von pflanzlichen GTs gewechselt.
Bei der UDP-Galactose: Anthocyanin-Galactosyltransferase aus Aralia cordata wurden durch Aus-
tausch eines konservierten Histidins durch Glutamin eine Glucosyltransferase- Aktivitat erreicht. An-
dererseits wurde durch den Austausch von Glutamin durch Histidin bei der UDP-Glucose:Flavonoid-
Glucosyltransferase aus Scutellaria baicalensis kein Wechsel der Zuckersperzifitidt erzeugt, wahrend
die eigentliche katalytische Aktivitat nur stark zuriickging [174]. Das bedeutet, dass ein Austausch
einer AS nicht immer zu einem erwarteten Effekt fiihren muss. Im néchsten Abschnitt werden
die in dieser Arbeit erzeugten Mutationen bzw. AS-Austausche in der katalytischen Doméne von
UGT51B1 diskutiert.

3.1.1 Die konservierte Aminosauresequenz “Box4” reprasentiert

wahrscheinlich die Nukleosidphosphat-Bindestelle

Im Rahmen der SDM-Methode wurden Punktmutationen in der Nukleotidsequenz in konservier-
ten Bereichen erzeugt, welche einen Austausch einer AS im Protein (UGT51B1) zur Folge hat-
ten (Abb.2.1, S.48). Generierte Transformanten sollten fiir die Funktionalitdtsanalysen beziiglich
der Peroxisomendegradation (s. 2.3.1, S.77) einen intakten Aoz!-Locus neben einer Insertion der
erzeugten UGT51B1-Varianten im Hisj-Locus des Hefegenoms aufweisen. Diese Voraussetzungen
wurden erfiillt. Alle Transformanten zeigten einen positiven Nachweis des Aox!-Gens. Der Nachweis
der inserierten (modifizierten) Ugt51B1-Gene konnte ebenfalls mittels PCR erbracht werden (Daten
nicht gezeigt). Untersuchungen der Enzymaktivitit zeigten, dass zwei UGT51B1-Varianten in ih-
rer B-ErgGle-Synthesefdhigkeit beeintriachtigt waren. Die Expression der Ugt51B1-Varianten MutB
und MutC fiithrte sowohl in vivo als auch in vitro zu keiner SG-Synthese (Abb.2.2). Der P. pasto-
ris-W'T-Stamm PPY12 synthetisierte in vivo nur wenig g-FErgGlc. Die mit dem nativen UGT51B1
komplementierte Hefetransformante zeigte dagegen eine deutlichere Syntheseleistung, welche sich
auf die Expression von Ugt51B1 unter der Kontrolle des starken Aozi-Promotors zuriickfithren
lasst. Die Transformante, welche die UGT51B1-Variante mit MutA synthetisieren sollte, zeigte als

einzige Transformante §-FErgGlc-Synthese, welche aufgrund des Aoz1-Promotors etwas stéarker aus-

88



3 Diskussion

fiel als die Synthesefdhigkeit des WTs (Abb.2.2A). In vitro konnte die B-ErgGle-Synthesefahigkeit
der Transformante mit der inserierten Ugt51B1-Variante MutA bestétigt werden. Die komplemen-
tierte Hefe zeigte auch in diesem Fall die stidrkste Enzymaktivitat (Abb.2.2B).

Zusammengefasst bedeutet dies, dass alle Mutationen in gewisser Weise zu Beeintrachtigungen der
Enzymaktivitdt fithrten, nur bei Variante MutB und MutC kam die Aktivitiat komplett zum Erlie-
gen. Beide Mutationen befinden sich in dem als Box4 gekennzeichneten Bereich (s. Abb.1.6, S.19).
Diese Box wird als “Signatur-Sequenz”’ beschrieben, die charakteristisch fiir die Superfamilie der
NDP-Zucker-GTs ist. Es wird angenommen, dass es sich hierbei um die UDP-Zuckerbindestelle
handelt [214]. Das Motiv, welches durch Einfiigen von Mutation C modifiziert wurde, ist das so-
genannte DxD-Motiv (Asp-x-Asp). Das DxD-Motiv konnte in vielen inverting- als auch retaining-
NDP-Zucker-GTs nachgewiesen werden und ist in der katalytischen Region angesiedelt. Das Motiv
soll in die Bindung von divalenten Kationen (Mn?*, Mg?") involviert sein, welche die Phosphate
der UDP-Zucker im aktiven Zentrum koordiniert [409, 182]. Das Kation soll hierbei den Abgang
der NDP-Gruppe durch die Stabilisierung der negativen Ladung erleichtern. Ein &hnliches Motiv,
DQxD, findet sich auch in den humanen UDP-Glucuronosyltransferasen, und das erste Aspartat
interagiert mit dem Substrat UDP-Glucuronséiure [422]. Das AS-Motiv, welches der Modifikation
mit Mutation B in der Box4-Signatursequenz zugrundeliegt, wurde bisher noch beschrieben. Die
Wahrscheinlichkeit, dass Box4 die Zuckerbindestelle darstellt, ist sehr hoch, da zwei AS-Austausche
in dieser konservierten Sequenz zur Synthese von Proteine fiihrten, die keine Enzymaktivitat mehr
aufwiesen.

Mutation A fiihrt im Gegensatz zu den Mutationen B und C nur zu einer geringen Beeintriachtigung
der Syntheseleistung. Im Gegensatz zum WT-Enzym hat die SG-Syntheseleistung zwar aufgrund
der Genexpression unter Kontrolle des starken Aoz1-Promotors zugenommen, aber in Vergleich zu
der Aktivitdt des komplementierten Enzyms, ebenfalls unter der Kontrolle des starken Promotors,
wies UGT51B1-MutA eine eingeschrankte SG-Syntheseleistung auf (Abb.2.2). Mutation A wurde
in der konservierten AS-Sequenz von Box2 eingefiihrt. Diese Box liegt universell in 5-SGlcTs vor,

und ihre Funktion wurde bisher noch nicht aufgeklart [393].

Im né#chsten Schritt sollte iiberpriift werden, ob alle transgenen Hefen die Ugt51B1-Varianten
exprimieren und UGT51B1-Proteine synthetisieren. Damit sollte gezeigt werden, dass die SG-
Synthesefdhigkeit und nicht nur das Protein ohne seine katalytische Aktivitdt im Peroxisomenabbau
essentiell ist. Deshalb musste vor allem bei den keine Enzymaktivitat aufzeigenden P. pastoris-
Transformanten der Nachweis der Proteinsynthese erbracht werden. Darauthin wurde mit Gesamt-
proteinhomogenaten eine SDS-PAGE mit anschliefflender Coomassie-Féarbung bzw. eine Immunoblot-
Analyse mit einem Anti-GFP-Antikorper durchgefithrt. Erwartet wurde fiir die CFP-markierten
UGTbH1B1-Varianten eine molekulare Proteinmasse von 163 kDa.

Mittels einer SDS-PAGE und anschliefsender Coomassie-Féarbung konnte das Gesamtproteinmuster
aller Homogenate betrachtet werden. Bei den hoheren Proteinmassen konnten keine prominenten
163 kDa-Banden detektiert werden (Abb.2.3A, S.52). Eventuell wurden die UGT51B1-Proteine nur
in geringem Maf synthetisiert und lagen unterhalb der Nachweisgrenze der Coomassie-Brilliant-Blue
G250-Farbung. Auffillig war hingegen eine Bande unterhalb von 80 kDa, welche als AOX identifi-
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ziert werden konnte. Diese nimmt einen hohen Proteinanteil nach Methanol-Induktion (hier fiir ca.
20 h) ein. Durch Immunoblot-Analyse konnte schlieRlich der Proteinnachweis erbracht werden. Bei
allen Transformanten, die eine CFP-markierte UGT51B1-Variante synthetisieren sollten, konnten
Proteinsignale detektiert werden (Abb.2.3B). Allerdings konnte die berechnete Proteinmasse von
163 kDa nicht nachgewiesen werden, sondern es wurden Signale oberhalb der 175 kDa-Bande des
Proteinstandards detektiert. Dabei handelte es sich sehr wahrscheinlich um die CFP-markierten
UGTb51B1-Varianten. Denn der Anti-GFP-Antikérper konnte nur “spezifisch” an diese Varianten
binden und nicht an die unmarkierten Variante des WT-Stamms. Es ist weiterhin nicht ungew6éhn-
lich, dass Proteine nicht ihrer berechneten molekularen Masse entsprechend im PA-Gel laufen. Dies

konnte schon gelegentlich in unserem Labor beobachtet werden.

Bisher konnten zwei Mutationen (MutB G1389R und MutC D1412A) identifiziert werden, welche
die katalytische Aktivitat von UGT51B1 beeintrachtigten, wohingegen nach einer Mutation (MutA
P1164L) die SG-Synthese aufrecht gehalten wurde. Alle CFP-markierten UGT51B1-Proteine konn-
ten in P. pastoris nachgewiesen werden. Im néchsten Abschnitt sollen nun die Analysen beziiglich

der Rolle von B-ErgGle in der Peroxisomendegradation diskutiert werden.

3.1.2 (-ErgGlc-Synthese korreliert vermutlich mit der Fahigkeit
zum Peroxisomenabbau

Die Lokalisierung der Enzym-Varianten konnte weitere, interessante Daten liefern: Die Studien stell-
ten eine Korrelation zwischen der S-ErgGlc-Synthese und der Ausbildung eines funktionalen MIPA-
Membransystems fest. Beachtung finden sollte vor der Diskussion dieser Daten, dass (unverdffent-
lichte) Daten von der Gruppe um Y. Sakai (Univ. Kyoto, JP) belegten, dass die Expression unter
Kontrolle des starken AozI-Promotors kein optimales System darstellt (personliche Mitteilung).
Nach Leipelt et al. kann eine starke Uberexpression zu Stérungen im gezielten Proteintransport
fithren, indem das System mit Molekiilen “geflutet” wird und die Kapazitéiten {iberschritten wer-
den [192]. Deswegen ist es moglich, dass es zu Falschlokalisierungen des zu analysierenden Proteins
kommen konnte. Dieser Effekt einer Falschlokalisierung konnte im hier vorliegenden Fall nicht durch
Expression unter Kontrolle des natiirlichen Promotors ausgeschlossen werden, da nach Aussage von
Y. Sakai und M. Oku aufgrund der Schwiche des nativen Promotors keine Lokalisierungsstudien
moglich waren (personliche Mitteilung). Das Fluoreszenzlevel war so niedrig, dass nicht zwischen
der Fluoreszenz des CFPs/GFPs und der Autofluoreszenz der Zellen in Vollmedium, Methanol oder
unter mikropexophagischen Konditionen unterschieden werden konnte. Auch die Verwendung stér-
kerer Fluoreszenzproteine (z.B. enhanced GFP) zeigte keine Auswirkung, so dass es vorerst keine
Alternative zum Aoz1-Promotor gab.

Nach Durchfiihrung der Fluoreszenzanalysen, welche von M. Oku ausgefiihrt wurden, konnten zwei
verschiedene Lokalisierungsmuster ermittelt werden, welche mit der (-ErgGle-Syntheseféhigkeit
der Hefen in Zusammenhang gebracht werden konnten (Abb.2.4, S.54). Eine Lokalisierung von
UGT51B1 in einer cup-like-Struktur, welche als funktionales MIPA-System interpretiert werden
konnte [262, 425], zeigten nur Hefen, die noch in der Lage waren (-ErgGlc zu synthetisieren (Stam-
me: FL und UGT51B1-MutA). Zudem konnte der funktionale MIPA durch Co-Expression mit

90



3 Diskussion

YFP-ATGS, einem Marker fiir den MIPA, nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Hefen, die die Fa-
higkeit zur (-ErgGle-Biosynthese verloren hatten (Stdmme: UGT51B1-MutB und -MutC), zeigten
die Lokalisierung in einer punktformigen Struktur, welche als MIPA-Vorlaufer-Membran diskutiert
wurde [425]. Aufgrund der erhobenen Daten lief sich folgern, dass neben der spezifischen Lokalisie-
rung des Enzyms dessen katalytische Aktivitat zur Bildung von S-ErgGlc essentiell ist, um fiir die

Reifung der MIPA-Vorlaufermembran zu sorgen.

Dieses erste Indiz, dass funktionales UGT51B1 an der MIPA-Differenzierung und folglich am Per-
oxisomenabbau beteiligt ist, sollte tiberpriift werden. D.h. die generierten Hefen sollten untersucht
werden, ob sie in der Lage waren, ihre Peroxisomen nach einem Wechsel der Kohlenstoffquelle von
Methanol zu Glucose abbauen zu konnen. Die Fahigkeit den Mikropexophagie-Prozess auszuiiben
wurde zuerst nicht direkt nachgewiesen. Die Detektion erfolgte gekoppelt an die Présenz des pero-
xisomalen Enzyms AOX. Die AOX wurde in dieser Arbeit durch in situ-Aktivitatsfarbungen und
Immunoblot-Analysen nachgewiesen. Der in situ-AOX-Nachweis nach Stasyk et al. [330] und Sa-
kai et al. [298] zeigte recht deutlich, dass eine Kopplung von (-ErgGle-Syntheseféhigkeit und von
AOX-Aktivitat und somit Présenz von Peroxisomen vorlag (Tab.2.1, S.78). Unter Methanol-Einfluss
werden die Aox-Gene transkribiert, und die Aktivitdt konnte in allen Hefen nachgewiesen werden.
Unter Glucose-Einfluss wird die gebildete AOX iiber den Peroxisomenabbau entfernt. Ohne Metha-
nol findet auch keine weitere Transkription der Aoxz-Gene statt, da Glucose als Repressor fungiert
[247]. Auch bei Wachstum mit Glycerol oder Ethanol wird die AOX nicht benétigt [200]. Nach dem
Wechsel von Methanol- zu Glucose-Medium zeigten die Hefen, welche kein §-ErgGlc mehr synthe-
tisieren konnten (KO-Mutante sowie UGT51B1-MutB und UGT51B1-MutC) noch AOX-Aktivitét
im Gegensatz zu Hefen, die in der Lage waren, G-ErgGlc zu synthetisieren.

Die AOX-Aktivitdt sollte auch mittels Immunoblot-Analysen, in denen ein Anti-AOX-Antiserum
verwandt wurde, untersucht werden. Dabei fiihrten die verschiedenen Versuchsansétze zu verschie-
denen Resultaten. Deswegen wurden diese Resultate nicht zur Interpretation herangezogen, da eine
Zuverlassigkeit der Ergebnisse bisher noch nicht gewéahrleistet werden konnte.

Die Présenz grofer, proliferierter Peroxisomen konnte auch direkt nachgewiesen werden, indem die
Zellen transmissionselektronenmikroskopisch untersucht wurden. Yount et al. beschrieben, dass es
aufwendig ist, P. pastoris-Zellen fiir die TEM zu préparieren, da die Zellwand sehr dicht und ro-
bust ist [432]. Daher ist es schwieriger die Zellen zu fixieren. Die Fixierung stellt allerdings einen
fiir die Erhaltung der Ultrastruktur notwendigen Schritt dar. Mit Hilfe von Elke Woelken (Univ.
Hamburg) konnte eine Préparationsmethode fiir den P. pastoris-WT-Stamm PPY12 und fiir eine
UGT51B1-defiziente KO-Mutante entwickelt werden (Abb.2.13, S.80). Es konnte ein funktionales
Protokoll entwickelt werden, welches aufgrund der von Yount et al. beschriebenen Tipps in Zu-
kunft noch etwas optimiert werden konnte [432]|. Die TEM-Analysen dieser Arbeit konnten belegen,
dass Peroxisomen nach Kultivierung in Vollmedium nicht nachgewiesen werden konnten. Wriess-
negger et al. konnten nur sehr wenige, kleine Peroxisomen in den Ultradiinnschnitten detektieren
[416]. Eine gewisse “Grundausstattung” mit Peroxisomen wird u. a. fiir die Detoxifizierung reaktiver
Sauerstoffspezies, die -Oxidation von Fettsiauren und den Glyoxylatzyklus benétigt [374, 345, 307).

Nach Methanol-Induktion konnte schlieflich eine Akkumulation grofser Peroxisomen detektiert wer-
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den und des Weiteren die Zunahme der Peroxisomengrofie korrelierend zur Induktionsdauer nach-
gewiesen werden [251, 252|. Aufgrund der “immensen” Grofe der Peroxisomen konnten kristalline
Aggregate in den Peroxisomen visualisiert werden, welche auf eine hohe Konzentration der pero-
xisomalen Katalase zuriickzufiihren sein kénnten. Dieses Enzym detoxifiziert das Nebenprodukt der
Methanol-Oxidation, das Wasserstoffperoxid [307]. Aber auch AOX kann kristalline Aggregate bil-
den, welche nicht von hydrolytischen Enzymen der Vakuole abgebaut werden kénnen. Dadurch kann
sich der Abbauprozess evt. zeitlich verzogern [261]. Im Gegensatz zur Beschreibung in der Litera-
tur (u.a. [262]) konnten die Peroxisomen schon vor dem Einleiten des Mikropexophagie-Prozesses
“geclustert” nahe der Vakuole wahrgenommen werden (Abb.2.13 nach 9 h MeOH). Aufgrund der
rdumlichen Einschrinkung ist dies nicht weiter verwunderlich, da die Akkumulation grofter Pero-
xisomen auch zu einem hohen “Raumbedarf” dieser Organellen fiihrt.

Der Mikropexophagie-Prozess konnte nach einem Wechsel zu Glucose in der WT-Hefe beobachtet
werden. Dieser resultierte in einem Abbau der iiberschiissigen, groflen Peroxisomen, welche fiir den
Katabolismus von Glucose nicht benétigt werden. Nach sechs Stunden Adaption an Glucose liefs
sich die Aufnahme der Peroxisomen in die Vakuole beobachten, in welcher sie abgebaut wurden.
In der KO-Mutante Augt51b1 konnten sowohl mit Methanol als auch mit Glucose als Kohlenstoft-
quelle Peroxisomen detektiert werden. Der Abbauprozess konnte, wie von Sakai et al. beschrieben,
nachgewiesen werden, dauerte aber im vorliegenden Fall langer (6 h anstatt 2-3 h) [298]. Um eine
endgiiltige Aussage {iber die Peroxisomendegradationfahigkeit treffen zu kénnen, miissen noch die
anderen transgenen Hefen mit den UGT51B1-Varianten transmissionselektronenmikroskopisch un-
tersucht werden. Diese aufwendigen Préparationen konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr

durchgefiihrt werden.

Die Beobachtung des Zellwachstums unter mikropexophagischen Konditionen zeigte, dass alle Hefe-
zellen vital waren und die Zelldichte nach einem Wechsel zu Glucose als Kohlenstoffquelle stetig
zunahm. Etwas geringere Wachstumsraten zeigten die UGT51B1-MutB- und UGT51B1-MutC-
synthetisierenden Hefen (Abb.2.14, S.81). Die -ErgGlc-Synthese konnte nach einem Wechsel in
Glucose-Medium in Lipidextrakten des WTs und des Komplementierer FL nachgewiesen werden.
Unerwarteterweise blieb die SG-Synthese der Hefe mit der enzymatisch-aktiven UGT51B1-Variante
MutA (vgl. Abb.2.2, S.50) unter der Nachweisgrenze, wohingegen der WT-Stamm ein unerwartet
gute SG-Synthese zeigte. Anzumerken ist jedoch, dass eine unter der Nachweisgrenze liegende SG-
Synthese im Rohextrakt trotzdem das Ausfiihren der Peroxisomendegradation erlaubt. Fiir diesen
spezifischen Prozess wird sehr wahrscheinlich nur eine geringe Menge von 3-ErgGlc bendtigt. Der
in dieser Arbeit verwendete Hefe-Stamm PPY12 synthetisiert in vivo i.d.R. wenig SG.

Die Funktionsanalyse hinsichtlich der Peroxisomendegradation lieferte noch keine verlésslichen Er-
gebnisse. Dennoch zeigten die Lokalisierungsstudien und die in-situ-AOX-Aktivitatstfarbungen eine
Korrelation der 3-ErgGlc-Synthesefahigkeit mit der Bildung eines funktionalen MIPA-Systems so-
wie dem Abbau der Peroxisomen. Diese Korrelation sollte jedoch noch durch Immunoblot-Analysen,
den fehlenden TEM-Analysen und parallel durchgefiihrten Analysen der S-ErgGle-Synthese unter-

stiitzt werden.
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3.1.3 Einordnung der mit den UGT51B1-Varianten erhobenen

Resultate in den Mikropexophagie-Prozess

In diesem Abschnitt werden alle Ergebnisse, die im Rahmen der Analyse der UGT51B1 und deren
katalytischer Funktion beziiglich der Mikropexophagie erhoben wurden, zusammenfassend darge-
stellt (Tab.3.1). Im Anschluss werden die ermittelten Daten kritisch in bisher bekannte Prozesse der

Mikropexophagie bzw. Autophagie eingeordnet.

Tabelle 3.1: Mikropexophagie in Hefen, die UGT51B1-Varianten exprimierten.

Aspekte WT KO FL MutA MutB MutC
B-ErgGle-Synthese (in vivo, in vitro) + - + + - -
Biosynthese von UGT51B1 (“anti-GFP”) + + + +
UGT51B1-Lokalisierung (fluoreszenzmikrosk.) cup cup dot dot

Mikropexophagie (in situ) - + + - ,

+
Peroxisomenprésenz (TEM) +

Eine leere Position bedeutet, dass eine Analyse aus methodischen oder zeitlichen Griinden nicht durchgefiihrt wurde. cup und
dot weisen auf die identifizierten Lokalisierungsmuster hin. Analysiert wurden verschiedene CFP-UGT51B1-Varianten: Die
native UGT51B1-Variante FL und drei modifizierte UGT51B1-Varianten (UGT51B1-MutA-P1164L, -MutB-G1389R, -MutC-
D1412A). Als Kontrollen fungierten der WT-Stamm PPY12 sowie die KO-Mutante PPY12Augt51b1.

Yamashita et al. lokalisierten UGT51B1 in einem Membrankompartiment, welches sie als MIPA-
Vorldufer-Membran definierten [425, 424]. Studien von Oku et al. zeigten, dass eine UGT51B1
Deletionsmutante kein B-ErgGlc mehr synthetisierte, aber auch ihre Peroxisomen durch Mikro-
pexophagie nicht mehr abbauen konnte [262]. Enzyme mit intakter katalytischer Doméne, aber
deletierter PH-GRAM-Lokalisierungsdoméne konnten den Mikropexophagie-Prozess ebenfalls nicht
durchfiihren. Auch eine Variante mit deletierter katalytischer Doméne, welche zwar an der MIPA-
Vorlaufermembran lokalisiert wurde, aber keine (-ErgGlc-Synthese aufzeigte, konnte den Degra-
dationsdefekt nicht komplementieren. Im Vorfeld zu dieser Arbeit war folglich bekannt, dass fiir
den Peroxisomenabbau eine funktionale [-ErgGlc-Biosynthese und eine spezifische Lokalisierung
des Enzyms UGT51B1 an der MIPA-Vorldufermembran vorliegen muss (s. Abb. 1.10, S.39). Eine
Interaktion von anderen (unbekannten) Proteinen mit UGT51B1 konnte allerdings bisher nicht aus-
geschlossen werden.

In den beschriebenen Arbeiten wurde jedoch nie mit dem vollstdndigen UGT51B1-Protein gear-
beitet. Deswegen wurde in dieser Arbeit UGT51B1 durch gezielte Mutagenese (SDM) in seiner
katalytischen Doméne modifiziert, so dass die katalytische Aktivitdt beeintrachtigt vorlag, um die
Bedeutung der Rolle des Enzyms bzw. seines Enzymproduktes (5-ErgGle) zu untersuchen. Basie-
rend auf den Ergebnissen, die im Rahmen dieser Arbeit erhoben wurden, konnte die These, dass
die Enzymaktivitdt bedeutend fiir den Degradationsprozess der Peroxisomen ist, gestiitzt werden.
Es kann Folgendes festgehalten werden:

Die Ergosteryl-G-Glucoside werden fir die Reifung der MIPA-Vorliufermembran zum funktionalen
MIPA bendtigt.

UGT51B1-MutB- oder UGT5H51B1-MutC-synthetisierende Hefen zeigten die Lokalisierung des Pro-

teins in Form einer punktférmigen Struktur, welche die MIPA-Vorldufermembran représentiert.
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Der Verlust der S-ErgGle-Synthesefahigkeit scheint die Bildung eines funktionalen MIPA nicht zu
fordern. Hefen, die die UGT5H51B1-Varianten MutA und FL synthetisierten, zeigten wiederum eine
intakte [-ErgGle-Biosynthese und die Ausbildung eines funktionalen MIPA-Membransystems in
Form einer cup-like-structure. Im néachsten Absatz soll nun etwas nadher auf den Mikropexophagie-
Prozess im Allgemeinen eingegangen und die Funktion von UGT51B1 diskutiert werden. Es sollte
beachtet werden, dass viele Aspekte aus Studien zur Untersuchung der Makroautophagie von Séu-

gern oder S. cerevisiae resultieren und beziiglich der Mikropexophagie noch nicht untersucht wurden.

In einem ersten Schritt muss die methylotrophe Hefe P. pastoris iiber (einen) Rezeptor(en) perzipie-
ren, dass ein Wechsel der Kohlenstoffquelle stattgefunden hat und nun Glucose zur Verfiigung steht.
Die Perzeption eines Glucose-Signals und dessen signaltransduktorische Weiterleitung {iber einen G-
Protein-gekoppeltes Rezeptorsystem bzw. ein bisher schwer erfassbares Glucose-Phosphorylierungs-
abhingiges System ist in S. cerevisiae schon untersucht worden [439, 292]. Uber diesen signaltrans-
duktorischen Prozess und auch die Regulation des Abbauprozesses der Peroxisomen ist in P. pastoris
noch wenig bekannt [237, 254, 255]. In Sdugern ist die Induktion der Autophagie schon detaillierter
beschrieben worden und in S. cerevisae der (Macro-) Autophagie-Prozess [161, 233, 81, 248, 220]. In
diesen Sdugern und S. cerevisiae wird die Autophagie im Allgemeinen durch einen Mangel an N&hr-
stoffen induziert. Dieses Mangelsignal wird tiber den mTOR (target of rapamycin)- Pathway trans-
duziert. Liegen geniigend Néhrstoffe vor, wird eine Phosphatidylinositol-3-Kinase (Sauger: Class I
PI3K; S. cerevisiae: VPS34, Class III PI3K) aktiviert, welche in Séugern iiber den AKT-Pathway
(S. cerevisiae: cAMP-abhéngige Proteinkinase PKA) mTOR aktiviert. mTOR wiederum inhibiert
daraufhin ATG1, das Schliisselprotein der Autophagie-Induktion. Die Aktivitdt der Kinase selbst
wird durch eine PI(3)P-Phosphatase reguliert [382]. PI(3)P ist notwendig, um den Autophagie-
Prozess zu initiieren und um aus verschiedenen ATG-Proteinen den PAS oder die sogenannte iso-
lation membrane zu formen [425, 382|. Inwiefern PI(3)P an der Initiation und der Autophagosom-
Biogenese beteiligt ist, ist noch nicht bekannt [382].

Wird also ein Néhrstoffmangel detektiert, wird mTOR inaktiviert und die Autophagie induziert.
Der TOR-Komplex konnte ebenfalls in S. cerevisiae nachgewiesen werden [259]. TOR ist ein Phos-
phatidylinositolkinase-Homolog [259, 305]. Die Beteiligung von TOR am Mikropexophagie-Prozess
in P. pastoris wurde noch nicht untersucht [83, 237].

Alle Autophagieformen haben, wie erwéhnt, die Biogenese eines PAS gemein. Im Mikropexophagie-
Prozess wird diese schon beschriebene Membran MIPA genannt. Dieses Membransystem wurde
bisher weder in Sdugern noch in Hefen charakterisiert. Auch konnte der Ursprung und die Biogene-
se der zu PAS zugeordneten Strukturen sowohl fiir selektive als auch fiir nicht-selektive Autophagie
bisher nicht aufgeklart werden. Es wird die Synthese aus einem schon existierenden Organell (ER,
Golgi-Komplex, Plasmamembran) sowie die de novo Formation diskutiert [324]. Bisher konnte auch
nur ein einziges Membranprotein (ATG9) im PAS detektiert werden, dem eine Beteiligung an der
Autophagosom-Formation zugewiesen wird [421]. ATG9 wird wéhrend der Elongation und Rei-
fung der Membranen iiber einen Riickgewinnungsmechanismus wieder entfernt {124, 191, 429, 428|.
Die Gruppe um Fulvio Reggiori postulierte, dass der PAS oder genauer ein Vorldufer aus ATG9-

Reservoirs hervorgeht und somit das Autophagosom (Doppelmembranvesikel) de novo geformt wird
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(Konferenzbeitrag [288]). Die vollstdndige Autophagosomformation aus dem PAS ist ebenso wie
die Entstehung des PAS noch nicht aufgekliart worden [289]. Farré et al. bezeichneten die “Quelle”
von ATG9 in Hefe kryptisch als peripheral compartment, welches vermutlich irgendwo im ER in P.

pastoris oder nahe der Mitochondrien in S. cerevisiae liegt [81].

Yamashita et al. untersuchten die Rolle u.a. von zwei PI4Ks (PIK4 und LSB6) in der Peroxisomen-
degradation [425]. Bei diesen PI4Ks konnte es sich um Regulatoren des Mikropexophagie-Prozesses
handeln. Die synthetisierten PlIs rekrutieren UGT51B1 iiber die PH-GRAM-Doméne an einen cy-
tosolischen Lipid-Protein-Nukleierungskomplex. Dort wird UGT51B1 fiir die Aktivierung der Elon-
gation und Reifung der MIPA-Vorlaufermembran benétigt. An der Nukleierung des Vesikels sind
verschiedene ATG-Proteine beteiligt, z.B. ATG8-Phosphatidylethanolamin (ATG-PE) und ATGO.
ATG26 (syn. UGT51B1) hingegen ist nur am Reifungsprozess beteiligt und nicht an der Mem-
brannukleierung (exemplarisch: [83, 425, 220]). Interessanterweise wurde dem nicht-PE-verkniipften
ATG8 eine Mikropexophagie-blockierende Wirkung zugewiesen. D.h. die Induktion des Abbaus
wird blockiert, so lange Methanol als Kohlenstoffquelle vorliegt [83]. Nach Reifung/Formation des
funktionalen MIPAs bildet auch die Vakuolenmembran Ausstiilpungen (vacuolar sequestering mem-
brane, VSM), gesteuert durch ATG18 sowie PI(3)P und PI(3,5)P (Konferenzbeitrag [297]; [81]),
und umbhiillt das Peroxisomen- Cluster (u.a. [262, 299]).

Das resultierende, in die Vakuole aufgenommene Vesikel wird anschliefend lysiert. Erstaunlicherwei-
se geschieht dies, obwohl die Vesikelmembran aus der Vakuolenmembran hervorgegangen ist, welche
selbst nicht von den hydrolytischen, vakuoldaren Enzymen angegriffen wird. Wiirde diese Membran
lysiert werden, wére dies letal fiir die Zelle, da die Integritdt der Vakuole ebenfalls zerstort wiirde.
Dies léasst folgende Hypothese formulieren: Die Vesikelmembran muss sich in irgendeiner Form von
der ausgehenden Vakuolenmembran unterscheiden. Doch in welcher Form eine Modifikation erfolgt,
ist bisher noch nicht bekannt.

Es konnte eine laterale Separation von Lipiden und/oder auch Proteinen wéhrend der Ausbildung
der Vakuolenmembranausstiilpungen erfolgen. Nach homotypischer Fusion der Ausstiilpungen der
Vakuolenmembran [240, 299] kann die entstandene Membran somit modifiziert vorliegen. Eine wei-
tere Moglichkeit ist, dass nach der homotypischen Fusion neue Lipide und/oder Proteine importiert
werden, die die Membraneigenschaften verandern. Die dritte Moglichkeit besteht darin, dass neue
Lipide und/oder Proteine wahrend der heterotypischen Fusion der Ausstiilpungen der Vakuolen-
membran mit dem MIPA-Membransystem [299] eingefithrt werden und die Vesikelmembran danach
ebenfalls verdndert vorliegt. Die Einfithrung neuer Lipide und/oder Proteine konnte die Lyse durch
die hydrolytischen Enzyme unterstiitzen. Auch ein bisher vollkommen unbekannter Mechanismus
kann nicht ausgeschlossen werden [106]. Uber eine Beteiligung von UGT51B1 an der Sensitivitit
der Vesikelmembran fiir die Lyse lésst sich nur spekulieren, da dieses Enzym die Sterole in der
MIPA-Vorlaufermembran glucosyliert und dadurch deren Membraneigenschaften verédndert. Unbe-
kannte Proteine konnten woméglich durch Anlagerung und/oder Integration eine Sensitivitdt der
Vesikelmembran gegeniiber den vakuoldren Hydrolasen hervorrufen. Deswegen wére es auf jeden
Fall niitzlich zu wissen, aus welchen Lipiden und Proteinen sich das Vesikel zusammensetzt. Wie

schon erwahnt, sollte es sich von der Vakuolenmembran unterscheiden. Das bedeutet, dass sich zu
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einem bestimmten Zeitpunkt die beiden Vesikelmembranseiten differenzieren miissen. D. Klionsky
beschrieb, dass in Hefe an der Nukleiierung und der Elongation des PAS und MIPA-Membransystems
beteiligtes ATG8-PE anfangs auf beiden Membranseiten des Vesikels zu finden ist [166]. Im weiteren
Verlauf verbleibt dieses nur auf der Vesikelinnenseite und wird von der Aufsenseite entfernt, wahrend
SNARE-Proteine ausschlieflich auf der Aufsenseite verbleiben. SNARE-Proteine sind an der Fusion
von biologischen Membranen beteiligt, wie auch an der heterotypischen Fusion von MIPA und den

Ausstiilpungen der Vakuolenmembran [220].

Die Beteiligung von ATG-Proteinen an der Lyse des Vesikels innerhalb der Vakuole ist hingegen
bekannt. Daten dazu lieferten u.a. Epple et al. [77]. Sie beschrieben, dass im letzten Schritt der
Makroautophagie das Autophagosom in der Vakuole durch die Aktivitdt des Lipase-like ATG15
und vakuoldren Proteinasen (A und B, [220]) lysiert wird. Bei ATG15 handelt es sich um eine
putative Lipase, welche eine Rolle im Abbau intravakuoldrer Vesikel inne haben soll (entnommen
aus: Description-of-autophagy-related-genes'). Eine Atgl5-Deletionsmutante versagte jedenfalls bei
der Degradation von in die Vakuole aufgenommenen Peroxisomen. ATG15 weist ein Lipase (oder
Esterase) active site motif auf, welches durch SDM des Serins im aktiven Zentrum in seiner Akti-
vitdt gestort werden konnte. Nach D. Klionsky bleibt das Substrat dieser Lipase jedoch unklar und

zudem ist nicht bekannt, wo genau am Vesikel das Enzym angreifen wiirde [166].

Bei der Mikropexophagie handelt es sich, wie bei allen anderen Autophagie-Prozessen, um einen
sehr komplexen, intrazelliren Vorgang, an dem mehrere ATG-Proteine in verschiedenen Stadien
beteiligt sind [81]. Dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Protein UGT51B1 (ATG26) konnten

zusammenfassend folgende Funktionen im Mikropexophagie-Prozess zugewiesen werden:

e UGT51B1 ist nur essentiell fiir die Degradation mittlerer bis grofter, Methanol-induzierter
Peroxisomen in P. pastoris 251, 253, 252].

e Die UGT51B1-Aktivitdt muss an einer spezifischen Membran erfolgen, um den Mikropexo-
phagie-Prozess durchfiithren zu kénnen [262, 425].

e Durch S-ErgGlc wird die MIPA-Vorldufermembran zum funktionalen MIPA-Membransystem
ausgebildet (diese Arbeit). D.h. 8-ErgGlc ist nach ersten Indizien fiir den Abbau von Pero-
xisomen essentiell.

e Eventuell ist 5-ErgGlc an Membranverédnderungen beteiligt, welche die Peroxisomen-umbhiillen-

de Membran sensitiv fiir hydrolytische, vakuoldre Enzyme macht.

3.2 Bb0572p, Bh0572p und drei FgUgts wurden als
SGTs identifiziert

Im Rahmen dieser Arbeit sollten mittels Glycolipid- Engineering-Methode Hefetransformanten er-
zeugt werden, welche strukturelle SG-Varianten anstelle des nativen 3-ErgGlc synthetisieren konn-

ten. Einige SGT-Gene waren jedoch zu Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannt und mussten erst

Thttp://www.medb.lsa.umich.edu/labs /klionsky /GeneOverlap.pdf
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identifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit gelang es schlieflich, eine 3-SGalT aus B. burgdorferi
als auch eine 3-SGIcT aus B. hermsii zu identifizieren und zur Identifizierung von drei S-SGlcT-

Genen aus F. graminearum (Ergebnisse von F. graminearum nicht dargestellt) beizutragen.

3.2.1 Bb0572p codiert fiir eine 5-SGalT

2003 konnten Schroder et al. sowie Ben-Menachem et al. und 1999 auch Hossain et al. schon nach-
weisen, dass B. burgdorferi 3-CholGal erzeugt [138, 20, 309]. Das die Reaktion von Cholesterol und
UDP-Galactose katalysierende Enzym war zu diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt. Im Rahmen
dieser Arbeit gelang es, das fiir die 8-CholGalT-codierende Gen Bb0572 zu identifizieren.

Zu Beginn standen vier Kandidatensequenzen aus dem Genom von B. burgdorferi zur Verfiigung,
welche in der CAZy-Datenbank? durch Sequenzabgleiche zu vier GT-Familien zugeteilt wurden
[45, 56]. Drei der Kandidatensequenzen konnten dem inverting-Katalysemechanismus zugewiesen
werden und nur Bb0454 dem retaining-Katalysemechanismus. Die Auswahl der Kandidaten Bb0454,
Bb0572, Bb0767 und Bb0732 soll nun etwas néher beschrieben werden. Aufgrund bekannter Akti-
vitdten wurden diesen Sequenzen putative Funktionen zugewiesen.

Bei Bb0454 handelte es sich um ein putatives LPS-Biosynthese bezogenes Protein der Familie GT4,
und Bb0454 weist als einziger Kandidat eine Zuordnung zum retaining-Katalysemechanismus auf
[87]. Eine in CAZy angegebene bekannte Aktivitdt dieser GT-Familie ist die sogenannte Diga-
lactosyldiacylglycerol-Synthase-Aktivitat (EC 2.4.1.46). Diese konnte 2007 bestéitigt werden, als
Ostberg et al. Bb0454 als Monogalactosyl-1,2-Diacylglycerol-Synthase (MGDG-Synthase) identifi-
zierten [333]. Das Enzym katalysiert die Reaktion von UDP-Galactose und 1,2-Diacyl-sn-glycerol zu
UDP-3-3-D-Galactosyl-1,2-diacyl-sn-glycerol. Dieses Glycolipid kann zu einer Cytokinin-vermittel-
ten Immunantwort fiithren [164].

Wahrend die Funktion von Bb0454 experimentell nachgewiesen wurde, sind die im Weiteren be-
schriebenen Funktionen der anderen Kandidaten hypothetisch und basieren auf Vorhersagen der
CAZy-Datenbank, welche auf Sequenzahnlichkeiten mit Genen bekannter Funktion beruhen.

Ein weiterer Kandidat war Bb0572 aus der Familie GT2, dem als einzigem Kandidaten direkt eine
putative GT-Aktivitdt zugewiesen wurde. Diese als LgtD klassifizierte Transferase gehort in Neisse-
ria gonorrhoeae zum lgtA BCDE-Gencluster und ist in die LOS-Biosynthese involviert [104]. Auch in
Haemophilus influenzae konnte LgtD im Rahmen der Aufklarung der LPS-Biosynthese identifiziert
werden [318]. Die Identitdt der AS-Sequenz von Bb0572p und LgtDp aus H. influenzae sowie der
LgtDp aus N. gonorrhoeae ist mit 37% bzw. 32% jedoch sehr gering (BLASTp2Seq, NCBI). LgtDp
konnte in H. influenzae als §-1,3-N-Acetylgalactosamintransferase (E.C.2.4.1.79) identifiziert wer-
den, welche N-Acetylgalactosamin mit dem terminalen Globotriose-Motiv (Gala-4Gal-3-4Glc) des
charakteristischen H. influenzae-LPS verkniipft. Das Protein zeigt eine hohe Ahnlichkeit zu bakte-
riellen GTs, welche in die LPS-Biosynthese involviert sind [296]. Mit weniger Effizienz kann dieses
Enzym aber auch UDP-Galactose und UDP-N-Glucosamin umsetzen [356], und vielleicht kénnte das
Protein auch eine Funktion als UDP-Galactose:Sterol-Galactosyltransferase erfiillen, da in B. burg-
dorferi kein LPS vorliegt? Die schon erwéhnten LOS (oder die LPS-like-Fraktion) konnten anstelle

2http:/ /www.cazy.org/b41.html
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des LPS in B. burgdorferi nachgewiesen werden [52]. LOS treten zumeist bei der rauhen-Form von
gram-negativen Bakterien auf. Diese R-Formen synthetisieren inkomplette LPS mit mangelhafter
bzw. fehlendem O-Antigen oder defektem Kernsaccharid [52, 138, 137]. Cinco et al. bezeichneten
die von ihnen identifizierte Form als LOS [52], aber heutzutage wird diese Fraktion als LPS-like-
Fraktion bezeichnet, bei der es sich um die Lipidfraktion aus B. burgdorferi mit den beiden anti-
genen, Oberflichen-exponierten Galactolipiden S-CholAGal und Diacylglycerol-a-Monogalactosid
handelt [137, 20, 309).

Der dritte Kandidat Bb0767 wurde der GT28-Familie zugeordnet, und es wurde ihm eine putative
MurG-Transferase(a-1,4-N-Acetylglucosaminyltransferase)3-Aktivitit zugewiesen. Dieses Enzym ist
neben zwei Carrier-Molekiilen, dem Tragermolekiil Uridinphosphat und dem Lipidcarrier Bactopre-
nol (Undecaprenolphosphat), an der Peptidoglycan(Murein)-Biosynthese beteiligt [215]. Der Lipid-
carrier ist iiber eine Phosphodiesterbindung an N-Acetylmuraminsidure gebunden, an die wiederum
ein Pentapeptid gekoppelt ist (Undecaprenyl-pyrophosphoryl-Mur-NAc-pentapeptid, Lipid I). Die
hier vorgestellte MurG-Transferase fligt den zweiten Aminozucker, das N-Acetylglucosamin, an,
und es entsteht Lipid II [33|. Danach wird zur Quervenetzung tiber eine Gruppe von AS bei gram-
positiven Bakterien eine Pentaglycinbriicke ausgebildet, und bei gram-negativen wird die Amino-
gruppe von meso-Diaminopimelinsdure (mDAP) mit der Carboxygruppe des terminalen D-Alanins
verkniipft. Der Lipidcarrier wird benétigt, um das Disaccharid-Pentapeptid (Lipid II) aus dem Cy-
toplasma durch die Cytoplasmamembran zu leiten, da es den Zuckerzwischenprodukten ausreichend
hydrophobe Eigenschaften verleiht, um sie iiber die Membran zu translozieren und den Komplex
in das Glycanriickgrat einsetzen zu konnen. An der Membranaufenseite katalysieren spezielle GTs
(Murein-Synthasen) die Verkniipfung der Lipid II-Molekiile [226]. MurG konnte bereits in E. coli
identifiziert und kristallisiert werden [229, 111, 110, 143|. Im Gegensatz zu LPS konnte Murein im
B. burgdorferi nachgewiesen werden [16]. Anstatt der mDAP wurde in Borrelia-Murein allerdings
Ornithin nachgewiesen [427].

Auch der vierte Kandidat Bb0732, welcher zur GT51-Familie zugeordnet wurde, spielt eine puta-
tive Rolle in der Peptidoglycan-Synthese, genauer in der Quervernetzung der Glycanstrénge iiber
die Peptidreste, bei der ein D-Alanin aus der Aminogruppe durch eine neue Peptidbindung mit
mDAP ersetzt wird. Diese Transpeptidierung wird von speziellen Murein-Synthasen, den Transpep-
tidasen, katalysiert. Penicillin kann diese Vernetzung unterbinden, da es dem D-Ala-D-Ala-Rest
strukturell dhnlich ist und die Transpeptidasen kovalent an das Penicillin binden kénnen [215, 226].
Aufgrund dessen werden Transpeptidasen auch als Penicillin-bindende Proteine (PBPs) bezeich-
net. Bb0732 wird eine putative PBP-3-Funktion zugewiesen. Ebenso ergab die Analyse der Pro-
teinsequenz, die Prisenz einer Penicillin-resistenten Transglycosidase-Doméne am Aminoterminus,
welche in die Verkniipfung von linearen Glycanketten involviert ist. Am Carboxyterminus konnte
eine Penicillin-sensitive Transpeptidase-Domiine identifiziert werden (PFAM*-Resultat). Weiteres
Charakteristikum fiir PBPs ist ein konserviertes Serin im aktiven Zentrum [101, 303, 437].
Nachdem Ostberg et al. Bb0454 als MGDG-Synthase identifizierten, stellten sie Bb0572 als aus-
sichtsreichsten Kandidaten fiir eine UDP-Galactose-abhingige Galactosyltransferase dar [333]. Die

3N-Acetylmuramyl-(pentapeptid)-pyrophosphorylundecaprenol-N-Acetylglucosamintransferase- Aktivitit
4http://pfam.sanger.ac.uk/
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annotierten Sequenzen Bb0767 und Bb0732 wiesen neben CAZy auch nach TIGR® eine Homolo-
gie zu den in Prokaryoten konserviert vorliegenden Peptidoglycan-Biosynthese Proteinen, PBP und
MurG, auf.

Die Kandidaten Bb0572, Bb0767 und Bb0732 sollten im Rahmen dieser Arbeit sowohl in E. coli
als auch in P. pastoris heterolog exprimiert werden. E. coli ist eines der ersten Expressionssys-
teme, welches zur heterologen Expression von prokaryotischen als auch eukaryotischen Proteinen
zur Verfiigung stand [135, 107|. Der Organismus ist fiir die in vitro-Enzymassays zur Bestimmung
der SGT-Aktivitdt sehr gut geeignet, da er selbst nicht iiber endogene Sterole verfiigt und zudem
konnte anhand von 3-SGlcTs aus Pflanzen und Pilzen gezeigt werden, dass die Proteine keine eu-
karyotischen, posttranslationalen Modifikationen benétigen [397, 393]. Jedoch kann die Expression
von Fremdproteinen auch Schwierigkeiten aufwerfen, wenn die iiberexprimierten Proteine in E. coli
nicht 16slich vorliegen. Dann akkumulieren die Proteine in sog. Inclusion bodies (Einschlusskorper-
chen), welche die Zellen auch vor toxischen Effekten schiitzen [232, 230]. Die Expression der a-SGlcT
(Hp0421p) aus H. pylori fithrte in E. coli zur Akkumulation der rekombinanten Proteine in diesen
Einschlusskérpern [362]. Da SGTs im Allgemeinen membrangebundenes Sterol umsetzen, miissen die
Proteine/Enzyme entweder ebenfalls mit der Membran verbunden oder zumindest wéhrend der Um-
setzung der Substrate mit dieser assoziiert sein [106]. Oku et al. zeigten, dass die 5-SGleT UGT51B1
nach einem Wechsel der Kohlenstoffquelle von Methanol zu Glucose transient an ein intrazellulé-
res Membransystem bindet und dort Sterol und UDP-Glucose zu (5-SGlc umsetzt [262]. Aufgrund
der implizierten Membranassoziation wurde der E. coli-Stamm C41(DE3) verwendet, der die Ex-
pression von Membranproteinen toleriert (Ndheres s. 4.2, S.118). Der pGEM-T-Expressionsvektor
mit inserierter Bb0732-Sequenz konnte aufgrund des zugrundeliegenden, IPTG-induzierbaren T7
RNA-Polymerase-Promotors ebenso wie die pET-Expressionskonstrukte von Bb0572 und Bb0767
in E. coli C41(DE3) exprimiert werden (sieche Manual von Promega%). Das pET-System bietet
jedoch den Vorteil, das rekombinante Protein nach erfolgreicher Expression mittels eines Tags auf-
reinigen zu konnen (siehe Merck-(Novagen)-Homepage, pET- Vectors”). Doch obwohl das E. coli-
System als sehr zuverléssig gilt, konnten die Borrelien-Gene nicht erfolgreich exprimiert werden.
Ein radioaktiver Enzymassay zeigte, auch nach Zugabe von Triton X-100 zur Solubilisierung der
(Membran-)Proteine und fiir eine bessere Loslichkeit des hydrophoben Substrates Cholesterol, keine
Aktivitaten (Daten nicht gezeigt). Es wurde daraufhin postuliert, dass eventuell die Genexpression
fehlschlug und keine Proteine synthetisiert werden konnten. Aufgrund des im pET-System vorliegen-
den Hisg- Tags konnten die Proteinhomogenate aus Bb0572- und Bb0767-exprimierenden Hefezellen
mittels Immunoblot-Analyse untersucht werden. Der Nachweis der Proteine blieb jedoch aus (Daten
nicht gezeigt). Nun konnte es auch der Fall gewesen sein, dass die Proteine in Einschlusskorpern
akkumulieren und diese fiir eine Immunoblot-Analyse prapariert werden miissten oder dass die Ex-
pression in F. coli sehr schwach ist und es notwendig ware, das Protein iiber das verfiighare Tag erst
anzureichern. Letztere Erklirung wire plausibler, da es Ostberg et al. schafften, Bb0454p-Aktivitit

in E. coli nachzuweisen, wenn auch nur auf einem geringem Level [333] und eine Akkumulation in

Shttp://cmr.jevi.org/tigr-scripts/ CMR /GenomePage.cgi?database=gbb
Shttp://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf
"Novagen, Merck Chemicals: http://www.merck-chemicals.de/life-science-research; technical bulletins
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Einschlusskérpern vorwiegend bei hoher Expression vorliegt (siche Hp0421p).

Neben dem FE. coli-System wurde die Hefe P. pastoris verwendet, die erstmals von J. M. Cregg als
Expressionssystem beschrieben wurde [58]. P. pastoris weist sehr hohe Expressionsraten heterolo-
ger Proteine auf, welche durch die Verwendung des AoxzI-Promotors kontrolliert werden. Zudem
kann die Hefe leicht genetisch manipuliert und in groffen Mengen kultiviert werden. Auch vermag
sie die rekombinanten Proteine intrazelluldr zu akkumulieren als auch ins Medium zu sekretieren
und ist im Gegensatz zu E. coli in der Lage, posttranslationale Modifikationen (proteolytische Pro-
zessierung von Signalsequenzen, Faltung, Ausbildung von Disulfidbriicken sowie O- und N-linked
Glycosylierung) auszufithren {128, 200, 59, 199, 61, 212|. Fiir die Identifizierung von SGT-Aktivitét
ist allerdings zu beachten, dass der Hefe-W'T selbst 8-ErgGlc synthetisiert. Deswegen ist es moglich,
die Aktivitdt heterologer SGT-Proteine auch in vivo zu iiberpriifen, da P. pastoris die notwendi-
gen Substrate, Sterol und UDP-Zucker, zur Verfiigung stellt [300]. Die Expression der heterologen
Borrelien-Kandidatengene musste aufgrund der Pichia-eigenen Biosynthese des strukturell sehr &hn-
lichen B-ErgGles in einer §-ErgGlcT-defizienten KO-Mutante (Augt51b1) erfolgen [234]. In diesen
KO-Stamm wurden die drei Kandidatensequenzen von Bb0572, Bb0767 und Bb0732 unter Kontrolle
eines Methanol-induzierbaren oder konstitutiven Promotors inseriert. Aber auch die Expression im
Hefesystem fiihrte sowohl in vivo als auch in vitro zu keiner -SGal-Synthese (Abb.2.7, S.62). Auf-
grund eines fehlenden Tags war es im Falle von P. pastoris nicht moglich, das Protein nachzuweisen.
So bestand auch in diesem Fall die Moglichkeit, dass wenig Protein synthetisiert wurde und somit
die Enzymaktivitét nicht detektierbar war. Dem fehlenden Nachweis einer Enzymaktivitdt konnen
generell viele Ursachen zugrunde gelegt werden: Eine, wie eben erwéhnt, schwache Expression, feh-
lende oder fehlerhafte posttranslationale Modifikation (welche die Aktivitét erfordern kann), eine
falsche intrazellulire Lokalisierung (d.h. nur am “richtigen Ort” findet Enzymaktivitat statt), oder
das Protein ist Teil eines Komplexes und der Komplex liegt unvollstdndig vor oder das Enzym wird
inaktiviert etc. [186].

Die Expression in FE. coli und P. pastoris konnte aber auch durch den hohen AT-Gehalt der
Borrelien-Gene beeintriachtigt werden, wodurch nur eine geringe Menge von Protein synthetisiert
werden konnte. Der Gehalt an Adenin(A) und Thymin(T) der Kandidaten-Nukleotidsequenzen ist
mit 70-75% sehr hoch. Dies ist typisch fiir die DNA von B. burgdorferi und der Gattung Borrelia
im Allgemeinem [12, 87]. Die Tatsache, dass die codon usage von verschiedenen Organismen unter-
schiedlich ist, kann folglich zu Problemen bei heterologer Expression fiithren [43, 109]. Wird ein Gen
mit einer nicht dem Expressionsorganismus entsprechenden codon usage exprimiert, kann dies die
Biosynthese (Translation) des Proteins beeintrichtigen. Eine Anpassung der codon usage an die der
Wirtsorganismen E. coli und P. pastoris konnte zu einer besseren Effizienz fithren [114, 142]|. Dazu
werden Tripletts in der Nukleotidsequenz favorisiert, welche von dem Expressionsorganismus héaufig
genutzt werden. Die Nutzung dieser Tripletts kann durch das Einfiihren stiller Mutationen erreicht
werden, da somit die AS-Sequenz nicht verdndert wird.

Nach Fraser et al. erbrachte die Analyse der codon usage in B. burgdorferi, dass alle 61 Tripletts
genutzt werden [87]. Die codon usage von E. coli kann Sharp et al. [319] und jene fir P. pastoris De
Schutter et al. |64] entnommen werden. Mittels des Codon-Adaptionsindex’ (CAI) kann ermittelt

werden, wie gut die Codons eines heterolog zu exprimierenden Gens der codon usage des Expres-
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sionsorganismus entsprechen [320]. Optimal wére ein CAI von 1,0, ab einem CAI > 0,9 werden
allerdings schon gute Expressionslevel erwartet. Durch Anpassung der codon usage kann RNA-
Instabilitat, Degradation oder eine zu geringe Translationseffizienz vermieden werden. Auch sollte
ein sehr hoher (> 80%) und sehr niedriger (< 30%) GC-Gehalt vermieden werden. Ein angepasster
GC-Gehalt soll die Lebenszeit und Integritdt der messenger RNA (mRNA) in P. pastoris verlan-
gern [263, 415]. Folgende Parameter wurden fiir die Synthese der synthetischen Gensequenzen von
Bb0572 und Bb0767 fiir die Expression in P. pastoris gedndert: Der CAI von Bb0572 betrug vor Op-
timierung 0,86 und danach 0,87, wobei der GC-Gehalt von 28% auf 43% gesteigert wurde. Der CAI
von Bb0767 betrug zuvor 0,75, danach 0,86, und der GC-Gehalt konnte von 30% auf 43% erhoht
werden. Das Einbringen einer Kozak-Sequenz sollte zudem die heterologe Expression in der Hefe
unterstiitzen, da sie eine Rolle in der Initiation der Translation einnimmt [173]. Die Expression von
Ppart Bb0572 und Ppart Bb0767 fiihrte nach dreistiindiger Induktion in wvivo zu keiner G-ErgGle-
Detektion (nicht gezeigt). Der sensitivere, radioaktive Enzymassay zeigte 3-CholGalT-Aktivitit des
Kandidaten Bb0572, wenn Galactose als Zuckerdonor zur Verfiigung stand (nicht gezeigt). Glucose
vermochte das durch Bb0572-codierte Enzym nicht umzusetzen. Fiir Bb0767 konnte keinerlei Ak-
tivitdt verzeichnet werden und eine -SGalT-Funktion wurde ausgeschlossen. In wvivo fiihrte erst
eine Verlingerung der Induktionszeit um das Fiinffache zur Detektion der Synthese von (3-SGal
in der PpartBb0572-exprimierenden Hefe (Abb.2.8A, S.65). Jedoch fiel die Biosynthese nur sehr
gering aus. In vitro konnten eindeutigere Aktivitdten durch Umsetzung der Substrate zu 5-CholGal
detektiert werden. Auch hier wurde UDP-Galactose als Substrat favorisiert (Abb.2.8B). Der mit
radioaktiv-markierter UDP-Galactose durchgefiihrte Enzymassay bestétigte die Priferenz fiir Ga-
lactose (Abb.2.8C). Auffillig war hingegen, dass die SGal-Biosynthese bzw. Aktivitdt der bakteri-
ellen 3-SGalT stets geringer ausfiel als jene der P. pastoris UGT51B1 und auch die SGT-Aktivitét
nach heterologer Expression des Hisg-markierten Gens stets ein wenig schlechter ausfiel. Protein-
markierungen, wie z.B. die Polyhistidin (Hisg)-Markierung, sollten optimalerweise keinen bzw. nur
einen minimalen Effekt auf die tertidre Struktur eines Proteins ausiiben, um die biologische Aktivitat
nicht zu beeintréchtigen [359]. Eine Interaktion des Affinitéts- Tags auf die Protein-Aktivitdt kann
jedoch nie vollstdndig ausgeschlossen werden. Ein Transfer des Tags von Carboxy- zu Aminotermi-
nus oder umgekehrt kann in einem solchen Fall eine Losung sein. Da die Aktivitdtsdifferenzen hier
aber nur sehr gering ausfielen, wurde ein Versetzen des Tags nicht in Betracht gezogen.

Es konnte zu diesem Zeitpunkt festgestellt werden, dass Bb0572 fiir eine 8-SGalT codieren koénn-
te, aber die katalytische Funktion noch mittels Strukturanalyse des synthetisierten SGs bestétigt
werden musste (s. 3.2.3, S.102).

3.2.2 Bh0572p codiert fiir eine 3-SGIcT

Nachdem das potentiell fiir eine S-SGalT-codierende Gen Bb0572 aus B. burgdorferi bekannt war,
war es von weiterem Interesse, das fiir eine 3-SGlcT-codierende Gen aus dem nahen Verwand-
ten B. hermsii zu verifizieren. $-SGlc in B. hermsii konnte schon von Livermore und Johnson
nachgewiesen werden [205]. BLASTp-Searches verwiesen auf Bh0572 als Kandidaten. Aufgrund der
moglichen Expressionsschwierigkeiten wegen des hohen AT-Gehalts von 72% wurde fiir Bh0572

ebenfalls die Optimierung der codon usage und des GC-Gehaltes fiir die heterologe Expression in
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P. pastoris in Betracht gezogen. Der CAI wurde somit von 0,8 auf 0,87 und der GC-Gehalt von
30% auf 43% erhoht. Im Vergleich zu den Resultaten von PpartBb0572p in Abb.2.8 (S.65) zeigte
PpartBh0572p eine gute 3-SGlc-Synthese in vivo entsprechend jener Akkumulation des 5-SGlces des
WT-Stamms GS115 (Abb.2.9A, S.67). Aber auch bei der Ppart Bh0572-exprimierenden Hefe fiel die
B-SGlc-Biosynthesefdhigkeit des mit Hisg-Markierung-versehenen Proteins schwécher aus. Ein in vi-
tro-Assay konnte die Spezifitiat des Enzyms fiir Glucose bestétigen, da UDP-Galactose als Substrat
nicht umgesetzt wurde (Abb.2.9B). UGT51B1 konnte im vorliegenden Fall 3-CholGle synthetisie-
ren, wenn UDP-Galactose verwandt wurde. Dies wurde mdoglich, da die UDP-Galactose mit Hilfe der
GALE zu UDP-Glucose umgewandelt wurde und UGT51B1 diesen Zucker als Substrat verwenden
konnte. Eine solche GALE-Aktivitdt wurde ebenfalls schon in Pflanzen beobachtet. Durch die Akti-
vitdt der pflanzlichen GALE konnte den pflanzlichen 5-SGIlcTs ebenfalls UDP-Glucose als Substrat
zur Verfigung gestellt werden. UDP-Glucose wird als Zuckerdonor favorisiert, denn bei Verwendung
anderer Zucker fielen die SG-Umsatzraten geringer aus [413, 278]. Bei UGT51B1 konnte ebenfalls
nur eine geringe Verwendung von anderen Zuckerdonoren (Xylose) nachgewiesen werden [234].

Bei Bh0572p verhielt es sich wie fiir Bb0572p. Die potentielle S-SGlcT-Aktivitdt musste durch eine
Analyse des synthetisierten SGs noch bestétigt werden. Die Identifizierung der Strukturen wird im
néchsten Abschnitt diskutiert.

3.2.3 Epidioxy-Verbindung der bakteriellen SGs: (k)ein Artefakt?

Nachdem die potentiell fiir eine §-SGalT bzw. G-SGlcT-codierenden Gene Bb0572 und Bh0572
identifiziert werden konnten, sollten die Enzymprodukte, welche bisher nur iiber den Abgleich der
Rf-Werte mit denen von Lipidstandards einem Anomer und einem Zucker zugeordnet wurden, auch
strukturanalytisch untersucht werden. Diese Strukturanalyse konnte die jeweilige katalytische En-
zymfunktion durch Identifizierung der Struktur der Enzymprodukte bestétigen.

Fiir die massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Analyse wurde das in P. pastoris
synthetisierte 5-SGal bzw. (3-SGlc isoliert und peracetyliert. Nach Maskierung der freien Hydro-
xygruppen (Peracetylierung) und diinnschichtchromatographischer Auftrennung resultierten zwei
Lipidbanden, welche separiert voneinander strukturanalytisch untersucht wurden. Die Strukturen
wurden wie folgt aufgeklart: Fiir Bb0572 konnte eine Ergosteryl-3-D-Galactopyranosid-Verbindung
und ein Epidioxy-Derivat dieser Verbindung sowie fiir Bh0572 eine Ergosteryl-3-D-Glucopyranosid-
Verbindung und ebenfalls eine Epidioxy-Derivat identifiziert werden (Abb.2.10, S.70). Nach der
Acetylierung war das Epidioxy-Ergosterylglycosid hydrophiler als das Ergosterylglycosid (miindli-
che Mitteilung von Wiebke Hellmeyer).

Ein Epidioxy-Derivat des Sterols kann durch eine Diels-Alder-Reaktion entstehen: Der Part des
B-Ringes des Sterols mit der C5- und C7-Doppelbindung ist das konjugierte Dien und molekularer
Sauerstoff das Dienophil. Die Sauerstoff-Sauerstoff-Bindung ist jedoch nicht stabil und neigt zur ho-
molytischen Spaltung unter Bildung reaktiver Radikale, weswegen diese Verbindungen in der Natur
nur in geringen Mengen vorkommen. Bei den in dieser Arbeit identifizierten Epidioxy-Verbindungen
kénnte es sich um Artefakte handeln, welche durch Oxidation von SG unter Belichtung und in Ge-
genwart eines Photosensibilisators |2] wihrend des Aufreinigungsverfahrens entstanden sein kénn-

ten. Da eine solche Epidioxy-Verbindung des SG jedoch schon nach heterologer Expression der a-
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SGIcT Hp0421p aus H. pylori in P. pastoris sowie nach Expression von drei 3-SGlcTs (FgUgt51G3,
FgUgt54ET7 und FgUgtF2) aus F. graminearum nach strukturanalytischer Analyse identifiziert wer-
den konnten [186, 438|, konnte es durchaus sein, dass es sich bei den Epidioxy-Verbindungen um
keine Artefakte handelt. Ergosterolperoxid® konnte auch von der Hefe selbst synthetisiert und gly-
cosyliert werden. Schon 1947 konnten Ergosterolperoxide in Aspergillus fumigatus von Wieland und
Prelog nachgewiesen werden. Damals war man sich jedoch nicht sicher, ob es sich um ein Stoffwech-
selprodukt des Pilzes handelt oder es sekundér gebildet wird, da es in der Natur bis dahin noch
nicht vorgefunden wurde [407|. Doch in den 60er und 70er Jahren konnten auch in anderen (fila-
mentosen) Pilzen Ergosterolperoxide nachgewiesen werden [14, 355, 54, 8|, aber die Zweifel blieben
partiell durchaus bestehen. J. D. Weete beschrieb schliefslich 1973 im Rahmen eines Reviews iiber
pilzliche Sterole, dass es sich bei dem Ergosterolperoxid um ein Intermediat bei der Umwandlung
von Lanosterol zu Ergosterol in der Hefe S. cerevisiae handeln kénnte [405]. 1997 isolierten Sgarbi et
al. Ergosterolperoxid aus dem Hefestadium des pathogenen Pilzes Sporothriz schenkii und postulier-
ten, dass es sich um ein Produkt einer Wasserstoffperoxid-abhéngigen enzymatischen Oxidation von
Ergosterol handelt, welches der Pilz zum Schutz gegen reaktive Sauerstoff-Spezies bildet [317|. Im
selben Jahr wiesen auch Nemec et al. diese Ergosterol-Derivate in verschiedenen Aspergillus-Spezies
nach [256]. Sie widerlegten die Artefakt-Theorie, indem sie ihre Arbeiten auch ohne Lichteinfall
und mit Zugabe eines Antioxidants (BHT) durchfiihrten und dieselben Resultate mit Belichtung
und ohne BHT-Zugabe erhielten. Nes et al. présentierten anhand von Analysen von S. cerevisiae
und Gibberella fujikuroi schon 1989 die Widerlegung der Artefakt-Hypothese [257]. Sie nahmen an,
dass das Peroxid vom Ergosterol ausgehend metabolisiert wird, wohingegen andere Gruppen be-
haupteten, dass die Epidioxy-Verbindung als Vorstufe fiir das Ergosterol dient. Ergosterolperoxide
kénnen die Phospholipase A2, ein Enzym, welches an der Biosynthese der entziindungsgekoppel-
ten Prostaglandine beteiligt ist, inhibieren [91]. Neben entziindungshemmenden Aktivititen zeigen
Ergosterolperoxide (und auch Ergosterole) anti-krebsférdernde Aktivitéten [31, 352, 169|. Bok et
al. beschrieben und identifizierten strukturell neben dem Ergosterolperoxid auch Ergosterolperoxid-
Glucosid? aus Cordyceps sinensis (Chin. Raupenpilz) [31]. Das Glucosid wirkte ebenfalls als Inhi-
bitor der Proliferation verschiedener Krebs-Zelllinien. Auch aus dem ebenfalls in der chinesischen
Medizin vertretenen Pilz Hericum erinacens sowie aus dem Milchbratling Lactarius volemus konnte
ein Epidioxy-Ergosterylglucosid isoliert und verifiziert werden [349, 435].

Aufgrund der genannten Belege wird darauf geschlossen, dass es sich bei den in dieser Arbeit identi-
fizierten Ergosterylperoxid-Glycosiden nicht um Aufreinigungsartefakte handelt, sondern diese von

P. pastoris synthetisiert werden kénnen.

3.2.4 Charakterisierung von Bb0572p und Bh0572p scheiterte an zu
geringer Enzymaktivitat

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, wie bereits erwdhnt, die Biosynthese von (-SGal und B-SGlc
durch die Aktivitdt von Bb0572p und Bh0572p erfolgreich aufgeklért. Die heterologe Expression

85a,8a-Epidioxy-22E-ergosta-6,22-dien-33-ol
95a,8a-Epidioxy-24(R)-methylcholesta-6,22-dien-33-D-glucopyranosid
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in P. pastoris und die Struktur-Analyse der heterolog synthetisierten Glycolipide bestétigten die
Synthese der genannten SGs (s. 3.2.1, 3.2.2 und 3.2.3). Bb0572p unterscheidet sich von bekannten
SGTs, da es anstatt der weit verbreiteten UDP-Glucose UDP-Galactose umsetzt. Bh0572p synthe-
tisiert wie bekannte eukaryotische SGTs (3-SGlc, ist aber aufgrund des bakteriellen Ursprungs dieses
Enzyms nicht minder interessant. Die Expression in P. pastoris zeigte zudem, dass Bb0572p sowie
auch Bh0572p Ergosterol als Akzeptor verwandten. Die Enzyme nutzen in natiirlicher Umgebung
eigentlich Cholesterol als Akzeptor [205, 137, 20, 334].

Die Bestimmung einiger biochemischer Eigenschaften der 5-SGTs aus B. burgdorferi und B. hermsii
sollte mit Hilfe von in vitro-Enzymassays mit P. pastoris-Homogenaten durchgefiihrt werden. Die
Analyse sollte zur Bestimmung von pH-Optimum sowie der Michaelis-Menten-Konstante (Kjz) fiir
UDP-Glucose und UDP-Galactose dienen.

Die Bestimmung der Proteinlinearitat fithrte jedoch schon zu keinen verwertbaren Aktivitaten (Da-
ten nicht gezeigt). Dass auch die Positivkontrolle nach Expression von Hp0421 unter Kontrolle des
nativen Ugt51b1-Promotors keine messbaren Aktivitdten zeigte, konnte durch die lange Induktions-
zeit von ca. 16 h begriindet werden. Es konnte festgestellt werden, dass eine lange Induktion der
Genexpression von Hp0421 zwar zu hoher Akkumulation von a-ErgGlc fiihrte, aber die Enzymak-
tivitdt im Gegenzug abnahm (Abb.2.5A und B, S.57 unter Kontrolle des Aoz!-Promotors; miindli-
che Mitteilung Dirk Warnecke). Nach Durchfiihrung eines Enzymassays mit radioaktiv-markiertem
Cholesterol konnten nur sehr geringe Enzymaktivitdten fiir Bb0572p verzeichnet werden (Daten
nicht gezeigt). Da jedoch eine Quantifizierbarkeit vorausgesetzt wird, um die Umsétze zu SG unter
verschiedenen pH-Bedingungen sowie die Unterschiede in der Verwendung von UDP-Glucose und
UDP-Galactose durch den Kj; zu bestimmen, konnte der Assay in dieser Form nicht weiter fort-
gefiihrt werden. Die Durchfiihrung des Assays musste optimiert werden, um Aktivitdten in einem
quantifizierbaren Bereich zu erhalten. Dazu wurden die fiir Expression in P. pastoris optimierten
Gensequenzen fiir Bb0572p und Bh0572p in F. coli-Expressionsvektoren eingebracht. Doch auch
die Expression in E. coli fiihrte zu keiner verwertbaren Enzymaktivitdt, einzig die Expression von
Hp0421 konnte detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Der Assay mit radioaktiv-markiertem Cho-
lesterol zeigte gut quantifizierbare Lipidbanden aufgrund einer Hp0421p-Aktivitat. Jedoch zeigte der
Assay nur eine sehr schwache, fiir eine Quantifizierung vernachléssigbare SGT-Aktivitdt im Homo-
genat aus Ppart Bh0572-exprimierende FE. coli-Zellen (Daten nicht gezeigt). Somit stellte sich das
E. coli-System als nicht fiir die Charakterisierungsstudien nutzbar heraus. Jedoch konnte mit Hilfe
dieses Systems untersucht werden, inwieweit die rekombinanten Proteine synthetisiert wurden. Mit-
tels Immunoblot-Analyse iiber den Hisg-Tag konnte nur ein Signal von 44 kDa detektiert werden,
welches als Hp0421p (berechnete Masse: 47 kDa) identifiziert wurde (nicht gezeigt). Geringe Auf-
trennungsunterschiede nach SDS-PAGE und somit Massenunterschiede in der Detektion des Signals
wurden hiufiger beobachtet [362, 287|, deswegen wurde diesen Abweichungen keine Bedeutung zu-
gemessen. Erwartet wurden fiir Bb0572p und Bh0572p Proteinsignale in derselben Grofenordnung
(ca. 43 kDa).

Obwohl in den erwdhnten Assays mit Homogenaten aus FE. coli und P. pastoris auch schwache

SG-Banden zu beobachten waren, konnten keine ausreichende Quantifizierbarkeit erreicht werden.
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Eventuell werden nur sehr geringen Mengen Protein synthetisiert. Es kann an dieser Stelle festgehal-
ten werden, dass eine Steigerung der Enzymaktivitit erreicht werden musste. In Abschnitt 2.2.5 (ab
S.71) wurden Modifikationen der Enzymanalysen dargestellt, welche u.a. in Form von Kationenzu-
gabe, Andern des Induktionszeitraums und der -temperaturen erfolgten. Die Zugabe von Kationen
konnte im vorliegenden Fall keine Verbesserung der SGT-Aktivitdt erzeugen (Daten nicht gezeigt).
Dies war auch der Fall bei einer UGT in Solanum melongena (Aubergine). Deren SGT-Aktivitét
liek sich ebenfalls nicht durch Kationen (Mg?*, Ca?*, Mn?*) und Metallchelatoren (EDTA, EG-
TA) verbessern [278]. Dafiir zeigte die Zugabe von Schwermetallionen (Zn?*, Co?*) einen starken
inhibitorischen Effekt auf die SGT-Aktivitdt in Aubergine. Die 5-SGlcT-Aktivitat von etiolierten
Erbsenkeimlingen konnte hingegen durch Ca?t, etwas weniger durch Mg?T stimuliert und durch
Zn?* inhibiert werden [332].

Moglicherweise konnte die Zugabe des Detergens Triton X-100 eine Verbesserung erreichen (nicht
durchgefiihrt), welches zur Solubilisierung des Enzyms fiihrt und auch die Loslichkeit des hydro-
phoben Sterol-Substrates verbessert [413, 278|. Jedoch wurden auch schon reduzierte Aktivitdten
nach Triton-Zugabe gemessen [372, 106], und die Triton-Zugabe zeigte z.B. fiir Hp0421p keine
Unterschiede in der Enzymaktivitat [186]. Eine andere Moglichkeit bietet die Zugabe negativ gela-
dener Phospholipide, welche die Enzymaktivitét (partiell gereinigter Enzyme) stimulieren kénnen
[371, 373, 372|, wobei die Enzymaktivitdt in Homogenaten durch eine Lipidzugabe bisher nicht be-
einflusst werden konnte [278|, d.h. die Proteine miissten erst partiell aufgereinigt und angereichert
werden. Dies kann in E. coli iiber den verfiigbaren, carboxyterminalen Hisg-Tag erreicht werden
und in P. pastoris nach Expression der mit einem aminoterminalen Hisg- Tag versehenen Varianten,
die in dieser Arbeit generiert wurden. Eine Verkiirzung der Induktion der Expression (6 h) der
Borrelien-Gene in P. pastoris fithrte zu einer Detektion von Bb0572p-Aktivitat und sehr geringer
Bh0572p-Aktivitéat. Diese Verkiirzung der Induktion fiihrte im Gegensatz zu Assays mit Hp0421p
zu keiner verbesserten SGT-Aktivitdt (Abb.2.11A-C, S.74). In E. coli konnte durch Induktion fiir
24 h bei 16°C ebenfalls keine Steigerung der SGT-Aktivitét erreicht werden (Abb.2.11A-C). Nach
Ultrazentrifugation konnte gezeigt werden, dass die meiste Aktivitdt im Sediment gemessen wer-
den konnte, welches die Membranfraktionen beinhaltet (Abb.2.11C). Da aufgrund des membran-
gebundenen Sterols und des im Cytoplasma vorliegenden Zuckerdonors wenigstens ein transienter
Membrankontakt erwartet wurde, entsprach dieses Resultat den Erwartungen [106]. Dies konnte fiir
Hp0421p bereits gezeigt werden [186].

Detektiert wurde in dieser Arbeit ebenfalls, dass die geringe Enzymaktivitit von Bb0572p mit einer
geringen 3-SGal-Synthese korreliert. Versuche mit entweder einer verlangerten Induktionszeit (30 h),
einer Zugabe von Galactose (Endkonz. 1%) zum Induktionsmedium und sechsstiindiger Inkubation
oder unter Verwendung von Schikanekolben zur besseren Durchliiftung zeigten keine Auswirkung
auf die $-SGal-Synthese (Daten nicht gezeigt). Weitere Variationen der Induktionszeiten zeigten fiir
Bh0572p in vivo eine stetige Akkumulation von (-ErgGlc, nachdem die heterologe Genexpression
fiir zwei, vier und 16 Stunden mit Methanol induziert wurde (Abb.2.12A, S.76). In vitro verhielten
sich die Bh0572p-Aktivitdten, wie auch fiir Hp0421p beschrieben (s. 3.3, S.107), und nahmen ab.
Die Bb0572p-Aktivitdten blieben in vitro hingegen stabil, und die Akkumulation von §-ErgGal er-
folgte nur sehr langsam (Abb.2.12B).
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Einige Optimierungsversuche wurden im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt, um quantifizierbare
Aktivitaten zu erreichen. Die durchgefiihrten Enzymassay-Varianten fithrten zu keiner verbesserten
Aktivitat der SGTs, welche fiir eine entsprechende Quantifizierbarkeit der SGs sorgen kénnten. Es
konnten jedoch Erkenntnisse gewonnen werden, welche fiir folgende Optimierungsversuche hilfreich
sein konnten. Zum Beispiel, dass sich die héchste Enzymaktivitdat der Borrelien-SGTs im Sediment
befindet und dass das SG in vivo mit verlangerten Induktion akkumuliert, dies aber keinen signifi-
kanten Einfluss auf die in vitro ermittelte Enzymaktivitdt hat. Die aussichtsreichste Losung besteht
kurzfristig in der Anreicherung der Enzyme. Auf weiterfiihrende Losungen wird in Abschnitt 3.4

(ab S.110, Punkt 1) ndher eingegangen.

Es konnten zwei neue SGT-Gene identifiziert werden: Bb0572 codiert fiir eine 3-SGalT aus dem
human-pathogenen Bakterium B. burgdorferi und Bh0572 fir eine 5-SGlcT aus B. hermsii, deren
Charakterisierung noch abgeschlossen werden muss. Die mittels Glycolipid-Engineering generierten
Hefetransformanten konnten jedoch schon auf ihre Fahigkeit unter mikropexophagischen Konditio-
nen ihre Peroxisomen abbauen zu konnen untersucht werden, um zu beweisen, wie essentiell die

strukturellen Eigenschaften des SGs in diesem Prozess sind (s. 3.3, S.107).

3.2.5 Drei 3-SGIcTs aus F. graminearum konnten identifiziert

werden

In dem Ascomyceten F. graminearum sollten (3-SGlcT-codierende Gene identifiziert werden. Die
Identifizierung dieser Gene wurde in dieser Arbeit begonnen und im Rahmen einer parallel zu
dieser Arbeit durchgefiihrten Diplomarbeit von Anna Zaslawski fortgefithrt. Es sollen in diesem
Zusammenhang kurz die Resultate aus diesem Projekt diskutiert werden.

Nach Datenbankanalysen'? konnten neun hypothetische Gene fiir UGTs identifiziert werden. Im
ersten Schritt wurde die Transkriptsynthese dieser neun Sequenzen iiberpriift. Es handelte sich um
Sequenzen von neun hypothetischen Isoenzymen, von denen eines der Ugtbl-Familie zugeordnet
werden konnte und die restlichen der UgthH4-Familie. Die Zuordnung erfolgte aufgrund der fiir die
Familien charakteristischen Pridsenz und Anordnung nicht-katalytischer Doménen (trPH-GRAM,
PH-GRAM und MRS6). Bei den Kandidaten-Gensequenzen handelte es sich um Ugt51G3, den ein-
zigen Kandidaten der Ugt51-Familie, und acht Vertreter der Ugt54-Familie: Ugt54A2, -C2, -E5, -E6,
-E7, -F2, -H1 und -J1',

Im ersten Schritt sollte, wie bereits erwéhnt, zuerst {iberpriift werden, ob die putativen fiir 3-SGlcT-
codierenden Gensequenzen iiberhaupt transkribiert werden. Da neun Isoenzyme im Organismus vor-
liegen, war es durchaus moglich, dass die verschiedenen Gene nur unter unterschiedlichen Umwelt-

bedingungen exprimiert werden oder es sich bei einigen Gensequenzen um ‘“Pseudo-Gene” handeln

Ohttp:/ /www.helmholtz-muenchen.de/en /mips/; MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences)
Fusarium graminearum Genome Database, http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/fusarium;
Broad Institute of MIT and Harvard, http://www.broadinstitute.org/; Fusarium Comparative Database,
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium__group/MultiHome.html

"Die Acc.No.s kénnen der Diplomarbeit von A. Zaslawski sowie Grille et al. entnommen werden (Quelle:
Broad) [438, 106].
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konnte. Die Transkriptsynthese sollte durch RT-PCR-Analysen untersucht werden. Dazu wurde
Pilzmyzel unter zwei verschiedenen physiologischen Bedingungen (in Voll- und in Minimalmedium)
kultiviert und Gesamt-RNA aus dem gekeimten Myzel préapariert. Fiir die PCR wurden Primer kon-
zipiert, welche im aminoterminalem Bereich nahe dem 3’-Ende binden konnten. Sie durften nicht in
konservierten Bereichen binden, und auch die Lage von Introns musste bei der Konzipierung beach-
tet werden. In eukaryotischen Genen wird der ORF oftmals von Introns unterbrochen, welche im
Rahmen der mRNA-Prozessierung durch Spleifsen entfernt werden. Der ORF wird hierbei definiert
als der Codonbereich von Start- zu Stoppcodon. Als Kontrolle fiir die PCR, dienten Primer fiir das
Housekeeping-Gen (-Tubulin (Acc. No. AACM01000261, NCBI bzw. fgd261-40, MIPS).

Mittels RT (Reverse-Transkription)-PCR-Analysen konnte anschlieffend die Transkriptsynthese der
FgUgts 51G3, -54A2, -54C2, -54E5, -54E7 und -54F2 nach Kultivierung der Konidien in Vollmedium
nachgewiesen werden. Keine Transkripte konnten fiir die FgUgts 54E6, -54H1 und -54J1 detektiert
werden (nicht gezeigt). Bei diesen drei Kandidaten konnte es sich nun um sogenannte “Pseudo-
Gene” handeln oder um Gene, welche unter anderen Umweltbedingungen exprimiert werden. Letz-
terer Aspekt kénnte durch weitere RT-PCR-Analysen oder durch eine Real-time-PCR untersucht
werden. Dies wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht iiberpriift.

Die durch Transkriptnachweis verifizierten Sequenzen konnten anschlieffend heterolog in P. pasto-
ris exprimiert werden. Diese weiterfithrenden Analysen wurden von A. Zaslawski im Rahmen ihrer
Diplomarbeit fortgefithrt [438]. Sie exprimierte die ORFs ausgewéhlter Sequenzen (FgUgt51G3,
FgUgt54ET und -F2 ) heterolog in P. pastoris und analysierte die SG-Synthese (in vivo) und SGT-
Aktivitét (in vitro). Es wurde $-SGle-Synthese und $-SGleT-Aktivitdt nach Expression aller drei
analysierten Gensequenzen nachgewiesen. Zudem konnten die synthetisierten SGs nach Struktur-
analyse als Epidioxy-Derivate des 8-ErgGles identifiziert werden. Details zur Vorgehensweise und
den detaillierten Ergebnissen sowie zur Diskussion dieser Daten sind an dieser Stelle nicht wieder-
gegeben, sondern sind der genannten Arbeit von A. Zaslawski zu entnehmen.

Inwiefern die generierten P. pastoris-Transformanten, nach Uberpriifung der Integritit der AOX,
in die Studien zur Rolle von SG in der Peroxisomendegradation eingesetzt werden kénnten, wird in
Abschnitt 3.4 (ab S. 110) unter Punkt 6 behandelt.

3.3 Heterologe, bakterielle SGTs bendotigen
Lokalisierungsdomanen?

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass 5-ErgGlc an der Reifung der MIPA-Vorlaufer-
membran zum funktionalen MIPA-Membransystem beteiligt ist. Es stellte sich die Frage, ob auch
strukturelle Varianten des SGs dessen Rolle im Peroxisomenabbau-Prozess einnehmen kénnten oder
ob diese Funktion nur spezifisch von 5-ErgGlc erfiillt werden kann. Dazu wurden mittels Glycolipid-
Engineering im Rahmen dieser Arbeit Hefetransformanten generiert, welche SG-Varianten synthe-

tisieren konnten.

Es wurden u.a. mittels Glycolipid-Engineering-Methode P. pastoris-Transformanten generiert, wel-

che das a-SGlcT-Gen (Hp0421) unter der Kontrolle des starken Aoz!-Promotors exprimierten. Die
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generierte transgene Hefe zeigte in vivo eine grofse Akkumulation von a-ErgGle (Abb.2.5A, S.57).
Interessanterweise verhielt sich die detektierte a-SGlcT-Enzymaktivitat gegensétzlich zur Detekti-
on des in vivo synthetisierten a-SGles. In vitro wurde die Enzymaktivitdt der a-SGlcT geringer, je
mehr a-SGlc in vivo akkumulierte (Abb.2.5B). Aufgrund der hohen a-SGle-Syntheseleistung von
Hp0421p, erzeugt durch eine starke Expression unter Kontrolle des AozI-Promotors [200, 59, 61],
koénnten je “besser” die Expression erfolgt, die Substrate schneller umgesetzt werden. Somit wiirden
diese nicht mehr ausreichend zur Verfiigung stehen, so dass die Aktivitdt des Enzyms abnimmt. Des
Weiteren ist es auch moglich, dass die Hefen durch die Akkumulation der grofsen a-SGlc-Menge ge-
stresst werden und lytische Prozesse eingeleitet werden, welche sich in einer verringerten Detektion
der SGT-Aktivitdt bemerkbar macht. Aus diesen Griinden wurde die Induktion der Genexpressi-
on von Hp0421 auf drei Stunden verkiirzt, um eine gute SGT-Aktivitat in vivo zu gewahrleisten
(Abb.2.6A, S.58). In wvitro konnten in diesem Fall ebenfalls hohere Enzymaktivitdten im Gegen-
satz zu jener des WT-Enzyms detektiert werden (Abb.2.6B und C). Die Hefen konnten nun nach
Sicherstellung der SGT-Aktivitit beziiglich der Peroxisomendegradation analysiert werden, welche
mittels in situ-AOX-Aktivitatsfarbungen erfolgte. Die transgene Hp0421-exprimierende Hefe (un-
ter Kontrolle des Aozl-Promotors) zeigte ebenso wie der P. pastoris WT-Stamm nach Wechsel
der Kohlenstoffquelle von Methanol zu Glucose im Gegensatz zu der in der Degradation blockier-
ten KO-Mutante Augt51b1 keine AOX-Aktivitat auf (Tab.2.2, S.82). Da es sich bei AOX um ein
peroxisomales Enzym handelt, wird gefolgert, dass durch Methanol-Induktion (viele) Peroxisomen
proliferiert worden sind, wenn AOX-Aktivitdt detektiert werden konnte. War diese nach einem
Wechsel zu Glucose als Kohlenstoffquelle nicht mehr nachweisbar, sind die iiberschiissigen Peroxiso-
men abgebaut worden. Es konnte somit der Eindruck erlangt werden, dass die Hp0421p-Aktivitat
unter Kontrolle des starken AoxI-Promotors die Unféhigkeit der KO-Mutante ihre Peroxisomen
degradieren zu konnen komplementiert.

Die Beobachtung des Zellwachstums im Vergleich zum WT unter Peroxisomen-proliferierenden Kon-
ditionen zeigte wie erwartet ein geringes Zellwachstum (Abb.2.15, S.83). Bei Verfiigharkeit von
Methanol als Kohlenstoffquelle ist ein geringes Wachstum nicht iiberraschend, da die Hefen Me-
thanol zwar umsetzen konnen, die Energieausbeute (ATP) jedoch im Gegensatz zum Katabolismus
von Glucose geringer ist und somit auch das Zellwachstum geringer ausféllt [215, 64]. Nach ei-
nem Wechsel der Kohlenstoffquelle zu Glucose sollte aufgrund der optimaleren Energiequelle ein
gesteigertes Zellwachstum erreicht werden. Die a-SGle-synthetisierende Hefe zeigte ebenfalls kein
Wachstum, wenn die Konzentration des Methanol herabgesetzt wurde. Es wurden verschiedene
Methanol-Konzentrationen (0,05%-0,5%) eingesetzt, da festgestellt wurde, dass die Anzahl der le-
benden Zellen (CFU) im Vergleich zu jener der WT-Hefe auf ein Absterben der Zellen wiahrend der
Methanol-Induktion schliefen lief (Abb.2.15B). Kénnte das Protein Hp0421p toxisch fiir die Hefe-
zellen sein? Der durch Methanol-aktivierte AoxI-Promotor triagt zu einer starken Proteinexpression
und zur Synthese grofser Mengen heterologer Enzyme bei [128, 200]. Dies konnte sich als schédlich
fiir die Zellen herausstellen, da das Enzym sehr aktiv ist und zu einer grofen Abnahme des freien
Ergosterols aufgrund der hohen Synthese von a-ErgGlc fithrt. Einer dieser Aspekte oder auch beide
zusammen kénnten negative Auswirkungen auf die Zellviabilitdt haben. Das Verwenden niedrigerer

Methanol-Konzentrationen zeigte jedenfalls keinen positiven Effekt beziiglich der Uberlebensrate
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der Zellen (nicht gezeigt).

Um die Expressionsstirke etwas zu reduzieren, wurden Hefetransformanten generiert, welche die
Expression von Hp(0421 mit Hilfe des nativen, schwécheren Promotors von Ugt51b1 regulierten. Die
in vivo detektierte a-SGlc-Synthese war etwas schwécher als nach Expression unter dem starken
Aox1-Promotor, aber immer noch etwas stérker als die Synthese des WT-3-ErgGles (Abb.2.6A). Die
Enzymaktivitdt war hingegen in vitro etwas schwécher als jene von UGT51B1 (Abb.2.6B). Es ist
zu beachten, dass die Expression unter Kontrolle des schwécheren, nativen Ugt51B1-Promotors
keiner Induktion unterliegt. D.h. auch unter nicht-Mikropexophagie-induzierenden Bedingungen
synthetisiert P. pastoris SG. Somit ist die SG-Synthese wohl nicht nur beschrankt auf die MIPA-
Vorlaufermembran, sondern auch andere (unbekannte) transiente Membrankontakte sind zu erwar-
ten [106].

Eine erste Analyse der Peroxisomendegradationsfihigkeit wurde ebenfalls iiber eine in situ-AOX-
Aktivitétsfarbung gefithrt (Tab.2.2, S.82). Somit konnte auch hier der Eindruck erlangt werden, dass
eine Komplementation des Degradationsdefekts erreicht wurde. Wahrend der Methanol-Induktion
konnte ein Uberleben der Zellen wihrend der Methanol-Induktion zwar erstmals sichergestellt wer-
den, aber auch diese Hefetransformante zeigte kein Zellwachstum (Abb.2.15C).

Auch die im Rahmen dieser Arbeit generierten Hefetransformanten, welche in der Lage waren, (-
ErgGal zu synthetisieren, sollten beziiglich des Peroxisomenabbaus analysiert werden. Das fiir eine
B-SGalT-codierende Gen Bb0572 wurde nach Optimierung der codon usage in einer P. pastoris-
Deletionsmutante (Augt51b1) heterolog exprimiert. Diese transgene Hefe zeigte, unabhéngig davon
ob Bb0572p mit einem Hisg- Tag markiert war, bei den in situ-AOX-Aktivitdtsfarbungen und den
Beobachtungen des Zellwachstums dasselbe Verhalten, wie es auch nach Expression von Hp0421 un-
ter Kontrolle des Ugt51B1-Promotors beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt, s. 2.3.3, S.84).

Bei allen analysierten Hefetransformanten, die strukturelle SG-Varianten synthetisierten, konnte un-
ter Peroxisomen-proliferierenden Konditionen kaum Zellwachstum festgestellt werden, sondern zum
Teil sogar eine Beeintrachtigung der Zellviabilitdt. Die in situ-AOX-Aktivitatsfarbungen gaben ers-
te Hinweise darauf, dass die SG-Varianten das §-ErgGlc ersetzen konnten. Nach den Analysen der
in dieser Arbeit analysierten SG-Varianten kann vorerst festgehalten werden, dass das SG keine
definierte Epimerie oder Anomerie aufweisen muss und auch die Verwendung der Hexosen Gluco-
se und Galactose fiir den Peroxisomenabbau nicht essentiell ist. Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass andere Zucker bzw. andere Molekiile zu anderen Resultaten fithren konnten. Im vor-
liegenden Fall konnte moglicherweise auch keine Komplementation des Defekts stattfinden, sondern
die Hefezellen konnten durch die Expression der SG-Varianten so unter Stress geraten (s. Hp0421p),
dass nicht-selektive Autophagie-Prozesse eingesetzt haben konnten. Diese unspezifischen Abbau-
prozesse konnten dazu fiihren, dass die Resultate der in-situ- AOX-Aktivitatsfarbung féalscherweise
als Komplementationseffekt fiir die Mikropexophagie gedeutet werden konnten. Des Weiteren stellt
sich in diesen zwei Fallen der Expression bakterieller SGTs und ihrer Rolle in der Peroxisomende-
gradation eine Frage zur Lokalisation. Da die 3-SGlc-Synthese in P. pastoris an einer definierten
MIPA-Vorlaufermembran erfolgen muss, miissten auch die rekombinanten Proteine an dieser spezifi-

schen Membran ihre SG-Varianten synthetisieren. Aber die in P. pastoris UGT51B1 beschriebenen
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nicht-katalytischen Doménen: PH-GRAM und trPH-GRAM (s. 1.3.1, S.15) weisen die bakteriellen
Proteine nicht auf. Diese Doménen von UGT51B1 binden PI(4)P zur Rekrutierung des Proteins an
die MIPA-Vorlaufermembran [425, 424|. PIs dienen als Vermittler von Signaltransduktionsereignis-
sen und regulieren physiologische zelluldre Prozesse. Diese Lipide sind vor allem auf der cytosolischen
Seite von Membranen vorzufinden, werden aber primér im ER synthetisiert und dann entweder iiber
einen Vesikeltransport oder Transferproteine zu anderen Membranen transportiert [179, 67]. Einige
Enzyme, wie auch das hier vorliegende UGT51B1, binden, wie bereits erwahnt, Pls, welche ihnen die
Rekrutierung an einer Membran erleichtern. Dies wiirde bedeuten, dass die bakteriellen SGTs ihre
Enzymaktivitdt nur zufillig an der gewilinschten Membran ausfiihrten. Es wire deswegen sinnvoll,
die nicht-katalytische Doméne von UGT51B1 an den 5’-Bereich der bakteriellen Gene zu fiigen.
Optional wire eine Markierung mit einem Fluoreszenzprotein anzuraten, um die Lokalisierung des

jeweiligen Enzyms fluoreszenzmikroskopisch verfolgen zu konnen (Néheres s. 3.4 Punkt 6, ab S.110).

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass zu diesem Zeitpunkt noch keine endgiiltige Aussage
dariiber getroffen werden kann, ob strukturelle Varianten des (-ErgGlcs dessen Rolle im Degra-
dationsprozess der Peroxisomen in P. pastoris iibernechmen kénnen. Es sollte vorerst sichergestellt
werden, dass die rekombinanten Proteine ihre Enzymaktivitdt auch an dem spezifischen MIPA-
Vorléaufer-Membransystem ausfiihren. Weiterhin wére es interessant zu priifen, ob die bakterielle
Variante der 3-SGlc¢T Bh0572p (mit der Fiahigkeit sich an der MIPA-Vorlaufermembran lokalisieren

zu konnen) in der Lage ist, den Degradationsdefekt zu komplementieren.

3.4 Ausblick

1. Wie kénnen die Enzymaktivitdten von Bb0572p und Bh0572p zur Charakterisierung
der Enzyme optimiert werden?

Die geringe in witro-Aktivitdt der SGTs Bb0572p und Bh0572p in den P. pastoris-Homogenaten
stellt ein Problem fiir die Durchfiihrung der Enzymcharakterisierungsanalysen dar. Die Proteine
werden nur in geringen Mengen von P. pastoris synthetisiert. Dies zeigten W. Hellmeyer und Ol-
ga Topko mit einer Immunoblot-Analyse, welche zu keinem Nachweis der SGT-Proteine fiihrte
(nicht gezeigt). Eine Moglichkeit die SGT-Aktivitdten zu verbessern, wére die Proteine fiir die in
vitro-Enzymanalysen anzureichern. Die native Aufreinigung der Proteine kann iiber den aminoter-
minalen Hisg-Tag der rekombinanten Bb0572p und Bh0572p erfolgen. Durch die Hisg-Markierung
ist eine affinitdtschromatographische Reinigung mittels IMAC (Immobilized metal affinity chroma-
tography) moglich (s. [287]). Sollte es gelingen, die Proteine ausreichend anzureichern und in die in
vitro-Enzymassays einzusetzen, konnten gut quantifizierbare Enzymaktivitdten resultieren und die
Charakterisierungsanalysen (Enzymkinetik, pH-Optimum) fortgefiihrt werden.

Die erfolgreiche Anreicherung eines nativ aufgereinigten Proteins kann noch als Grundlage fiir weite-
re Untersuchungen herangezogen werden: Das native Protein konnte als Antigen fiir die Herstellung
spezifischer Antikorper eingesetzt werden. Diese wiederum konnten bei einer intrazelluldren Loka-

lisation von Nutzen sein. Neben Immunoblot-Analysen gegen das jeweilige Protein kénnten auch
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elektronenmikroskopische Immunolokalisationen von Ultradiinnschnitten durchgefiihrt werden. Eine
Préaparation und Separation der inneren, cytoplasmatischen (IM) und &ufseren (OM) Membran wére
fiir Lokalisierungstudien der SGTs von Vorteil. Der Versuch der Membranseparation in B. burgdor-
feri, durchgefiihrt von Bledsoe et al. [29], generierte Resultate, auf denen weiter aufgebaut werden
koénnte. Generell kommen fiir die Membranseparation folgende Methoden in Frage: Saccharosedich-
tegradient, Percollgradient oder Two Phase Transitioning. Diese konnten auch fiir die OM und
IM-Separation aus H. pylori analog angewandt werden. Die Membranfraktionen kénnten auch mit-
tels eines Enzymassays mit radioaktiv-markierten Substraten auf Enzymaktivitdt hin untersucht
werden. Zusétzlich konnte das nativ aufgereinigte Protein strukturell durch STD-NMR (Saturation
Transfer Difference-NMR'?) analysiert werden. Unterstiitzt werden konnte die Identifizierung und
Charakterisierung aktiver Zentren durch rontgenkristallographische Studien.

Die schlechte Quantifizierbarkeit und geringe 3-SG-Ausbeute konnte durch Uberexpression der
P. pastoris-eigenen GALE in vivo verbessert werden. Die Uberexpression der GALE konnte die
SGT-Aktivitdt unterstiitzen. Dieses Projekt wurde von dem Projektstudenten D. Maag begonnen
und wird derzeit noch weiter fortgefiihrt. Kurz zusammengefasst: D. Maag hat das GALE-Gen
mit und ohne einem aminoterminalen Golgi-Signal mit einer carboxyterminalen Hisg-Markierung
versehen (Golgi-Lokalisierungsdoméne von S. cerevisiae a-1,2-Mannosyltransferase Mnn2p; s. auch
[151, 64]) . Dieses konzipierte Gen wurde zur Synthese in Auftrag (GENEART) gegeben, danach
wurden P. pastoris-Expressionsvektoren erzeugt und ein im Rahmen der vorliegenden Arbeit ge-
nerierter P. pastoris-Stamm transformiert. Dabei handelte es sich um eine UGT51B1-defiziente
KO-Mutante, in welche die synthetische Gensequenz von Bb0572 integriert wurde (GS115Augt51b1-
+PpartBb0572). Nach Uberpriifung der Integration sollte die 3-SG-Synthese erneut untersucht wer-
den. Erste Analysen liefen jedoch keinen signifikanten Unterschiede in der Synthese und damit der
SGT-Aktivitdt erkennen. Weitere Analysen befinden sich zur Zeit noch in Bearbeitung.

Eine weitere, aufwendigere Option, die Enzymaktivitdt von Bb0572p und Bh0572p zu verbessern,
basiert auf einer neuen Klonierung der Expressionskonstrukte. Wu et al. kombinierten den GAP- und
den Aoz1-Promotor [417]. Der Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAP)-Promotor sorgt fiir
eine starke konstitutive Expression heterologer Proteine [399] und liegt von der Expressionsstérke
auf demselben Niveau wie der Methanol-aktivierte AoxI-Promotor in P. pastoris. Durch die Kombi-
nation beider Promotoren, d.h. nach Hinzufiigen des Aox1-Promotors zum GAP-Promotor, konnten

sie die heterologe Expression eines sekretierten humanen Proteins verdoppeln.

2. Wo befindet sich die Zuckernucleotidbindestelle in Bb0572p und Bh0572p?

Ein weiterer, interessanter Aspekt ergibt sich aus der Ahnlichkeit der beiden Proteine Bb0572p
und Bh0572p. BLAST2Seq-Analysen von Bb0572p- und Bh0572p-Sequenzen lieferten eine Identi-
tit von 69% und eine Ahnlichkeit von 85%. Diese Ahnlichkeit der beiden Proteine wirft die Fra-
ge auf, wo die Doméne angesiedelt ist, die dafiir verantwortlich ist, dass die beiden Enzyme ihre
UDP-Zucker spezifisch umsetzen. Der conserved domain-Search'® ergab keine Resultate bzw. kei-

nen Hinweis auf eine “Signatur-Sequenz”, und das DxD-Motiv wurde ebenfalls nicht identifiziert.

12erméglicht die Aufklirung der Interaktionsstellen der Substrate

Bhttp: / /www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd /wrpsb.cgi
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Uniprot-BLAST-Searches'* mit Bb0572p und Bh0572p fithrten jedenfalls zu keiner Priisenz eines
DxD-Motivs, obwohl dieses Motiv schon in anderen GTs in der GT2-Familie identifiziert werden
konnte: Die GT WbbE aus Salmonella enterica, SpsA aus Bacillus subtilis und auch eine (-Gal-
GT aus Bos primigenius taurus zeigten dieses in die UDP-Zuckerbindung involvierte Motiv auf
[49, 92, 158, 358|. Hp0421p, eine a-CholGlcT der GT4 aus H. pylori, zeigte dieses Motiv ebenso
wie die Borrelien-Proteine nicht auf [188|. Dies erschwert das Identifizieren der Zuckerbindestelle.
D. Maag begann daraufhin mit der Generation von Hybriden, d.h. er erzeugte Expressionsvek-
toren, welche Fusionskonstrukte des Aminoterminus von Bb0572p und des Carboxyterminus von
Bh0572p und umgekehrt beinhalteten. Die generierten P. pastoris-Transformanten (“komplemen-
tierte” UGTH1B1-defiziente Mutanten) sollten anschliefend hinsichtlich ihrer Zuckerspezifitit un-
tersuchen werden. Durch die Strategie verschiedene Abschnitte der beiden Proteine miteinander zu
fusionieren, soll der die Zuckerbindestelle beinhaltende Bereich immer weiter eingegrenzt werden.

Die Analysen dauern zur Zeit noch an.

3. Hitte die Deletion von Bb0572p bzw. Bh0572p einen Effekt auf die Pathogenitit
der Borrelien? Kénnten durch Bb0572p- und Bh0572p-Enzymaktivitit synthetisierte
(-SGs das a-Anomer in H. pylori ersetzen?

Die Erzeugung von Bb0572- und Bh0572-Gen-Deletionsmutanten in B. burgdorferi und B. hermsii
wiirde dazu fithren, die Rolle der Enzyme beziiglich der Pathogenitdt der Bakterien zu untersu-
chen. Die Kultivierung der Borrelien-Zellen ist jedoch recht anspruchsvoll. Sind geniigend Zellen
vorhanden, kénnten diese mittels Elektroporation mit Deletionskonstrukten transformiert werden.
Nach Selektion kénnten schliefslich M&ause mit den transgenen Borrelien infiziert und im weiteren
Verlauf u.a. die Infektions- und Sterblichkeitsrate bestimmt und festgestellt werden, wie pathogen
die Deletionsmutanten sind (s. exemplarisch [404]).

Des Weiteren ware es interessant, die Borrelien-Enzyme in H. pylor: zu exprimieren und die trans-
genen Zellen zu analysieren (s. [419]). Es sollte festgestellt werden, ob 8-CholGal an der Modulation
der Immunabwehr des Wirtes mitwirken kann. Die 3-SGlc-Variante aus B. hermsii sollte als Kon-
trolle eine vergleichbare Reaktion, wie sie Wunder et al. bereits beschrieben haben, erzeugen und

das Bakterium durch das Immunsystem angreifbar machen [419].

4. Wie konnte die Peroxisomendegradation weiter nachgewiesen werden?

Wie zuvor beschrieben, stehen noch weitere Immunoblot-Analysen zum Nachweis der Peroxisomen-
degradation iiber die Présenz des Enzyms AOX aus. In diese sollten neben den in dieser Arbeit
beschriebenen Hefen auch eine Mut®-Kontrolle (Integration des Zielgens erfolgte im AoxI-Locus)
und eine AOX-Deletionsmutante zum Einsatz kommen. Beide Kontrollen wiren im Aoz-Locus de-
letiert und das AOX-Protein sollte nicht nachgewiesen werden kénnen. Des Weiteren sollten die
TEM-Analysen zum Nachweis der Peroxisomenproliferation und des -abbaus mit den in dieser Ar-
beiten generierten UGT51B1-Varianten fortgefiithrt und dabei evt. das Protokoll nach Yount et al.
[432] weiterhin optimiert werden.

Bei Kultivierung der (transgenen) Hefezellen sollten die im Folgenden beschriebenen Aspekte in

Yhttp: / /www.uniprot.org/uniprot /
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allen Analysen unbedingt Beachtung finden. Yamashita et al. beschrieben, dass Mangelerscheinun-
gen wihrend der Kultivierung der P. pastoris-Zellen zu Autophagie-(Cvt)-Prozessen fiihren [426].
Sie zeigten, dass P. pastoris nach Anderungen der Umweltbedingungen, z.B. der Verfiigharkeit
der Energiequelle, ihr Zellwachstum verlangsamt, um sich zuerst auf die neue Situation einzustel-
len. Wahrend dieser lag-Phase nach Wechsel von Glucose zu Methanol konnte der Cvt-Prozess
zur Rekrutierung von Vorstufen vakuolarer Hydrolasen aus dem Cytoplasma beobachtet werden.
Dadurch werden zwei Proteine, der cytosolische Aminopeptidase I (Apel)-Precursor und die cytoso-
lische a-Mannosidase (Amsl), in einem Cvt-Vesikel in die Vakuole transportiert [343, 211]. PrApel
wird anschliefend in der Vakuole nach Abspaltung eines Propeptids aktiviert. Die beschriebene
lag-Phase-Autophagie (LPA) war jedoch nicht vorhanden, wenn bis zu 20 AS ins Kulturmedium
zugegeben wurden. In der lag-Phase scheinen die Hefen unter einem AS-Mangel zu leiden, obwohl
die Zellen alle AS synthetisieren kénnen. Friithere Studien zeigten einen Verbindung von Cvt und
PpUGT51B1 auf: Der Verlust von UGT51B1 reduzierte den Transport von prApel wahrend der
LPA in die Vakuole in P. pastoris, wohingegen UGT51B1 in S. cerevisiae fiir den Cvt-Prozess
entbehrlich ist [47, 84]. UGT51B1 fungiert sozusagen als Unterstiitzer des prApel-Transports in
P. pastoris. Yamashita et al. untersuchten auch die AOX-Proteinsynthese-Kinetik [426]. AOX ist
fiir das Wachstum von P. pastoris auf Methanol essentiell, und das Transkriptionslevel wird durch
Methanol-Induktion drastisch erhéht [75]. AOX diente auch in dieser Arbeit als eine Art Reporter-
protein. Interessanterweise beeinflussen zwei ATG-Proteine die AOX-Synthese: Deletionsmutanten
von ATG1 (Proteinkinase, essentiell fiir alle Autophagie-Prozesse) und ATG17 (wie ATG1 an der
Formation des PAS beteiligt) zeigten eine verzogerte AOX-Synthese. Um die von Yamashita et al.
entdeckte LPA zu umgehen, ist es ratsam, das Methanol-Medium mit bis zu 0,1 mg/ml von 20
verschiedenen L-AS bzw. 0,5% Hefeextrakt anzureichern. Bei Einsatz von Hefeextrakt sollten keine
Auswirkungen auf das Aoz1-Promotorsystem erfolgen. Enthaltene Glucose wiirde als Repressor fun-
gieren. Auf die SG-Synthese kann sich eine Hefeextrakt-Zugabe allerdings negativ auswirken (nicht
gezeigt).

Bei der Kultivierung der Hefezellen spielt die Beliiftung der Zellen ebenfalls eine grofe Rolle fiir die
AOX-Aktivitit. Bei niedriger Sauerstoff-Konzentration (0,19 mM) konnte ein Kjy,-Wert von 1,4 mM
und bei einer Konzentration von 0,93 mM von 3,1 mM festgestellt werden [55]. Dies bedeutet, dass
die AOX-Aktivitidt abhéngig ist von der Beliiftungsqualitit der Kulturen, da die Reaktionsgeschwin-
digkeit der Oxidation von Methanol mit Zunahme der Sauerstoff-Konzentration ebenfalls zunimmt.
Oku und Sakai [261] beschrieben in einem Methodenpaper, dass die Kultivierung eine ausreichen-
de Beliiftung erfordert, um die Oxidation des Methanols in den Hefen zu gewihrleisten. Deswegen
sollten nicht weniger als 180 rpm (rounds/revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute) als
Schiittelfrequenz genutzt werden und die Erlenmeyerkolben das 10-fache Volumen zum Kulturvolu-
men aufweisen. In dieser Arbeit wurde bei 180-200 rpm geschiittelt, jedoch aus Kapazitétsgriinden
das Kolben-/Kulturvolumenverhéltnis teils etwas verringert. Auf die Beliiftung sollte in Zukunft
ein grokeres Augenmerk gelegt werden, da durch Schwankungen in der Sauerstoffverfiigharkeit der
Pexophagie-Prozess verzogert ablaufen kann. Des Weiteren sollte, wie auch in der vorliegenden Ar-
beit getan, beachtet werden, die Kulturen wihrend des Mediumtransfers nicht zu stark abzukiihlen.

Das Wechselmedium sollte auf Raumtemperatur (RT) vorgewérmt sein. Schwankungen in der Tem-
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peratur konnen die Zellanzahl erniedrigen, welche zur Mikropexophagie tibergeht.

Eine weitere Alternative, die Zellen mittels eines Plattenassays visuell auf ihre AOX-Présenz zu
analysieren, basiert auf der Verwendung von Allylalkohol, welcher als AOX-Substrat fungiert. Es
handelt sich in diesem Fall um eine positive Selektion, im Gegensatz zu einer negativen Selektion
wie sie fiir die AOX-Aktivitatsfarbung in dieser Arbeit beschrieben wurde (nach Stasyk et al. [330]).
Allylalkohol wird durch die Aktivitdt der AOX zu einem hochtoxischen Aldehyd, Acrolein. Dies be-
deutet, dass AOX-defiziente Zellen iiberleben, da sie das toxische Produkt nicht bilden kénnen.

5. Die Reaktionen am und um den MIPA: Aufklirung der black boxr maoglich?

Bei Pflanzen sind SGs generell ein fester Bestandteil der Vakuolenmembran [42]. Es wire interessant
zu erfahren, ob SG die Vakuolenmembran modifiziert, so dass sie angreifbar fiir die hydrolytischen,
vakuolaren Enzyme wird. Jedoch konnte auch ein anderes Lipid und/oder Protein einen solchen
Effekt auslosen. Das Durchfithren von Proteomics und Lipidomics-Techniken mit dem MIPA wire
wiinschenswert. Eine sehr interessante Frage lautet u.a.: Welche Rolle nimmt G-ErgGlc bei der Ent-
wicklung, Ausdehnung, Kriimmung etc. des MIPAs im Detail ein? Dazu wire es angebracht, den
MIPA zu isolieren und zu charakterisieren. Nach miindlicher Mitteilung von Fulvio Reggiori (Univ.
Utrecht, Niederlande) auf der Autophagie-EMBO-Tagung in Ascona (Schweiz, Okt.2009) arbeiten
zur Zeit verschiedene Gruppen an der Isolierung der sogenannten PAS-Membran.

Zudem wére es interessant zu erfahren, ob UGT51B1 (am MIPA) Interaktionen mit anderen Pro-
teinen einhergeht. Dieser Aspekt liefle sich theoretisch durch die sogenannte Yeast2Hybrid (Y2H)-
Technik untersuchen (s. auch [51, 391, 150]). Allerdings konnte es problematisch werden, da das
aktive UGTH51B1 transient mit einer Membran interagiert, der Y2H-Nachweis jedoch im Zellkern
erfolgt und das Protein aber durch seine Membranbindung nicht in den Zellkern transportiert wer-
den kann. Da eine DNA-Aktivierung und somit eine Lokalisation im Kern erforderlich ist, scheiden
alle Proteine, die nicht in den Kern gebracht werden konnen - z.B. Membranproteine - aus. Des-
wegen wurde eine Methode entwickelt, die es erlaubt die Interaktionen von Membranproteinen mit
anderen Proteinen zu analysieren: Das Split-Ubiquitin-System [153, 329, 85, 361|. Wire ein Interak-
tionspartner bekannt, kénnte eine Interaktion auch mittels FRET (Forster-Resonanzenergietransfer

bzw. Fluorescence resonance energy transfer microscopy) nachgewiesen werden [275, 315].

6. Bakterielle Enzyme bendtigen Lokalisierung am MIPA! Konnten pilzliche FgUgts
UGT51B1 eventuell ersetzen?

Den bakteriellen Enzymen fehlt, wie in 3.3 (S.107) schon erwahnt, moglicherweise ein Lokalisierungs-
signal, damit sie an die MIPA-Vorldufermembran rekrutiert werden konnen. Dies konnte erreicht
werden, wenn die Gensequenzen aminoterminal mit dem Aminoterminus von UGT51B1 und einem
Fluoreszenzmarker (z.B. GFP, CFP, YFP) versehen werden.

Die Analyse der 3-SGIcT aus B. hermsii in P. pastoris beziiglich der Degradationsfahigkeit steht
noch aus und ware auf jeden Fall interessant, da dieses Enzym iiber keine der bekannten UGT51B1-
Lokalisierungsdoménen verfiigt und dennoch 3-SGlc synthetisiert. Jedoch wére es auch hier ratsam,
das bakterielle Enzym mit den notigen Lokalisierungsdoménen auszustatten und zu untersuchen,

ob es den Verlust von UGT51B1 in P. pastoris komplementieren kann. Die identischen Lokalisie-
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rungsdoménen zu UGT51B1 zeigt hingegen UGT51G3 aus F. graminearum und sollte theoretisch
den Abbaudefekt in der UGT51B1-Deletionsmutante problemlos komplementieren kénnen. Doch
was konnten die beiden Enzyme UGT5H4E7 und UGT54F2 ausrichten? Diese besitzen nur einen
kurzen, Doménen-freien Aminoterminus und am Carboxyterminus findet sich eine weitere Doméne,
MRS6 (s. Abb.1.5, S.14 und in Abschnitt 1.3.1, ab S.15). Ob Bindungen an eine Membran mittels
MRS6 zustande kommen, wurde bisher nicht aufgeklart. Aber konnten die Enzyme eventuell sogar
an der MIPA-Vorldufermembran lokalisieren und durch ihre Enzymaktivitdat Einfluss auf die Pero-
xisomendegradation nehmen? Oder zeigen sie ihre Enzymaktivitdt an verschiedenen intrazelluldren
Membrankompartimenten? Deswegen wéaren auch im Falle der FgUgts Lokalisierungsstudien der
einzelnen Proteine angebracht.

Zinser und Daum [440] beschrieben Isolierungsmethoden und biochemische Charakterisierung von
Organellen aus S. cerevisiae. Diese Methoden kénnten als Grundlage fiir die Isolierung von Organel-
len/Membransystemen aus P. pastoris angewandt werden [396]. Wriessnegger et al. [416] beschrieben
z.B. die Isolation und Charakterisierung von Peroxisomen aus P. pastoris. Die verschiedenen, isolier-
ten Membranen wiirde eine Grundlage bieten, um Enzymaktivitdten mittels in vitro-Enzymassays
in P. pastoris zu detektieren. Jedoch beinhaltet F. graminearum selbst neun Isoenzyme, deren Akti-
vitdten nicht differenziert werden kénnten, da sie vermutlich groftenteils zur selben Zeit exprimiert
werden (nicht gezeigt). Die Anwendung der RNA-Interferenz-(RNAi)Technik [86] zur kontrollierten
Suprimierung der Genexpression der FgUgts wire in diesem Fall sehr aufwendig. Die Untersuchung
der Lokalisation konnte durch die Generation von GFP-Fusionkonstrukten erfolgen. Dabei wer-
den die codierenden Sequenzen der FgUgt-Enzyme als GFP-Fusionskonstrukte exprimiert und die
Lokalisation kann sowohl in P. pastoris als auch in F. graminearum untersucht werden. Weitere
Informationen zu moglichen Analysen der FgUgts konnen auch der Arbeit von A. Zaslawski ent-

nommen werden [438].

7. Gibt es (UGT51B1 involvierende) Pexophagie-Prozesse auch in filamentdsen Pilzen,
die andere Lebensweisen und Infektionsstrategien verfolgen?

Basierend auf den Arbeiten von Asakura et al. [9] und Kershaw und Talbot [159], zusammengefasst
von Yoshimoto et al. [431] (s. 1.7.3, S.40), konnten auch die neun F. graminearum SGT-Isoenzyme
eventuell an einem Pexophagie-Prozess in dem filamentosen Pilz beteiligt sein. Demnach stellt sich
die Frage, ob diese Autophagie fiir die Virulenz erforderlich ist. Dies ist fraglich, da F. grami-
nearum seinen Wirt iiber natiirliche Offnungen (hauptsichlich iiber die Bliite) infiziert und somit
essentiell keine Turgordruck-aufbauenden Appressorien benotigt. F. graminearum besitzt hingegen
sogenannte Appressorium-dhnliche Strukturen. Die beiden bisher analysierten Pilze M. oryzae und
C. orbiculare sind hemibiotroph. Das bedeutet, sie formieren melanisierte Appressorien, um die
pflanzliche Cuticula und Zellwand zu durchbrechen und etablieren direkt nach Eindringen zuerst
eine biotrophe Phase und wechseln schlieflich in die nekrotrophe Phase. F. graminearum lebt u.a.
saprophytisch, d.h. auf bereits abgestorbenem Pflanzenmaterial oder perthotroph. Perthotrophe Pa-
rasiten toten die Zellen des Wirtes fiir ihre eigene Erndhrung ab. F. graminearum produziert dazu
Mykotoxine [103].

Bisher sind jedenfalls keine anderen pathogenen Pilze bekannt, in denen fiir die Infektion der Pflan-
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3 Diskussion

ze erforderliche Autophagie-Prozesse nachgewiesen wurden. Deswegen wiére es interessant, die Rolle
der Autophagie bzw. Pexophagie (und u.U. von UGT51B1-Aquivalenten) in Pilzen zu untersuchen,
die eine andere Lebensweise und Infektionsstrategie verfolgen. Biotrophe Pilze beispielsweise (z.B.
Uromyces spec., Rostpilze, Basidiomyceten) lassen den Wirt iiberleben und bilden sogenannte Er-
ndhrungsstrukturen in Form von Haustorien aus, die die Versorgung des Pilzes mit Nahrstoffen
gewahrleisten [228, 387|. Ein Kandidat fiir einen nekrotrophen, phytopathogenen Pilz wére der
Grauschimmelerreger Botrytis cinerea (Ascomycet) [376], welcher die Pflanze tiber Wunden oder
natiirliche Offnungen infiziert. Aber auch eine Penetration iiber eine appressorienihnliche Struktur
ist moglich, welche Unterstiitzung durch die Sekretion sogenannter cutinolytischer und zellwan-
dabbauender Enzyme (Cutinasen, Lipasen, verschiedene Pektinasen und Zellulasen) [290] erfihrt.
Nach der Infektion kommt es schlieflich zum schnellen Absterben des infizierten Gewebes [280].
BLASTp-Searches mit UGT51B1 lieferten im B. cinerea-Genom einen Treffer mit 52% Identitét.
Dabei handelt es sich um ein hypothetisches Protein (BCIG_12424) und eventuell um einen poten-
tiellen Kandidaten fiir eine SGT?
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4.1 Chemikalien, Losungsmittel, Verbrauchsmaterialien

und Reaktionskits

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Losungsmittel stammten, sofern nicht anders
angegeben, von den folgenden Firmen:

AprpLICHEM (Darmstadt, D), BD Dirco’™ (Detroit, USA), CARL RoTH (Karlsruhe, D), DUCHE-
FA BIOCHEMIE (Haarlem, NL), MERCK/VWR INTERNATIONAL (Darmstadt, D), Roche (Karlsru-
he, D) und S1GMA-ALDRICH (Taufkirchen, D). Verbrauchsmaterialen wurden hauptséchlich bezogen
von B1ozywm (Hessisch Oldendorf, D), EPPENDORF (Hamburg, D), GREINER (Frickenhausen, D)
und SARSTEDT (Niimbrecht, D).

Die pH-Werte aller Losungen, Puffer und Medien wurden mit dem pH-Meter “766 Calimatic” (Knick,
Berlin, D) eingestellt. Soweit nicht anders angegeben, wurden die Substanzen der Puffer und Lo6-
sungen in HoOgeq (teilweise schon sterilisiert) gelost.

Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Reaktionskits findet sich in Tabelle 4.1 (S.191) im
Anhang 7.

Bevor nun in den folgenden Abschnitten u.a. auf die verschiedenen Kultivierungen der Mikroor-
ganismen und die in dieser Arbeit verwendeten Methoden eingegangen wird, sollte auf folgende
Punkte verwiesen werden: Es soll an dieser Stelle angemerkt werden, mit welchen Zentrifugen die
ZENTRIFUGATIONSSCHRITTE in der Regel erfolgten. Die rpm- oder xg-Angaben in den beschrie-
benen Protokollen beziehen sich auf das entsprechende Gerit. Kleine Reaktionsgefife (0,5-2 ml)
wurden i.d.R. in der Mikro 22R-Zentrifuge der Firma HETTICH (Tuttlingen, D) zentrifugiert (max.
14.000 rpm bzw. 21.910 xg; 13.000 rpm entsprechen z.B. 18.890 xg) und grofere Reaktionsgefife
(15-50 ml, alle Glas-Schliffglischen) in der Centrifuge 5810R der Firma EPPENDORF (Hamburg,
D; max. 4.000 rpm bzw. 3.220 xg). Die Geschwindigkeiten sind in dieser Arbeit entweder als rpm
(rounds/revolutions per minute, Umdrehungen/min) angegeben oder beziehen sich auf die Schwere-
bzw. die Fallbeschleunigung der Erde (g = 9,81 m - s~2). Die Formel zur Berechnung der Umdre-
hungsgeschwindigkeit einer Zentrifuge [rpm| auf das Vielfache der Erdbeschleunigung [xg| lautet wie
folgt:

xg = RZB= (rpm / 1000)? - r [mm] - 1,118
RZB = (r-w?) /g
w= (2 7 rpm) /60

RZB, relative Zentrifugalbeschleunigung. Bei der Angabe des Radius (r) muss allerdings beachtet
werden, ob man den minimalen, den mittleren oder den maximalen Radius des Rotors verwendet,
da der Abstand der Drehachse des Rotors zum oberen bzw. unteren Rand des Réhrchens meistens
unterschiedlich ist.

Des Weiteren sollte Beachtung finden, dass alle Kulturen im Inkubationsschiittler Multitron der
Firma INFORS (Bottmingen, CH) angezogen wurden.
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4.2 Mikroorganismen und deren Kultivierung

In den Tabellen 4.2 und 4.5 (S.192 und 195) im Anhang 8 und 11 sind alle Mikroorganismen aufge-
listet, die in dieser Arbeit Anwendung fanden bzw. im Rahmen dieser generiert wurden. Neben der
Angabe des jeweiligen Stammes wird auf die Herkunft bzw. darauf verwiesen, von welcher Institu-
tion Mikroorganismen freundlicherweise zur Verfligung gestellt bzw. von welcher Firma sie bezogen
wurden. Des Weiteren finden sich Angaben, in welcher Form (DNA, Zellen, Konidien) die Mikroor-
ganismen bezogen bzw. in dieser Arbeit verwandt wurden.

Bei den angewandten E. coli-Stammen sollte Folgendes beachtet werden: Der Bakterienstamm FE. co-
li XL1-Blue wurde als Wirt fiir zu klonierende DNA verwendet, wéhrend E. coli C41(DE3) fiir
die Uberexpression von Membranproteinen gut geeignet ist [232]. Dieser Stamm wurde von dem
Stamm FE. coli BL21(DE3) abgeleitet, welcher oftmals in Verbindung mit dem auch in dieser Arbeit
genutzten pET-Vektorsystem genutzt wird: Das Zielgen wird von der Bakteriophagen T7 RNA-
Polymerase transkribiert [344], diese wird vom A-Lysogen produziert und ihre Expression erfolgt
unter Kontrolle des IPTG-induzierbaren UV5-Promotors (|232], pET-Manuall). Doch fiir (potenti-
elle) Membranproteine war dieser Wirt nicht geeignet, da die Zellen nach der Expression starben.
Eine Mutante C41(DE3) dieses Stammes, welche das Oxoglutarat-Malat-Carrierprotein (aus Rind)
{iberexprimierte und diese Uberexpression tolerierte, produzierte die Proteine und akkumulierte
diese in Einschlusskorpern ohne die Auswirkungen eines toxischen Effekts [232]. Aufgrund dessen
wurde der Stamm C41(DE3) in dieser Arbeit genutzt.

In den folgenden Abschnitten werden die Kultivierungsbedingungen der verwendeten Mikroorganis-
men ndher beschrieben. Alle Ndhrmedien wurden durch Autoklavieren sterilisiert. Einzelne Losun-
gen, z.B. Antibiotikalsungen, wurden steril filtriert und erst nach Abkiihlen des Mediums (auf ca.
60°C) hinzu gegeben.

4.2.1 Kultivierung und Anlegen von Dauerkulturen von E. coli

Die Kultivierung von E. coli erfolgte sowohl als Verdiinnungsausstrich auf LB-Nédhrboden als auch
als Flissigkultur in LB-Medium auf einem Schiittler (200 rpm) bzw. Roller. Eine Selektion erfolgte
durch Zugabe der erforderlichen Resistenz in Form eines Antibiotikums, wie zum Beispiel Ampi-
cillin (Amp), in einer Konzentration von 100 pg/ml. Die optimale Kultivierungstemperatur fiir die
Bakterien betrug 35-37°C.

Fiir die Herstellung von E. coli-Dauerkulturen wurden (mit Hilfe einer abgeflammten Impfose) 5
bis 10 ml LB-Medium (mit z.B. 100 pg/ml Amp) mit E. coli-Zellen inokuliert und bis zur Trii-
bung des Mediums (meist iN) bei 35-37°C im Roller inkubiert. Abschlieflend wurden die Zellen
fiir 5 min bei 18.890 xg abzentrifugiert und das Pellet in 70% Glycerin/LB-Medium aufgenommen
(Endkonzentration des Glycerin: 35%). Die Lagerung der Dauerkulturen erfolgte bei -80°C.

Nahrmedien fiir E. coli:
LB-Medium(/-Agar)

25 g LB-Broth High Salt, DUCHEFA (bestehend aus: 10 g Trypton, 10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt)
(15-20 g Dirco Agar, 1,5-2%)
> autoklavieren und abkiihlen lassen
> Zugabe von Antibiotika zur Plasmidselektion:
1 ml Ampicillin (100 mg/mi, steril filtriert) = Amp100; Endkonzentration: 100 jg/ml
oder
1 ml Kanamycin (30 mg/mi, steril filtriert) = Kan30; Endkonz.: 30 pg/ml

ad 1 L HoOgest

'Novagen, Merck Chemicals: http://www.merck-chemicals.de/life-science-research; technical bulletins
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AIX-Agar (Amp-IPTG-X-GAL), pH 7,5

25 g LB-Broth High Salt, DUCHEFA (bestehend aus: 10 g Trypton, 10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt)
15-20 g DiFco Agar, 1,5-2%
> autoklavieren und abkiihlen lassen
> Zugabe von Antibiotika zur Plasmidselektion:
1 ml Ampicillin Amp100; Endkonz.: 100 pg/ml
> Zugabe fiir Blau/Weik-Screening:
500 puM Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG) (steril fittriert)
2 oder 4% 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-(3-D-galactosid (X-Gal)
(X-Gal in Dimethylformamid (DMF), steril filtriert = Endkonz. 100 ug/ml)

ad 1 L Hgodest

Low Salt LB(/-Agar)

10 g Bacto-Trypton
5 g Hefeextrakt
5 g NaCl
(15-20 g Dirco Agar, 1,5-2%)
ad 1 L HoOgest, pH 7,5
> autoklavieren und abkiihlen lassen
> Zugabe von Antibiotika zur Plasmidselektion:
25 pl Zeocin (100 mg/mi, steril filtriert) = Zeo100; Endkonz.: 25 pug/ml

SOC-Medium
LB-Medium inkl. 20 mM Glucose

4.2.2 Kultivierung, Ermitteln von Zellwachstum und Anlegen von

Dauerkulturen von P. pastoris

Die Kultivierung von P. pastoris erfolgte sowohl als Verdiinnungsausstrich auf YPD/YPDSZ oder
Minimal-N&hrboden als auch als Fliissigkultur geschiittelt bei 180-200 rpm. Eine Selektion er-
folgte durch Zugabe in Form von Aminosduren um die vorliegende Auxotrophie (hier Histidin
und/oder Arginin) zu komplementieren. Es erfolgte eine Zugabe von 2 ml/L L-Histidin oder L-
Arginin (10 mg/ml, Endkonz.: 20 mg/L). Die optimale Kultivierungstemperatur fiir die Hefezellen
betrug 30°C.

Fiir die Herstellung von P. pastoris-Dauerkulturen wurden (mit Hilfe einer abgeflammten Impfose) 5
bis 10 ml YPD/YPDSZ/Minimal-Medium (evt. mit AS) mit P. pastoris-Zellen inokuliert und bis zur
Triibung des Mediums (meist iN) bei 30°C und 180-200 rpm im Schiittler inkubiert. Abschliefend
wurden die Zellen fiir 5 min bei 18.890 xg abzentrifugiert und das Pellet in 70% Glycerin/Medium
aufgenommen (Endkonz. Glycerin: 35%). Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Zum Ermitteln der Zelldichte wurde die Optische Dichte (OD) bei 600 nm bestimmt. Da der ermittel-
te Wert sowohl die lebenden als auch die abgestorbenen Zellen umfasst, kann die Anzahl der vitalen
Zellen, wie folgt beschrieben, untersucht werden. Dazu wird die Anzahl der Kolonie-bildenden Zellen
(colony forming units, CFU) bestimmt. Fiir die Analyse der CFU wurde eine Verdiinnungsreihe (von
107! bis zu 107° reichend) hergestellt und je 100 pl einer Verdiinnung auf YPD-Agarplatten aufge-
bracht. Die Inkubation erfolgte bei 30°C. Anschlieftend wurden die gebildeten Kolonien ausgezéhlt
und die CFU/ml konnten gegen die Zeit [in h| graphisch dargestellt werden.
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Nahrmedien fiir P. pastoris

YPD-(Yeast Extract Peptone Dextrose)-Medium(/-Agar)

20 g Bacto-Trypton, DIFCO

10 g Hefeextrakt, DIFCO

(15-20 g Bacto-Agar, 1,5-2%, DIFCO)

> autoklavieren und abkiihlen lassen

+ 50 ml 40% D-Glucose (steril filtriert)

+ 1 ml Ampicillin (Amp100; Endkonz.: 100 pg/m1)

ad 1 L HaOgest

YPDSZ-(YPD-Sorbitol-Zeocin)-Medium(/-Agar)

20 g Bacto-Trypton

10 g Hefeextrakt

182,2 g Sorbitol

(15-20 g Bacto-Agar, 1,5-2%)

> autoklavieren und abkiihlen lassen

+ 50 ml 40% D-Glucose (steril filtriert)

+ 1 ml Ampicillin (Amp100; Endkonz.: 100 g/ml)
+ 0,5 ml Zeocin (zeo100; Endkonz.: 100 jug/ml)

ad 1 L Hgodest

20x Yeast Nitrogen Base (YNB)

134 g YNB (mit (NH4)2SO4, ohne Aminoséuren), DIFco
ad 1 L HoOgest
> steril filtrieren

MD-(Minimal Dextrose)-Medium(/-Agar)

(20 g Bacto Yeast-Agar, 2%, DIFcoO)
(ad) 850 ml HoOgegy

> autoklavieren und abkiihlen lassen

-+ 100 ml 20x YNB

+ 50 ml 40% D-Glucose (steril filtriert)

+ 1 ml Ampicillin (Amp100; Endkonz.: 100 pg/ml)

MM-(Minimal Methanol)-Medium(/-Agar)

(15-20 g Bacto Yeast-Agar, 1,5 - 2%, DIFCO)
(ad) 900 ml HoO ey

> autoklavieren und abkiihlen lassen

+ 100 ml 20x YNB

+ 5 ml Methanol (HPLC grade) = endkonz.: 0,5%
+ 1 ml Ampicillin (Amp100; Endkonz.: 100 pg/m1)
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MGly-(Minimal Glycerol)-Medium

1,155 g Drop out-Powder

ad 830 ml HoOgest

> autoklavieren und abkiihlen lassen

-+ 100 ml 20x YNB

+ 50 ml 20% Glycerol (v/v)

-+ 2 ml 0,02% Biotin

+ 6 ml 10 mg/ml L-Leucin (endkonz.: 60 mg/L; steril filtriert)

+ 4 ml 10 mg/ml L-Tryptophan (endkonz.: 60 mg/L; steril filtriert)
+ 10 ml 2 mg/ml L-Uracil (endxons.: 20 mg/L, steril filtriert)

+ 1 ml Ampicillin (Amp100; Endkonz.: 100 ug/ml)

Drop out-Powder

2,5 g Adenin (Hemisulfat)
1,2 g L-Arginin (HCI)
6 g L-Aspartat

6 g L-Glutamat (Na™)
1,8 g L-Lysin (HCI)
1,2 g L-Methionin

3 g L-Phenylalanin
22,5 g L-Serin

12 g L-Threonin

1,8 g L-Tyrosin

9 g L-Valin

4.2.3 Kultivierung und Anlegen von Dauerkulturen von

F. graminearum

Die Kultivierung von F. graminearum erfolgte sowohl durch Inokulation des Mediums(/-Agars) mit
ausreichend Konidien (ca. 30.000/50 ml Kultur) im Brutschrank als auch mit Myzel(-Agarblockchen)
schiittelnd bei 180-200 rpm. Eine Selektion erfolgte durch Zugabe des Antibiotikums Hygromycin
(Hyg100, steril filtriert, Endkonz.: 100 ug/ml) und die optimale Kultivierungstemperatur betrug
28°C.

Fiir die Herstellung von Dauerkulturen wurden Konidien mittels HoOges¢ und einem Drigalski-Spatel
von einer Agar-Platte abgeschwemmt und zweimal fiir 3 min bei 2000 rpm in einem 1,5-2 ml-RG mit
H5Ogest gewaschen. Nach Auszéhlen in einer Neubauer-Zahlkammer wurden Aliquots bei -80°C auf-
bewahrt. Die Zugabe von Glycerol als Frostschutzmittel war nicht nétig. Alternativ konnten auch
kleine Myzelbléckchen in ein Medium/Glyceringemisch aufgenommen und bei -80°C aufbewahrt
werden.
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Nahrmedien fiir F. graminearum

CM-Vollmedium (complete medium)(/-Agar)

1 g Hefeextrakt

1 g Bacto-Trypton

(15-20 g Bacto Yeast-Agar, 1,5 - 2%, DIFcO)
> autoklavieren und abkiihlen lassen

-+ 50 ml 40% D-Glucose

+ 10 ml Loésung A

+ 10 ml Losung B (sterit fittriert)

+ 1 ml MNS (mincrals-nutrients-salts, Spurenclemente)
+ 1 ml Ampicillin (Amp100; Endkonz.: 100 pg/m1)

ad 1 L H2Odest

Lésung A (100x)

10% Ca(N03)2 X 4 HQO

Lﬁsung B (]_OOX) (steril filtriert)

2% KHoPOy
2,5% MgSO4 x 7 HQO
1% NaCl

MNS-L6sung

60 mg H3B03

390 mg CuSO4 x 5 HoO

13 mg KI

60 mg MnSO4 x H2O

o1 mg (NH4)6M07024 x 4 HQO
5,5 g ZnSO4 x 7 H,O

0,93 mg FeCl3 x 6 HoO

2 ml Chloroform (zum Steritisieren)
ad 1 L HQOdeSt

SNA-(Synthetic Nutrient Poor)-Medium nach Nirenberg [258]

1 g KH2POy

1 g KNO3

0,5 g MgSO4 x 7 HQO
0,5 g KCI

0,2 g D-Glucose

0,2 g Saccharose

(22 g Agar)

ad 1L Hgodest
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4.3 Vektoren und Plasmide

In dieser Arbeit verwendete Vektoren sind in Tabelle 4.3 (S.193) im Anhang 9 aufgelistet. Diese
Tabelle zeigt wichtige Merkmale (z.B. Promotor, Resistenzmarker) und den Verwendungszweck in
dieser Arbeit. Einige Vektoren wurden kommerziell erworben, andere wiederum freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt: Der Vektor pCFP-atg26(ugt51b1)-FL wurde freundlicherweise von Yasuyoshi
Sakai der Universitat Kyoto (JP) zur Verfiigung gestellt. Als Ressourcen fiir CFP und GFP wurden
mir freundlicherweise die Plasmide p123-CFP und p123-GFP von Matthias Hahn (TU Kaiserslau-
tern, D) {iberlassen.

In dieser Arbeit generierte Vektorkonstrukte lassen sich wiederum Tabelle 4.4 (S.194) im Anhang
10 mit weiterfithrenden Angaben iiber das Insert und dessen Klonierung entnehmen. Der Vektor
pGEM-T-Bb0732 wurde von Mitarbeitern der Gruppe von T.F. Meyer des MPI fiir Infektionsbio-
logie (Berlin, D) generiert und zur Verfiigung gestellt. pMA-Vektoren mit synthetischen Sequenzen
wurden von der Firma GENEART (Regensburg, D) bezogen. Mit einem Teil dieser Vektoren wur-
den Hefestdmme transformiert. Eine Auflistung dieser Stdmme findet sich in Tabelle 4.5 (S.195) in
Anhang 11.

4.4 Praparation von Nukleinsauren

4.4.1 Praparation von genomischer DNA aus P. pastoris

Zur Isolierung von genomischer DNA (gDNA) aus P. pastoris waren fiir die Durchfithrung des Pré-
parationsprotokolls neben 3 M Kaliumacetat (pH 4,8) folgende Puffer anzusetzen:

Breaking-Puffer (RT) TE-Puffer (RT) Tris-Puffer (RT)
2% TritonX-100 10 mM Tris 10 mM Tris

1% SDS 1 mM EDTA pH 7,5/8,0 (HCI)
100 mM NaCl pH 8,0 (HCI)

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

(Der Puffer sollte immer frisch angesetzt werden.)

Alle im Folgenden beschriebenen Zentrifugationsschritte wurden bei RT durchgefiihrt. 15 ml MD-
oder YPD-Medium wurden mit den entsprechenden Hefezellen beimpft und N bei 30°C und
180 rpm inkubiert. Nach Ernte der Zellen bei 3.220 xg fiir 5 min wurde das Zellpellet mit ca.
10 ml HoOgyest gewaschen und anschliefend in 1 ml Breaking-Puffer resuspendiert. Es folgte eine
Zugabe von ca. 300 mg Glasperlen (d = 0,45 mm) und 1 ml Chloroform. Das Gemisch wurde fiir
4 min kriftig gevortext und danach mit 1 ml TE-Puffer versehen. Nach erneuter Zentrifugation bei
3.220 xg fiir 10 min wurde der Uberstand in ein 2 ml-Reaktionsgefif (RG) iiberfiihrt. Die Probe
wurde wiederum zentrifugiert (18.890 xg fiir 10 min), um die noch vorhandenen Zelltriimmer etc.
abzutrennen. Der Uberstand wurde abgenommen, in ein frisches 2 ml-RG iiberfithrt und mehrfach
mit 1 ml Chloroform ausgeschiittelt, wobei die Phasentrennung bei 18.890 xg fiir 10 min erfolgte.
Die finale, proteinfreie Oberphase wurde anschlieflend mit 1/10 Volumen (Vol) 3 M Kaliumacetat
(pH 4,8) und 2 Vol Ethanol (96%) versetzt, um die gDNA fiir mindestens 2 h bei -20°C auszuféllen.
Die Prizipitation der gDNA erfolgte durch Zentrifugation bei 18.890 xg fiir 15 min. Der Uberstand
wurde im Anschluss verworfen und das erhaltene gDNA-Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol p.a.
gewaschen. Abschliefend wurde die gDNA getrocknet (fiir ca. 15-30 min bei 37°C) und in 50 pul
10 mM Tris-HCI (pH 7,5) aufgenommen. Die Mengen- sowie die Qualitdtsbestimmung der gDNA
erfolgte mittels Gelelektrophorese (s. 4.5, S.126).
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4.4.2 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Um Plasmid-DNA (psDNA) aus E. coli XL1-Blue-Zellen zu isolieren, wurde das folgende Protokoll
modifiziert nach Riggs und McLachlan [291| angewandt. Dazu mussten folgende Puffer und Losun-
gen angesetzt werden.

BF-Puffer (RT)! IS-Mix (RT)?

8% (w/v) Saccharose 5 Vol (400 pl) Isopropanol
0,5% (w/v) Triton X-100 1 Vol (80 ul) 5 M NHy-Acetat?
10 mM Tris-HCI, pH 8,0

50 mM EDTA, pH 8,0

Lysozym-Lsg. (-20°C) RNase A-Lsg. (-20°C)

20 mg/ml Lysozym* 10 mg/ml RNase A*
in 0,01 M NHy-Acetat 16sen

(Lsg. 15 min kochen, langsam abkiihlen lassen)

BF-Puffer steril filtrieren 2IS—Mix immer frisch ansetzen! 3steril filtriert 4l:liverse Hersteller

Alle Zentrifugationsschritte erfolgten (falls nicht anders angegeben) bei 18.890 xg und RT. Eine
2 ml iN-Kultur des gewiinschten E. coli-Klons wurde in LB-Medium (inkl. Selektionsmarker) bei
37°C im Roller angezogen. Diese 2 ml-Kultur wurden am néchsten Tag in ein 2 ml-RG iiberfiihrt
und fiir max. 1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 190 ul BF-
Puffer plus 10 ul Lysozym (Endkonz. ca. 1 mg/ml) resuspendiert. Die Zellen wurden fiir 1 min
in kochendem Wasser lysiert und auf Eis abgekiihlt. Eine anschliefende Zentrifugation fiir 15 min
sedimentierte Proteine und Zelltriimmer als auch gDNA. Das entstandene Pellet wurde mit Hilfe
eines Zahnstochers entfernt, ohne den erhaltenen Uberstand iiberfithren zu miissen, denn dieser
wurde zur Fallung der psDNA (und RNA) mit 480 pl IS-Mix versetzt, gemischt und optional fiir
5-15 min bei RT inkubiert. Nach 15-miniitiger Zentrifugation zur Sedimentierung der psDNA wurde
der Uberstand dekantiert und das entstandene Pellet mit 500 pl 70%igem Ethanol gewaschen. Nach
weiterer, zweiminiitiger Zentrifugation und Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet fiir ca. 15-
30 min bei 37°C getrocknet und schlieflich in 100 pl 10 mM Tris-HC1 (pH 7,5) inkl. 3 pl RNase
A-Losung aufgenommen. Die Spaltung vorhandener RNA durch die zugegebene RNase A erfolgte
wahrend 30-miniitiger Inkubation bei 37°C. Im Anschluss daran konnte die isolierte psDNA einer
Kontrollrestriktion unterzogen (s. 4.7.2, S.133) oder bei -20°C gelagert werden. Die psDNA konnte
generell direkt weiterverwendet werden, zum Sequenzieren musste sie jedoch noch einer Aufreini-
gung unterzogen werden.

Fiir praparative Zwecke und um eine reinere Plasmid-Minipraparation zu erzielen, wurde psDNA
i.d.R. mit Hilfe des “QIAprep® Spin Miniprep™Kits der Firma QIAGEN isoliert. Zur Vorbereitung
wurde eine iN-Kultur der entsprechenden E. coli-Kultur nach Anleitung des Kits aufgearbeitet.
Fiir die iN-Kultur wurden 10 ml LB-Medium mit dem/n entsprechenden Antibiotikum/a zur Se-
lektion mit E. coli-Zellen angeimpft und bei 35-37°C im Roller kultiviert. Pro Sdule wurden 2-5 ml
einer iN-Kultur in das Protokoll “Plasmid DNA Purification Using the QIAprep Spin Miniprep Kit
and a Microcentrifuge” eingesetzt. Anstatt des Elutionspuffers wurde die isolierte psDNA in 50 ul
sterilem H9Ogesr aufgenommen. Dies kann Probleme beim anschliefenden Sequenzieren durch das
im Elutionspuffer evt. vorhandene EDTA im Vorfeld unterbinden.

Um eine hohere Quantitidt zu erreichen, wurden MIDI-Préaparationen (besonders bei low copy-
Plasmiden) durchgefiihrt. Dazu wurde das “NucleoBond Xtra Midi Plus”-Kit (MACHEREY NAGEL)
verwendet und nach Herstellerangaben verfahren (DNA-Ausbeute meist 0,5-1 ug/ul). Die Elution
erfolgte auch hier mit sterilem HoO geq;.

Alternativ konnte die mittels Lysozym isolierte psDNA auch direkt nach Préparation einer Auf-
reinigung mit dem “Nucleo Spin Extract II"-Kit (MACHEREY NAGEL) unterzogen werden oder
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phenolisiert werden: Im ersten Schritt musste die wéssrige Phase mit 200 gl 10 mM Tris-HCI,
pH 8,0 vergréfiert werden. Danach wurde zweimal mit 1 Vol Phenol-Chloroform ausgeschiittelt. Die
Zentrifugationen erfolgte jeweils fiir 5 min bei 13.000 rpm und die erhaltenen Uberstéinde wurden
jeweils in ein neues RG iiberfiihrt. Danach wurde mit 1 Vol Chloroform ausgeschiittelt, fiir 5 min
bei 13.000 rpm zentrifugiert und der abgenommene Uberstand mit 1 Vol 5 M NHyAc und 5 Vol
Ethanol (96%) versetzt. Die Fallung erfolgte fiir 1 h bei RT. Um ein psDNA-Pellet zu erhalten,
wurde erneut fiir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurde die
psDNA mit 70%igem Ethanol p.a. gewaschen. Es folgte wiederum eine Zentrifugation fiir 5 min bei
13.000 rpm. Nach Trocknen der psDNA wurde diese in 30 pul HoOges¢ oder 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
eluiert.

4.4.3 Praparation von Gesamt-RNA aus F. graminearum und
cDNA-Synthese

RNA-Priparation

Fiir die RNA-Préaparation wurde gekeimtes Myzel von F. graminearum verwendet. Die Kultivierung
erfolgte entweder in 100 ml SNA- oder in CM-Medium. Die Konidienkonzentration, mit der inoku-
liert wurde, betrug bis zu 1,6-107 Konidien/ml. Anschliekend wurden die Konidien bei 28°C und
180 rpm inkubiert bis ausreichend Myzel vorhanden war. Folgende Puffer und Lésungen wurden
neben RNAse-freiem Wasser fiir die Durchfiihrung der Praparation benétigt:

Zelllysepuffer Proteinprazipitationspuffer

2% SDS 4 M NaCl
68 mM (tri)Na-Citrat 17 mM (tri)Na-Citrat

132 mM Citronensaure 33 mM Citronensaure
pH 3,5 pH 3,5

Fiir alle RNA-Losungen gilt, dass diese nach Zugabe von 0,1% DEPC fiir 2 h bei 30°C bis 37°C oder iN
bei RT ausgeschiittelt und anschlieffend autoklaviert werden miissen. DEPC inaktiviert und zerstort alle
Proteine und RNAsen, die sehr widerstandsfidhig sind und auch den Autoklaviervorgang iiberstehen. Die
Zugabe von DEPC soll eine Kontamination durch exogene RNasen verhindern.

Das gekeimte Myzel wurde zu je 20 ml in 50 ml Falcons iiberfiihrt und fiir 15 min bei 4000 rpm
abzentrifugiert. Das erhaltene (Achtung: noch etwas lose!) Pellet wurde anschliefend vom Medi-
um mittels eines 40 um oder 100 pm Siebes (Wilson-Sieves) getrennt, um zu vermeiden, dass das
lose Myzel nicht verloren geht. Danach wurde das Myzel zu je 100 mg Material in 2 ml-RGs tiber-
fiihrt. Die anschlieftende Préaparation erfolgte nach einer Modifikation des US-Patents 5,973,137 von
Gentra-Systems, Purescript®. Das Myzel wurde in einen Morser oder alternativ in ein mit zu 1/3
mit Glasperlen (0,75-1 mm @) gefiilltes 2 ml-RG gegeben. In beiden Fallen wurde 1 ml Zelllysepuffer
vorgelegt. Durch Morsern in Seesand oder durch starkes Vortexen (ca. 10 min) im Fall der Glasper-
lenvariante wurden die Zellen aufgebrochen. Die Suspension wurde anschlietend in ein frisches RG
iiberfiihrt und es wurden 340 ul Proteinprézipitationspuffer zugegeben. Fiir die Glasperlenvariante
war kein neues Gefals notwendig. Nach Zugabe des Proteinprazipitationspuffers wurde ca. 10-mal in-
vertiert oder kurz sanft gevortext und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Die ausgeféllten Proteine wurden
als weifse Triibung sichtbar. Diese und der restliche Seesand bzw. die Glasperlen konnten nun fiir
10 min bei 13.000 rpm und RT abzentrifugiert werden. Es wurde ein festes Pellet erwartet, welches
Zelltriimmer, DNA und Proteine beinhaltet. Der klare Uberstand (ohne Zelltriimmer) wurde in ein
neues RG tiberfithrt. Nach Zugabe von 1 Vol Isopropanol und gutem Mischen wurde fiir mindestens
15 min die RNA bei RT oder iiN bei -20°C gefallt. Das resultierende RNA-Prézipitat wurde fiir
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5 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das RNA-Pellet mit 75%igem
Ethanol p.a. gewaschen. Nach dem Waschen wurde der Uberstand vollstiandig entfernt und das
RNA-Pellet luftgetrocknet. Abschliefend wurde das RNA-Pellet in 50 pl HoOpppe aufgenommen.
Die Lagerung erfolgte kurzfristig bei -20°C bzw. langerfristig bei -80°C. Die RNA-Konzentration
wurde photometrisch bestimmt. Die Uberpriifung der Qualitit und Intaktheit erfolgte durch Auf-
trennen von ca. 1,5 ug RNA auf einem denaturierenden Agarosegel (s. 4.5.3, S.128) oder alternativ
auf einem TBEpgpc-Gel (s. 4.5.1, S.127).

DNase-Behandlung der isolierten RNA

Um eine spétere genspezifische Amplifikation mit gDNA in der anschlieftenden PCR zu verhin-
dern, wurde die restliche gDNA vor der Reversen Transkription mit Hilfe einer DNase-Behandlung
entfernt. Fiir die DNase-Behandlung wurde u.a. die DNasel von INVITROGEN (Karlsruhe, D) ver-
wendet. Der DNasel-Verdau konnte nachtréglich erfolgen oder in die RNA-Préaparation vor den
Fallungsprozess integriert werden. In die DNase-Behandlung wurden i.d.R. 5 ug der isolierten RNA
eingesetzt und die DNase-Behandlung nach Angaben des jeweiligen Herstellers durchgefithrt. Die
DNase-behandelte RNA konnte bis zur Reversen Transkription (¢cDNA-Synthese) bei -80°C lénger-
fristig aufbewahrt werden.

cDNA-Synthese

Fiir die Umschreibung der DNase-behandelten RNA mittels Reverser Transkriptase (RT) wurden
oligodT-Primer verwendet, um zu gewéhrleisten, dass ausschliefslich mRNA in cDNA umgeschrieben
wird. Die oligodT-Primer lagern sich an den PolyA-Schwanz der mRNA an und ermdéglichen auf
diese Weise die Umschreibung in cDNA. In dieser Arbeit fand u.a. das “Cloned AMV First Strand
cDNA Synthesis™Kit von INVITROGEN (Karlsruhe, D) Anwendung. In eine Reaktion wurden in
dieser Arbeit 2 pug DNA eingesetzt und den Angaben des Herstellers zur Durchfithrung gefolgt.
Die erhaltene cDNA konnte anschlieffend in eine semiquantitative PCR (s. 4.6.4, S.131) eingesetzt
werden.

4.4.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung einer Nukleinsdurelosung erfolgte photometrisch (“PHARMACIA Bio-
tech GeneQuant 117, RNA /DNA Calculator) durch Messung der Absorption bei A= 260 nm. Zudem
konnten die Absorptionswerte bei A= 280 nm und 320 nm gemessen werden. Der Konzentrationsbe-
rechnung liegt zugrunde, dass eine 50 ng/ul dsDNA-Losung und eine 40 ng/ul RNA-Losung jeweils
einen ODogopnm-Wert von 1 haben. Die Konzentration konnte darauf basierend nach folgender For-
mel berechnet werden:

¢ [ng/ul] = ODagonm -Wert - Verdiinnungsfaktor - F

F bezeichnet den Multiplikationsfaktor, der fiir dsSDNA (psDNA, gDNA) einen Wert von 50 und fiir
RNA einen Wert von 40 annimmt. Die Reinheit der Nukleinséure-Losung konnte mit nachfolgender
Formel berechnet werden:

Reinheit = OD26onm/(OD28onm - OD320nm)

Fiir dsDNA (psDNA) sollte ein Wert zwischen 1,8 und 2,0 erzielt werden, wobei die Reinheit hoher
ist, je ndher der Wert bei 1,8 liegt. Fiir RNA sollte der Wert im optimalen Fall ca. 2,0 betragen.

4.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient zum Auftrennen von DNA-Fragmenten. In dieser Arbeit wurde
diese vorwiegend dazu genutzt, PCR- und RT-PCR-Produkte sowie Plasmide bzw. Vektorkonstruk-
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te zu tiberpriifen und DNA-Konzentrationen abzuschétzen. Zu klonierende Fragmente konnten auch
wieder aus dem Agarosegel gereinigt werden. Mit einem denaturierenden Gel war es zudem moglich,
isolierte RNA zu iiberpriifen.

4.5.1 DNA-Agarosegele

In der vorliegenden Arbeit wurden hauptséchlich 1,0-1,2%ige Agarosegele verwendet. Zur Herstel-
lung eines Gels wurde die entsprechende Menge (w/v) Agarose (LE Agarose; BiozyM, Hessisch
Oldendorf, D) abgewogen und mittels Aufkochen in der Mikrowelle in 1x-TBE-Puffer gelost. Die
5x-TBE-Stocklosung, pH 8,3 setzte sich folgendermafien zusammen:

445 mM Tris
445 mM Borsaure
10 mM EDTA (Nay- 2 HyO) (pH 8,0)

(1x-Loésung verwenden!)

Die aufgekochte Agarose wurde nach dem Aufkochen auf ca. 60-70°C gekiihlt. Optional nach Ab-
kiihlen: Zugabe von Ethidiumbromid (EtBr) mit einer Endkonzentration von 0,05 pg/ml - erspart
Farben nach dem Gellauf. Die Agarose-TBE-Losung wurde anschlieffend in einen abgedichteten
Gelschlitten (“Horizon Gel Casting System 11-14”; GIBCO BETHESDA RESEARCH LABORATORIES
-Life Technologies., Inc., USA) gegossen. Dieser wurde mit einem gewiinschten Probentaschenkamm
versehen und die Agarose danach fiir ca. 15 min auspolymerisieren gelassen. Das erstarrte Gel wurde
zur Verwendung mit dem Schlitten in eine mit 1x-TBE-Puffer gefiillte Gelkammer bzw. Flachbett-
Agarosegelelektrophorese-Apparatur (Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus “Horizon. 11-147
GIBCO BRL oder B10-RAD, Miinchen, D) eingesetzt. Die Oberflache des Gels sollte nach Einsetzen
von 1x-TBE-Puffer bedeckt sein.

Kurz zusammengefasst war die Zusammensetzung eines Agarosegels die Folgende:

1-1,2% (w/v) Agarose
5 'Lbl Ethldlumbromld (1 mg/ml; Endkonz. 0,05 pg/ml)
ad 100 ml 1x-TBE-Puffer

Anschliefsend wurden die DNA-Proben neben einem entsprechenden Nukleinsdure-Molekulargewicht-
Standard aufgetragen: Gene Ruler” 1 kb oder 100 bp von FERMENTAS (St. Leon-Rot, D) oder
2log- bzw. 1 kb- und 100 bp-DNA-Ladder von NEw ENGLAND BroraBs (NEB, Frankfurt/Main,
D). Alle Proben wurden mit einer Endkonzentration von 1x-DNA-Ladepuffer versehen.

Ein 6x-DNA-Ladepuffer konnte in 2 Varianten angesetzt werden:

Variante 1 Variante 2

0,25% Bromphenolblau 0,2% Bromphenolblau
0,25% Xylencyanol FF 60 mM EDTA
30% Glycerol 60% Glycerol

Fiir die Gelelektrophorese legte man je nach gewiinschter Auftrennungsqualitdt eine konstante
Spannung von 90-120 V an (Spannungsquelle: “PowerPac 300”7, Bio-RAD). Die Lénge der Auf-
trennungszeit variierte. Um die aufgetrennten DNA-Banden nach der Gelelektrophorese sichtbar
zu machen, wurden die Agarosegele, wenn zuvor nicht mit EtBr versetzt, in einem EtBr-Bad
(500 pl/L) fiir ca. 15 min gefarbt und anschliefend kurz mit Leitungswasser abgespiilt. Danach
wurden die durch das interkalierte, fluoreszierende EtBr (A= 254 nm) sichtbar gemachte DNA mit-
tels eines UV-Transilluminators (“Gene Genius Biolmaging System”, SYNGENE, Cambridge, UK)
mit kurzwelliger UV-Strahlung von 312 nm angeregt und im Agarosegel detektiert. Mit einer am UV-
Transilluminator befestigten Kamera konnte das Resultat mittels der GeneSnap-Aufnahmesoftware
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(SYNGENE) dokumentiert werden.

Der Bestimmung der DNA-Konzentration via Agarosegelelektrophorese liegt zugrunde, dass man
von einer Markerkonzentration von 50 ng DNA pro ul Marker ausgehen konnte, um von diesem
Wert ausgehend die DNA-Konzentration der gewiinschten Bande abschétzen zu kénnen.

4.5.2 Reinigung von Nukleinsduren aus Agarosegelen

Zur Reinigung von PCR-Produkten und anderen DNA-Fragmenten, z.B. nach einer Restriktion,
wurden die DNA-Proben (wie soeben beschrieben) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Gelextrakti-
on erfolgte mit dem “NucleoSpin Extract II™-Kit (MACHEREY-NAGEL) oder mit dem “QIAquick®
PCR-Purification™Kit (QIAGEN). Statt des im Protokoll angegeben Elutionspuffers wurde, um Sto-
rungen durch z.B. EDTA in nachfolgenden Reaktionen wie der Sequenzierung zu vermeiden, mit
H5Oges eluiert.

Alternativ konnte auch eine Gelextraktion iiber einen Glaswollefilter durchgefiihrt werden: Die ge-
wiinschte Bande wurde mittels einem Skalpell, nach Visualisierung durch einen UV-Transilluminator,
in ein 1,5 ml- bzw. 2 ml-RG iiberfithrt. Zur Elution der DNA aus der Agarose wurde eine blaue
Pipettenspitze mit etwas Glaswolle gestopft und durch den Deckel des RGs gesteckt. Eine Offnung
muss eventuell vorher mit einer Pripariernadel o.A. erzeugt werden. Danach wurde das Agarose-
stiick in die Pipettenspitze gegeben und der gesamte Aufbau in ein 50 ml-Falcon gesetzt. Das Falcon
wurde anschliefend fiir 5 min bei 4.000 rpm zentrifugiert. Dabei wird die DNA und der TBE-Puffer
durch die Glaswolle gedriickt, wihrend die Agarose zuriickgehalten wird. Der Durchflufs wurde an-
schliefsend in ein neues RG iiberfithrt und das Volumen auf 500 gl mit TE bzw. 10 mM Tris-HCI,
pH 7,5 erhoht. Die Entfernung der restlichen Proteine erfolgte danach durch Ausschiitteln mit 1 Vol
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1). Nach einer Zentrifugation fiir 3 min bei 13.000 rpm
wurde die obere, wéssrige Phase in ein neues RG {iberfiihrt und das restliche Phenol durch Aus-
schiitteln mit 1 Vol Chloroform/Isoamylalkohol (25:1) entfernt. Nach erneuter Zentrifugation (wie
zuvor) wurde die Oberphase wiederum tberfiihrt und zur Fallung mit 1/10 Vol 3 M NaAc (pH 5,2)
und 2 Vol Ethanol (96%) versetzt. Gefillt wurde im Anschluss fiir mindestens 30 min bei -20°C.
Nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das DNA-
Pellet mit 70%igem Ethanol p.a. gewaschen und in 20 pl 10 mM Tris-HCI, pH 7,5 bzw. HoOgeg
resuspendiert.

4.5.3 Denaturierende RNA-Gele

Um die Qualitét isolierter RNA {iberpriifen zu kénnen, wurde ein denaturierendes Gel verwendet.
Zur Anwendung dieser Methode wurden folgende Puffer/Losungen benéotigt.

10x-RNA-Laufpuffer 1x-RNA-Gelladepuffer

0,2 M MOPS 7,5 ml Formamid
50 mM NaAcetat 1,5 ml 10x-RNA-Laufpuffer
10 mM EDTA, pH 6,8 2,4 ml Formaldehyd (37%)
1,0 ml HoOpgpc
1,0 ml Glycerol
0,8 ml Bromphenolblau (10%)

Probenvorbereitung

Ungefahr 1,5 ug der RNA-Probe (ausreichend fiir ein Kontrollgel) wurden in RGs transferiert und
bei zu hohem Volumen gegebenenfalls zuvor mit einer Speed-Vac’™ auf ca. 5 pl eingeengt. Nach
dem Einengen wurden 5-15 ul 1x-RNA-Gelladepuffer zugegeben, gevortext und fiir 10 min bei 70°C
im Heizblock denaturiert. Anschliefsend wurde die Probe kurz abzentrifugiert und fiir 2 min auf Eis
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vor dem Auftragen auf das Gel inkubiert.

Gelherstellung und Elektrophorese

Fiir den Gellauf wurde ein 1%iges Agarosegel vorbereitet. Dazu wurde die entsprechende Menge
(w/v) Agarose (LE Agarose von BrozyM) in 1x-RNA-Laufpuffer aufgenommen und durch Aufko-
chen in der Mikrowelle gelost. Nach Abkiihlen auf 50-60°C wurden unter dem Abzug 3 ml 37%iges
Formaldehyd und 1 pl (10 mg/ml) EtBr zugegeben. Die entstandene Losung wurde in einen geeig-
neten Geltrager mit Kamm gegossen (s. auch 4.5.1, S.127). Nach Erstarren des Gels wurde dieses
in eine Gelkammer, die mit 1x-RNA-Laufpuffer gefiillt war, gelegt und die vorbereiteten Proben
neben einem Grofsenmarker aufgetragen, wie auch fiir DNA-Agarosegele beschrieben. Die Elektro-
phoresekammer wurde zum Entfernen vorhandener RNAsen zuvor mit 0,7% H2Os befiillt, fiir 1 h
inkubiert und danach mit 1x-RNA-Laufpuffer befiillt. Das denaturierende Gel wurde bei 90-95 V
aufgetrennt, wobei die Laufzeit variierte. Anschliefsend wurde das Gel(-resultat) mit Hilfe eines UV-
Transilluminators (eventuell mit Lineal) dokumentiert.

Alternative kann auch ein Agarosegel verwendet werden, dessen TBE-Puffer mit DEPC ausgeschiit-
telt wurde (s. 4.4.3 und 4.5.1, S.125 und 127).

4.6 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient dazu DNA-Fragmente fiir
analytische wie auch fiir praparative Zwecke zu amplifizieren. Die Reaktion vervielfaltigt mit Hilfe
von Oligonukleotidprimern und einer thermostabilen DNA-Polymerase definierte DNA-Bereiche.
Auch die “Amplifikation” von RNA-Fragmenten ist moéglich, wenn diese zuvor durch die “Reverse
Transkription” in cDNA umgeschrieben wurde (s. 4.4.3, ab S.125).

Eine PCR beginnt durch Hitzedenaturierung der dsDNA, wodurch beide Einzelstriange separiert
werden. Anschliefend erfolgt eine Abkiihlung bis zur optimalen Bindungstemperatur (annealing)
der Oligonukleotidprimer an die DNA. Durch die Aktivitdt einer DNA-Polymerase kann der DNA-
Doppelstrang abschlietend wieder hergestellt werden.

4.6.1 Oligonukleotide

Fiir die Wahl der passenden Oligonukleotidprimer sollten einige Kriterien beachtet werden:

e Die Linge (des bindenden Abschnitts ohne Uberhiinge) sollte nach Maglichkeit zwischen 18-
30 bp betragen.

e Am 3’-Ende werden GC-reiche Sequenzen bevorzugt (ca. 2-4 Nukleotide).
e Strukturen wie Hairpins/Dimere sollten vermieden werden.
e Das Primerpaar sollte méglichst wenig intramolekulare Wechselwirkungen aufweisen.

e Die Schmelztemperatur (T),) eines Primers sollte optimalerweise zwischen 55 und 70°C liegen
und sich bei einem Primerpaar um nicht mehr als 4°C unterscheiden. Folgende Formel hilft
bei der Einschétzung:

Tnl°Cl=4-(G+C)+2-(A+T)+4

(Dabei stehen G, C, A und T fir die jeweiligen Basen im bindenden Teil des Primers).

e Primer, die zur Sequenzierung verwendet werden, sollten jeweils 10 Purinbasen enthalten, so
dass die T,, bei ca. 60°C liegt.
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Die genannten Kriterien sowie die Schmelztemperatur konnten mit Hilfe des Programmes “Clone
Manager 77 (Sc1 ED SOFTWARE, Cary NC, USA) sowie des Online-Programmes “Oligo-calculator”
(SiIGMA ALDRICH, Miinchen, D) tiberpriift werden.

Fiir eine gerichtete Klonierung wurden die Primer zumeist an ihrem 5’-Ende mit passenden Erken-
nungssequenzen fiir Restriktionsenzyme und Schutzbasen versehen. Sollte ein Tag angefiigt wer-
den, wurde bei (reverse-)Klonierungsprimern auf das Stoppcodon verzichtet, so dass die Polypepti-
de/Proteine beispielsweise mit einem C-terminalen Hisg- Tag versehen werden konnten.

Fiir Pichia-Expressionskonstrukte sollte auf ein Vorhandensein der Kozak-Sequenz [173] geachtet
werden. Diese zeichnet sich durch ein A-Nukleotid oder auch ein G-Nukleotid in der dritten Po-
sition vor dem Startcodon ATG; z.B. 5-A/GCC ATG G aus und spielt bei der Initialisierung
der Translation in Eukaryoten eine wichtige Rolle. Manchmal wurde auf den Einbau verzichtet,
um eine optimale Hybridisierung der Primer an die Matrize zu gewéhrleisten. Dies geschah meist,
wenn nicht-optimale Amplifikationsbedingungen vorlagen. Nach Beachtung aller Kriterien konnte
die Oligonukleotid-Synthese bei der Fa. SIGMA ALDRICH in Auftrag gegeben werden.

Eine Auflistung der zur Durchfiihrung der Arbeit verwendeten Primer sowie deren Sequenz und
Verwendungszweck befindet sich in Tabelle 4.6 (S.196) im Anhang 12.

4.6.2 Standard-PCR
Ein Standard-PCR-Ansatz von 50 pl sah gewShnlich wie folgt aus:

x ul Template-DNA (ca. 20 ng, gDNA oder psDNA)
10 pl 5x-Puffer (Endkonz. 1x)

25 mM MgCly (2,5 mM)

1 pl 50 pm forward-Primer (1 pM)

1 pl 50 pm reverse-Primer (1 puM)

1 ul 10 mM dNTP-Mix(0,2 mM)

0,2 pl 5U/pl gotaq (0,02 U)

2 ul DMSO (1%), optional

ad 50 /J,l HQOdest

Eine Dimethylsulfoxid (DMSO)-Zugabe fand iiberwiegend bei Primern mit starken Sekundérstruk-
turen Verwendung. Neben der Taqg-Polymerase “gotag” von PROMEGA (Mannheim, D) wurden auch
sogenannte proof-reading-Polymerasen verwendet. Dies waren u.a. die “peqGOLD pwo-Polymerase”
von PEQLAB (Erlangen, D), die “Herculase® Enhanced DNA Polymerase” und die “Herculase® II
Fusion DNA Polymerase” von AGILENT/STRATAGENE (Béblingen, D).

Die DNA-Fragmente wurden in einem Thermocycler (T-Gradient, Uno IT und TRIO Thermoblock,
BIOMETRA, Géttingen, D) amplifiziert. Das PCR-Programm wurde zumeist wie folgt gewéhlt:

(1 94OC, 2 min (primére Denaturation)
(2 9400, 30 sek (Denaturation im Zyklus)
(3

) 5500, 30 sek (Annealing, abhingig von der T, der Primer)
(4) 720C, 1 min (Elongation, abhéngig von Insertgrofe und Geschwindigkeit der Polymerase)

(5 720C, 5—10 min (finale Elongation)
(6 1000, OO (Abkiihlphase)
Schritt (2-4): 30-35 Zyklen

Je nach Polymerase kénnen die einzelnen Schritte etwas variieren. Bei Thermocyclern ohne Deckel-
heizung musste der Ansatz zudem mit Mineraldl {iberschichtet werden.
Nach Abschluss der PCR wurden die Proben auf einem DNA-Agarosegel (s. 4.5.1, S.127) tiberpriift.
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4.6.3 Kolonie-PCR

Fiir eine Kolonie-PCR wurden Zellen direkt von einem N&hrboden abgenommen (mit einem sterilen
Zahnstocher oder einer sterilen Pipettenspitze) und entweder direkt in den PCR-Ansatz (Ansatz
wie eben aufgelistet nur ohne DNA-Template) oder in 50 pul TE-Puffer gegeben. Das Zellen/TE-
Gemisch wurde anschliefend fiir 50-60 sek in der Mikrowelle (full power) erhitzt und danach das
Kondenswasser kurz abzentrifugiert. Es bildete sich ein kleines Zellpellet. Aus dem Uberstand wur-
den 1-2 ul als DNA-Template in die PCR eingesetzt. Bei einer Kolonie-PCR wurde die primére
Denaturation auf 4 min verldngert.

4.6.4 Semiquantitative PCR

Die erhaltene cDNA konnte als DNA-Template fiir eine semiquantitative PCR, die der Analyse der
Expression von Genen dient, verwendet werden. Das Programm fiir die semiquantitative PCR war
im Grunde jenes fiir eine Standard-PCR. Die Zyklenzahl wurde allerdings auf 26 Zyklen minimiert,
da sich die Amplifikation der cDNA zu diesem Zeitpunkt in der exponentiellen Phase befinden sollte.

4.6.5 Gezielte Mutagenese mittels PCR

Die site directed mutagenesis-PCR wurde mit dem “Phusion 7" SDM-Kit” von FINNZYMES (Espoo,
FI) durchgefiihrt. Die Angaben des Herstellers wurden geringfiigig modifiziert.

Das Primer design fiir die Mutagenese-Primer wurde unter Beriicksichtigung der Angaben des
Herstellers geplant und die Synthese anschlieffend bei SiIGMA-ALDRICH in Auftrag gegeben. Die
generierten Primer sind ebenfalls Tabelle 4.6 (S.196) im Anhang 12 zu entnehmen. Kurz zusam-
mengefasst:

Nicht beide Primer mussten die Mutationsstelle tragen.

Die Primerlange sollte 24-30 Nukleotide betragen.

e Die Mutationsstelle sollte mittig liegen.

Beide Primer miissen fiir die Religation am 5’-Ende phosphoryliert sein.

Die Annealing-Temperatur sollte zwischen 65 and 72°C liegen. Naheres siche Manual?.

In die SDM-PCR sollten nach Herstellerangaben 10 pg psDNA eingesetzt werden. In dieser Arbeit
wurden gute Erfahrungen mit dem Ansetzen einer Verdiinnungsreihe gemacht. Diese reichte bei-
spielweise von einer 10~!- bis 10~4-Verdiinnung (konkret: 322,5 ng/ul als Ausgang zu 32,5 pg/ul).
Je 0,5-1 pl der 1071- bis 10~*-Verdiinnung wurde als DNA-Template verwandt und in folgenden
PCR-Ansatz eingesetzt:

0,5-1 pl Template-DNA

10 pl 5x-Phusion-HF-Puffer (Endkonz. 1x)

0,5 pl 50 pm forward-Primer (0,5 puM)

0,5 pl 50 pm reverse-Primer (0,5 uM)

1 pl 10 mM ANTP-Mix (0,2 mM)

0,5 pl 2U/pl Phusion Hot Start DNA Polymerase (0,02 U)
ad 50 pl HoOgest

2http:/ /www.finnzymes.com/sequencing/ mutagenesis/phusion _site-directed mutagenesis _kit.html
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Das PCR-Programm wurde gewohnlich folgendermafen gewéhlt:

(1) 98OC 30 min (priméare Denaturation)
(2 9800 30 Sek (Denaturation im Zyklus)
(3 7000 30 Sek (Annealing, siche auch Manual des Herstellers)

(5 7200 10 min (finale Elongation)
(6 1OOC OO (Abkiihlphase)
Schritt (2-4): 25 Zyklen

)
)
(4) 72°C, X min (Elongation, 15-30sek /kb, abhingig von Insertgrofe)
)
)

Nach Beendigung der PCR wurde das Produkt mittels des “Nucleo Spin Extract II"-Kits (MACHEREY
NAGEL) aufgereinigt und in 30 pl HoOges; aufgenommen. Ein Agarosegel eriibrigte sich, da die
geringen Produktmengen nicht visualisiert werden kénnen. 10 ul aufgereinigtes Produkt wurden
anschliefsend iiber die Phosphate an den Primerenden folgendermafien religiert:

10 pl aufgereinigtes PCR-Produkt

1,5 pl 10x-T4-Ligase-Puffer (Endkonz. 1x, NEB)

1 pl T4-Ligase (20 U/ul, 400 kohésive Enden/ul, NEB)
ad 15 pl HoOgest

> Inkubation fiir 2 h, 22°C

Nach der Ligation mussten mittels einer Restriktion mit Dpnl die noch vorhandenen methylierten
und hemimethylierten Ausgangsplasmide entfernt werden, um nur die durch SDM modifizierten
Plasmide in eine E. coli-Transformation einzusetzen. Dazu wurden der folgende Ansatz hergestellt:

15 pl Ligationsansatz

2 ul 10x-Puffer 4 (Endkonz. 1x, NEB)
0,5 pl Dpnl (20 U/pul, NEB)

ad 20 ,ul Hgodest

> Inkubation fiir 1 h, 37°C

Sowohl nach PCR, Ligation als auch nach Dpnl-Restriktion konnte jeweils eine Lagerung bei +4°C
bzw. -20°C erfolgen. Nach der Restriktion wurden letztendlich mit 5 ul des Ansatzes FE. coli-Zellen
transformiert (s. 4.8.2, S.136)

4.7 Methoden zur DNA-Klonierung

In den néchsten Abschnitten soll auf diverse Methoden, die in Klonierungsstrategien der vorliegen-
den Arbeit Beriicksichtigung finden konnten, eingegangen werden.

4.7.1 Anfiigen eines 3’-A-Uberhanges

Manche (Zwischen-)Klonierungsvektoren wie z.B. pGEM-T oder pCR2.1-TOPO, welche an ih-
ren 5’-Enden T-Uberhénge besitzen, bendtigen fiir die Klonierung ein Gegenstiick mit komple-
mentéren A-Uberhingen an den 3-Enden. Um diese zu generieren, wird ausgenutzt, dass Taq-
Polymerasen ein Adenin-Nukleotid an das 3’-Ende von etwa 90% aller PCR-amplifizierten Frag-
mente anfiigen. Proofreading-Polymerasen mit Exonuklease-Aktivitét (z.B. Pwo-Polymerase oder
Herculase®II-Polymerase) konnen diese nicht erzeugen. Infolge dessen musste nach Amplifikation
mit eben genannten Polymerasen fiir die Ligation das PCR-Produkt direkt nach der PCR oder nach
einer Aufreinigung mit A-Uberhéingen versehen werden. Ein Reaktionsansatz sah gewohnlich wie
folgt aus:
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16 pl gereinigter PCR~Ansatz

1 pl 10 mM ANTP-Mix (bzw. 10 mM dATP)

2 ul 10x-Taq-Pol-Puffer oder 4 ul 5x-Taq-Pol-Puffer (Endkonz. 1x)
1 pl Tag-Polymerase

ad 20 pl HoOgest

Jede herkdmmliche Tag-Polymerase konnte in den Ansatz eingesetzt werden. Der Ansatz wurde
anschlieffend fiir 30 min bei 72°C inkubiert. Eine nachfolgende Aufreinigung war nicht erforderlich,
d.h. der Ansatz konnte direkt in die Ligation (s. 4.7.5, S.134) eingesetzt werden.

4.7.2 Restriktion

Restriktionsendonukleasen (des Typs II) schneiden DNA an spezifischen Stellen (palindrome Se-
quenzen) von meist 6-8 bp. Durch die Spaltung der kovalenten Bindung zwischen dem Ribose- und
dem Phosphat-Rest entstehen charakteristische Enden, die wiederum mit Ligasen neu verkniipft
werden konnen. Je nach Enzym werden “klebrige Enden” (sticky ends; 5’- oder 3’-Uberhinge) oder
“glatte Enden” (blunt ends, keine Uberhiinge) generiert. In dieser Arbeit diente die Restriktionsana-
lyse u.a. dazu Plasmide zu verifizieren oder um DNA-Fragmente fiir eine Klonierung zu restringieren.

Verwendung fanden in dieser Arbeit hauptséchlich, wenn nicht anders angegeben, Restriktionsenzy-
me der Firmen NEB (Frankfurt/Main, D) oder FERMENTAS (St. Leon-Roth, D). Nach Moglichkeit
wurde bei einer Restriktion mit mehreren Enzymen versucht, die Restriktionen gleichzeitig durch-
zufiihren. Es konnte jedoch auch der Fall sein, dass eine sequentielle Restriktion notwendig war,
wenn z.B. die Reakionstemperatur der Enzyme unterschiedlich bzw. eine Puffervertraglichkeit nicht
vorhanden war. Dann musste das Enzym nach der ersten Reaktion inaktiviert werden. Dies geschah
i.d.R. mittels Hitze durch eine Inkubation von 20 min bei 65°C oder 80°C (abhéngig vom Enzym).
Optional konnte das Enzym auch durch eine Chloroform-Extraktion aus dem Ansatz entfernt wer-
den. Wurde auch ein Pufferwechsel nétig, wurde die DNA mit 3 M NaAc (pH 5,2) geféllt. Die
Restriktion eines (leeren) Expressionsvektors erfolgte i.d.R. sequentiell, da sich die Enzyme auf-
grund ihrer Grofe in der oft “schmalen” MCS (multiple cloning site) gegenseitig behindern konnten,
wenn die Erkennungsschnittstellen sich nah (< 40 bp) beieinander befanden.

Fiir die Uberpriifung von isolierten Plasmiden wurden je 3 ul der psDNA mit 1 Unit des entsprechen-
den Enzyms fiir ca. 60 min inkubiert. Eine Unit ist definiert als die Enzymmenge, die 1 g DNA in
60 min vollstandig restringiert. Praparative Restriktionsansiatze wurden 1-2 h (je nach DNA-Menge
und je Enzym bei sequentieller Restriktion) inkubiert. Die eingesetzte Enzymmenge lag dabei ca.
10% iiber der Mindestmenge (z.B. 11 Units pro 10 pug DNA). Ein Standard-Restriktionsansatz
(10 pl) sah gewohnlich wie folgt aus:

200 ng DNA

1 pl 10x-Reaktionspuffer (enzymabhéngig fiir optimale Aktivitdat; Endkonz. 1x)

1 pl 10x-BSA (Rinderserumalbumin, bovine serum albumin; optional, Endkonz. 1x)
0,2 U Restriktionsenzym

ad 10 pl HaOgest

Die Restriktion erfolgte fiir mind. 1 h bei 37°C. Zur Uberpriifung der Restriktion wurde der Ansatz
mittels einer Agarosegelelektrophorese (s. 4.5.1, S.127) iiberpriift.

4.7.3 Generierung von “glatten Enden” (blunt ends)

In manchen Féllen konnten Vektor und Insert nicht iiber gleiche/passende Enden nach der Re-
striktion kloniert werden. Dann mussten durch Restriktion erzeugte “klebrige Enden” (sticky ends)
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“gegléttet” werden. Dies konnte mit Hilfe des Klenow-Fragments (grofse Untereinheit der DNA-Poly-
merase I aus E. coli) gewihrleistet werden. Dabei wurden 3’-Uberhiinge entfernt bzw. 5-Uberhéinge
mit ANTPs aufgefiillt. Ein Standard-Ansatz (50 pl) sah gewohnlich wie folgt aus:

10 pl gereinigtes DNA-Fragment (in HoOgest)
1 pl 10 mM dNTP-Mix

5 ul 10x-Puffer 2 (NEB)

1 pl Klenow-Fragment (5 U/ul; NEB)

ad 50 pl HoOgest

Der Reaktionsansatz wurde 15 min bei 25°C inkubiert. Das Enzym musste anschlieffend durch Aus-
schiitteln mit Phenol/Chloroform entfernt werden, da die Zugabe von EDTA zum Abstoppen die
nachfolgende Dephosphorylierung (s. 4.7.4) gehemmt hétte. Optional konnte auch eine Aufreinigung
mit dem “Nucleo Spin Extract II"-Kit (MACHEREY NAGEL) bei der die Elution des aufgereinigten
Produktes mit HoOgeq erfolgte.

4.7.4 Dephosphorylierung von Restriktionsstellen

Um Selbstligationen von Vektorfragmenten zu vermeiden, war es notwendig, vor der Ligation freie
5-Enden von DNA-Molekiilen zu dephosphorylieren. Dabei wurden die 5’-Phosphatreste der re-
stringierten DNA mit Hilfe der Antarktische Phosphatase (AP; NEB, Frankfurt/Main, D) entfernt.
Zu diesem Zweck wurde die entsprechende DNA mit AP fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Fin exem-
plarischer Dephosphorylierungsansatz sah folgendermafsen aus:

x pl Vektor-DNA (restringiert)

5 ul 10x-AP-Puffer (1/10 Vol; NEB)
1 pl AP (AP; 5U/pl)

ad 50 pl HoOgest

Abgestoppt wurde die Reaktion fiir 5 min bei 65°C. Die dephosphorylierte DNA konnte im An-
schluss direkt in eine Ligation (s. 4.7.5) mit der T4-Ligase von NEB eingesetzt werden, da diese
AP im Gegensatz zur CIP (calf intestinal phosphatase) durch Hitze inaktiviert werden kann und die
Komponenten der Dephosphorylierungsreaktion die Ligation nicht beeintrachtigen. Bei Verwenden
nicht-kompatibler Phosphatasen und Ligasen sollte eine Aufreinigung mit dem “Nucleo Spin Extract
II"-Kit (MACHEREY NAGEL) mit finaler Elution des aufgereinigten Produktes in HoO 45 erfolgen.

4.7.5 Ligation

Fiir den Ligationsansatz wurden die zu ligierenden Fragmente in einem dquimolaren Verhéltnis ein-
gesetzt. Zur Ligation von PCR-Produkten in (mehrfach) grofere Plasmide wurden die Inserts in
3-5fachem Uberschuss zugegeben. Vor der Ligation war es wichtig, die zu ligierenden Produkte mit
Hilfe des “NucleoSpin® Extract II™-Kits (MACHEREY-NAGEL) aufzureinigen, um stérende Kompo-
nenten z.B. aus der Restriktion zu entfernen.

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase von NEB (Frankfurt/Main, D)
verwendet und ein exemplarischer Ansatz sah folgendermafen aus.
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2 pl Vektor (restringiert, dephosporyliert)

4 pl Insert (aufgereinigt)

1 pl 10x-T4-DNA-Ligase-Puffer (Endkonz. 1x, NEB)

1 pl T4-DNA-Ligase (20 U/pul, 400 kohésive Ende/ul, NEB)
ad 10 pl HoOgest

Die Ligation erfolgte fiir 4 h bei 16°C bzw. iiN bei +4°C oder fiir 2 h bei 22°C (RT).

Die Ligation von PCR-Produkten (mit 3’-A-Uberhang) in z.B. pGEM-T (5-T-Uberhang) erfolgte
wiederum mit der T4-DNA-Ligase von PROMEGA (Mannheim, D), die im Vektor-Kit inkludiert war.
Sie wurde nach Herstellerangaben verwendet, wobei zumeist nur 50 ng pGEM-T-Vektor eingesetzt
wurden.

Die Ligationsansétze wurden anschliefsend bei +4°C bis zur E. coli-Transformation (s. 4.8.2, S.136)
gelagert.

4.7.6 Sequenzierung

Samtliche Sequenzierungen von in dieser Arbeit klonierten DNA-Fragmenten oder von PCR-Produk-
ten wurden vom DNA CLONING SERVICE (Hamburg, D) durchgefiihrt. Die anschliefende Auswer-
tung erfolgte mit Hilfe der CHROMAS-Software (TECHNELYSIUM PTY LTD., Tewantin QLD,
AUS). Die Fragmente wurden mit Sequenzierungsprimern® in forward- und reverse-Richtung se-
quenziert, die im optimalsten Fall jeweils zwei miteinander iiberlappende Sequenz-Fragmente liefer-
ten. Die resultierenden Sequenz-Fragmente konnten im Anschluss durch Berechnung von Sequen-
zalignments mit Hilfe der “Clone Manager 7-Software (Sc1 ED SOFTWARE, Cary NC, USA)” zu
einer DNA- bzw. Aminosiure-Gesamtsequenz zusammengesetzt werden. Nach Bestéatigung der kor-
rekten, da z.B. mit der NCBI-Datenbank iibereinstimmend, Insert-Sequenz konnte die Klonierung
fortgefithrt bzw. das finale Konstrukt exprimiert werden. Sequenzierungen grofser DNA-Fragmente
(ca. 3 kb) wurden von der Firma AGOWA (Berlin, D) durchgefiihrt.

4.8 Generierung kompetenter Zellen und

Transformationen

In diesem Abschnitt werden die Methoden zu Herstellung kompetenter E. coli- und P. pastoris-
Zellen beschrieben sowie die Methoden diese mit Fremd-DNA zu transformieren.

4.8.1 Generierung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen nach Inoue
et al. [148]

Eine Voraussetzung der Transformierbarkeit von F. coli-Zellen liegt in der Fahigkeit ihrer Kom-
petenz, d.h. der Fahigkeit Fremd-DNA aus dem umgebenden Medium aufzunehmen und in ihr
Genom zu integrieren. Da FE. coli-Zellen von Natur aus nicht kompetent sind, kann durch eine Be-
handlung mit Calciumchlorid diesen Zellen Kompetenz verliehen werden. In dieser Arbeit wurden
chemisch-kompetente Zellen fiir die E. coli-Stdmme XL1-Blue und C41(DE3) mittels nachfolgend
beschriebener Methode nach Inoue et al. [148| generiert.

Die Kultivierung der E. coli-Zellen erfolgte in 2 ml SOB-Medium (s. 4.2.1, S.118) iN bei 35-37°C

3Diese Primer sind teilweise auch aus Tabelle 4.6 auf S.196 im Anhang zu entnehmen. Einige Standard-
Primer z.B. M13-for und M13-rev wurden vom Sequenzier-Service zur Verfiigung gestellt.
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und 200 rpm. Am folgenden Tag wurde die iN-Vorkultur bis auf 200 ml mit SOB-Medium aufgefiillt
und unter den schon genannten Bedingungen bis zu einer ODggo von ungefdhr 0,5 kultiviert. Im
Anschluss wurden die Zellen fiir 10 min auf Eis abgekiihlt und anschliefend bei +4°C und 2.500 xg
in einem 50 ml-RG sedimentiert. Der im weiteren Verlauf benétigte TB-Puffer setzte sich aus fol-
genden Komponenten zusammen:

10 mM PIPES (pH 6,7) (steril fittriert)
55 mM MnCly (autoklaviert)

5 mM CaClsy (autoklaviert)

50 mM KCI (autokiaviert)

(Der Puffer sollte immer frisch angesetzt werden.)

Das erhaltene Zellpellet wurde nach Verwerfen des Uberstandes in 80 ml eiskaltem TB-Puffer re-
suspendiert, fiir 10 min auf Eis inkubiert und wie zuvor beschrieben zentrifugiert. Nun wurde das
Zellpellet nur noch in 15 ml eiskaltem TB-Puffer aufgenommen und der Suspension 1,2 ml (= 7%)
DMSO als Gefrierschutzmittel hinzufiigt. Nach erneuter 10-miniitiger Inkubation auf Eis wurden die
Zellen als 100 ul Aliquots in neue RGs transferiert und sofort (!) in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Es ist wichtig darauf zu achten, dass die Zellen wahrend der Prozedur niemals erwédrmt werden,
da dies die Qualitit der Kompetenz und damit der Transformationseffizienz erniedrigen kann. Die
kompetenten E. coli-Zellen konnten fiir mehrere Monate bei -80°C gelagert und bei Bedarf in eine
Transformation (s. 4.8.2 und 4.8.3) eingesetzt werden.

4.8.2 Transformation von E. coli XL1-Blue nach Sambrook &
Russell [301]

Zur Transformation chemisch-kompetenter E. coli XL1-Blue-Zellen wurden fiir einen Transforma-
tionsansatz 100 pl der nach Inoue et al. [148| (vorhergehender Abschnitt 4.8.1)-hergestellten Zellen
langsam auf Eis aufgetaut. Danach erfolgte eine Zugabe von 2-10 pl eines Ligationsansatzes (s.
4.7.5, S.134) oder 20-50 ng psDNA (fiir eine Retransformation). Nach vorsichtigem Mischen wur-
de das Gemisch fiir ca. 15-30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 1-miniitiger Hitzeschock bei
42°C im Wasserbad und kurzes Abkiihlen auf Eis. Zur Regeneration wurden 400 pul RT-warmes,
Antibiotika-freies, steriles LB-Medium zugegeben und vorsichtig durch Invertieren gemischt. Op-
tional konnten die Zellen bis zu 1 h im Roller bei 35-37°C inkubiert werden. Die Ausplattierung
der Zellen erfolgte auf einem dem Selektionsmarker des Plasmids angepassten Selektionsmedium,
in Form vorgewédrmter Agarplatten. Entsprechend der eingebrachten Vektorkonstrukte handelte es
sich um LB-Amp100-, LB-Kan30- oder AIX-N&hrboden (s. 4.2.1, S.118). Die Platten wurden an-
schlieffend {iN bei 35-37°C im Brutschrank inkubiert.

Fiir “anspruchsvolle” Konstrukte (z.B. Konstrukte > 9 kb) fanden chemisch-“super-kompetente”
E. coli XL1-Blue-Zellen des DNA CLONING SERVICE (Hamburg, D) Verwendung. 50 ul dieser Zellen
wurden langsam auf Eis aufgetaut und danach mit max. 10% Ligationsansatz (max. 5 ul) versehen,
vorsichtig gemischt und 10-30 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 30-sekiindiger Hitzeschock bei
42°C im Wasserbad und kurzes Abkiihlen auf Eis. Zur Regeneration wurden 200 pl RT-warmes,
Antibiotika-freies, steriles LB-Medium zugegeben und vorsichtig durch Invertieren gemischt. Op-
tional konnten die Zellen auch in diesem Fall bis zu 1 h im Roller bei 35-37°C inkubiert werden.
Anschliefsend wurden die Zellen, ebenfalls wie zuvor beschrieben, auf ein Selektionsmedium in Form
vorgewarmter Agarplatten ausplattiert und iiN bei 35-37°C im Brutschrank inkubiert.
Resultierende Transformanten konnten mittels einer Plasmid-Préparation bzw. einer nachfolgenden
Kontrollrestriktion genauer analysiert werden (s. 4.4.2, S.124 und 4.7.2, S.133).
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4.8.3 Transformation von E. coli C41(DE3)

Um eine Uberexpression von Membranproteinen zu erreichen, wurde der E. coli-Stamm C41(DE3)
verwendet, da dieser dafiir besonders gut geeignet ist [232|. Basierend auf den Expressionsvektoren
pET24c(+) und pET24d(+)* der Firma NOVAGEN (Merck, Darmstadt, D) wurden die zu trans-
formierenden Expressionsvektorkonstrukte (EVKs) durch Klonierung generiert (s. auch Tab.4.4,

S.194).

Zur Transformation von E. coli C41(DE3)-Zellen mit einem EVK wurde ein 100 pl-Aliquot chemisch-
kompetenter E. coli C41(DE3)-Zellen auf Eis aufgetaut. Zu den Zellen wurden 2-5 ul EVK (z.B.
als Plasmid-Kit-Mini-Préparation oder als Kit-aufgereinigte manuelle Praparation) gegeben und die
Zellsuspension vorsichtig gemischt. Es folgte eine mind. 15-miniitige Inkubation auf Eis mit anschlie-
fendem Hitzeschock fiir 1 min bei 42°C im Wasserbad und nachfolgender kurzer Abkiihlung auf
Eis. Den transformierten Zellen wurden zur Regeneration 400 pul RT-warmes, steriles LB-Medium
(ohne Antibiotikaresistenz) zugesetzt und vorsichtig gemischt. Optional konnten die Zellen bis zu 1 h
bei 35-37°C im Roller regeneriert werden. Im Anschluss wurden 100 ml LB-Kan30-Fliissigkulturen
mit verschiedenen Volumina (i.d.R.: 20, 50 und 100 pl) der transformierten Zellen angeimpft. Zur
Selektion wurde LB-Kan30-Medium eingesetzt, da der verwendete pET24-Expressionsvektor den
Transformanten eine Kanamycinresistenz verleiht. Die Zusammensetzung des Nahrmediums ist Ab-
schnitt 4.2.1 (S.118) zu entnehmen. Die Flussigkulturen wurden anschliefsend iN bei 180-200 rpm
und 35-37°C inkubiert. Zusétzlich wurden 50 pl der transformierten Zellen auf vorgewédrmten LB-
Kan30-Agarplatten ausplattiert und ebenfalls iN bei 35-37°C im Brutschrank inkubiert. Die In-
duktion der Expression der klonierten DNA-Fragmente konnte am néchsten Tag erfolgen (s. 4.10,
ab S.140).

4.8.4 Generierung elektro-kompetenter P. pastoris-Zellen

Um elektro-kompetente P. pastoris-Zellen zu generieren, wurden 100 ml YPD-Medium mit ei-
ner Vorkultur (iiN-Kultivierung in 5 ml YPD) des zu transformierenden Pichia-Stammes (hier
GS115Augt51b1 oder PPY12Augt51b1, s. auch Tab.4.2; S.192) angeimpft und N bei 30°C und
180-200 rpm im Schiittler angezogen bis eine ODggp im Bereich von 0,8 bis 1,2 erreicht wurde.
Alle im weiteren Verlauf notwendigen Zentrifugationsschritte erfolgten fiir 5 min bei 3.220 xg und
+4°C. Die kultivierten Zellen wurden per Zentrifugation sedimentiert, der Uberstand verworfen
und das Zellpellet in 100 ml sterilem, eiskaltem HoOges¢ resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugati-
on wurden die Zellen wiederum nur noch in 50 ml sterilem, eiskaltem HoO4.5: aufgenommen. Nach
nochmaliger Sedimentierung wurden die Zellen in 8 ml sterilem, eiskaltem Sorbitol (1 M) resus-
pendiert und das Volumen nach wiederholter Zentrifugation durch Aufnahme in 400 pl sterilem,
eiskaltem Sorbitol (1 M) verringert. Die Zellen konnten bis zur Transformation auf Eis gelagert wer-
den, sollten jedoch noch am Tag der Herstellung verwendet werden, da die Transformationseffizienz
nicht dauerhaft stabil bleibt.

4.8.5 Transformation von P. pastoris

Um die in dieser Arbeit zu transformierenden Pichia-Stamme mit einem Vektorkonstrukt transfor-
mieren zu kénnen, mussten diese Konstrukte, wie nachfolgend beschrieben, vorbereitet werden.

Linearisierung der pPIC3.5- und pGAPz-B-Vektoren
Die Integration von DNA-Sequenzen in das Genom von P. pastoris erfolgt durch ein Cross-over-

Ereignis. Ein doppelt homologer Cross-over im Aoz1-Locus, genauer zwischen dem chromosomalen
Aox1-Gen und den homologen AOX1-Fragmenten auf dem pPIC3.5-Plasmid (5-AOX1-Promotor

4Novagen, Merck Chemicals: http://www.merck-chemicals.de/life-science-research; technical bulletins
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und 3’-AOX1-Terminator) fithrt zum Verlust der AOX-Aktivitdt. Eine weitere Integrationsmog-
lichkeit wére eine einfache Rekombination (im punktmutierten) hisj-Locus. In diesem Fall bliebe
die AOX(-Aktivitdt) erhalten. Letzteres Integrationsereignis sollte in dieser Arbeit erreicht werden.
Weiteres zu den Rekombinationsprozessen ist dem Manual® des Herstellers INVITROGEN (Karlsruhe,
D) zu entnehmen.

Fiir eine Integration in das Genom der Hefe musste die zu integrierende DNA-Sequenz linear vor-
liegen. Dazu wurden jeweils 20 pg psDNA mit entsprechenden Restriktionsenzymen linearisiert, im
optimalsten Falle mit BglIl. In dieser Arbeit erfolgte die Linearisierung aber auch mit AatlIl und
Ndel fiir pPIC3.5-hp0421 und Sall fiir die pCFP-ugtb1bl-Konstrukte. Als weitere “Basis” fiir ein
EVK stand pGAPz-B ebenfalls von INVITROGEN zur Verfiigung. Die Rekombinationsprozesse zu
diesem Vektor iiber den GAP-Promotorbereich lassen sich ebenfalls im Detail dem Manual® des
Herstellers entnehmen. pGAPz-B-EVKs wurden in der vorliegenden Arbeit mit Avrll und Agel li-
nearisiert. Die Genexpression erfolgte bei diesem Vektor konstitutiv, wihrend sie bei Verwendung
von pPIC3.5. mit Methanol erst induziert werden musste. Die linearisierte psDNA wurde im An-
schluss mit Hilfe des “NucleoSpin Extract II"-Kits von MACHEREY-NAGEL aufgereinigt, wobei die
Elution mit 25 pl HyOgeq erfolgte. Eine Uberpriifung der Vollstindigkeit der Linearisierung konnte
dann mittels einer Agarosegelelektrophorese erfolgen (s. 4.5.1, S.127).

Transformation mittels Elektroporation

Die Transformation der generierten, kompetenten P. pastoris-Zellen erfolgte mittels Elektroporati-
on. Dazu wurden je Transformationsansatz 80 ul elektro-kompetente P. pastoris-Zellen vorsichtig
mit 5-10 pg (max. Volumen 20 pl) linearisierter psDNA in einer eiskalten Elektroporationskiivette
(2 mm gap von PEQLAB, Erlangen, D) gemischt und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Die Elektropora-
tion erfolgte im Anschluss bei 1500 V fiir ca. 5 ms (Feldstérke 7500 V/cm; “Elektroporator 25107;
EPPENDORF, Hamburg, D). DIREKT danach wurde 1 ml Sorbitol (1 M) hinzugegeben und die
Zellsuspension fiir 2 h bei 30°C ohne diese zu Schiitteln (!) regeneriert. Abschlieflend wurden je
100 pl Aliquots auf einem entsprechenden Selektionsmedium (s. 4.2.2, S.119) ausgestrichen und
fir ca. 2-3 Tage bei 30°C inkubiert. Bei bestimmten Selektionen (z.B. auf Zeocin) konnte sich die
Inkubationszeit um 1-2 Tage verldngern.

4.9 Screening generierter, putativer

P. pastoris-Transformanten

Das Screening generierter, putativer P. pastoris-Transformanten konnte neben der genotypischen
Verifizierung mittels PCR mit einem Methanol-Screening und in situ-AOX-Aktivitdtsfarbungen er-
ganzt werden.

4.9.1 Methanol-Screening

Das Methanol-Screening wurde nach Angaben des pPIC3.5-Herstellers (INVITROGEN) durchgefiihrt.
Bei Transformation mit dem pPIC3.5-Vektorsystem ergeben sich zweierlei Rekombinationsmoglich-
keiten der zu integrierenden DNA in das Genom der Hefe: Zum Einen konnte das Konstrukt doppelt
homolog in den AoxI-Locus integrieren und den Verlust der AOX durch Insertion zur Folge haben.
Zum Anderen konnte sich auch eine einfache homologe Rekombination im (punktmutierten) his4-
Locus ereignet haben. In diesem Fall wiren die resultierenden Zellen HIST (Histidin-prototroph)
und zur selben Zeit auch noch fahig, mit Methanol als einziger Kohlenstoffquelle gut zu wachsen.

In dieser Arbeit war es notwendig zwischen Mut™-(methanol utilization plus) und Mut®-(methanol

Shttp://products.invitrogen.com /ivgn /product / V17320
Shttp://products.invitrogen.com /ivgn /product / V20020
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utilization slow) Transformanten zu differenzieren. Aufgrund dessen wurden pro Transformations-
ansatz 50-100 Kolonien parallel auf MM- und MD-Agarplatten (s. 4.2.2, S.119) ausgestrichen und
fiir 1-2 Tage bei 30°C inkubiert.

Zur Untersuchung der Mikropexophagie im Rahmen dieser Arbeit ist ein “unversehrter” AoxI-
Locus zwingend erforderlich, da die AOX fiir den Katabolismus von Methanol eine wichtige Rolle
spielt. Mut®-Kolonien (also solche, die auf MM deutlich schlechter wuchsen als auf MD) wurden im
weiteren Verlauf nicht weiter bearbeitet. Mut™-Kolonien wurden weiter verwandt und im niichsten
Schritt genotypisch auf die Présenz der Aoz! und des zu inserierenden Gens mittels PCR untersucht.

4.9.2 PCR mit genspezifischen Primern

Die genotypische Analyse resultierender P. pastoris-Transformanten konnte durch eine PCR mit
genspezifischen Primern beziiglich der inserierten Sequenz (coding sequence) und der Aox1 erfolgen.
Die verwendeten Primer sind Tabelle 4.6 (S.196) zu entnehmen. Als Positivkontrollen dienten die fiir
die Transformation generierten EVKs (z.B. als Plasmid-Mini-Préparation) im zirkuléren Zustand.
Im Falle von P. pastoris konnte fiir das inserierte Gen wie auch fiir den Nachweis der AOX1 auch
der WT- bzw. der zugrunde liegende KO-Stamm als Kontrolle hinzugezogen werden. Eine PCR oh-
ne Matrize diente der Kontrolle, dass keine Kontaminationen in den PCR-Komponenten vorlagen.
Weiterfithrende Angaben zu einer Standard- oder Kolonie-PCR lassen sich Abschnitt 4.6 (S.129)
entnehmen.

4.9.3 in situ-AOX-Aktivitatsfarbungen

Einen ersten visuellen Einblick auf die Fahigkeit von Hefezellen den Mikropexophagie-Prozess, d.h.
den Peroxisomenabbau, reguldr durchfiilhren zu koénnen, konnte mit einer Aktivitdtsfarbung der
Hefezellen erreicht werden. Diese Analyse basiert auf der Kopplung der Fahigkeit des Peroxiso-
menabbaus durch die Priasenz des Enzyms AOX. So lange AOX detektiert werden kann, wird auch
eine Prisenz von Peroxisomen impliziert und umgekehrt. Eine Integritat des Aoz-Locus kann eben-
falls durch diese Farbungen nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurden die zwei nachfolgend
beschriebenen Farbemethoden angewandt.

in situ-AOX-Aktivitdtsfarbung nach Stasyk et al. [330]
Diese Aktivitatsfarbung der AOX beruht auf dem Prinzip, dass das Enzym AOX die Reaktion von
Methanol mit Sauerstoff zu Formaldehyd und Wasserstoffperoxid katalysiert. Das Wasserstoffper-
oxid wiederum bildet mit Aminophenazon und einem Benzoesdurederivat, katalysiert durch eine
Peroxidase, einen roten chinoiden Farbstoff. Fiir die Analyse wurden putative, transgene Hefezellen
auf einem MM-Né&hrboden (s. 4.2.2, S.119) angezogen und fiir 2 Tage bei 30°C kultiviert. Auf jeden
N&hrboden wurde dann der folgende Ansatz aufgebracht:

1. 10 ml 100 mM Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer, pH 7-7,5

2. 5 mg ortho-Dianisidin (giftig!)

3. 30 mg Agarose (optional Agar)

4. > alle 3 Komponenten wurden in einem Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle aufgekocht und
auf 40-50°C abgekiihlt. Danach erfolgten die Zugaben von
20 mg Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB, zum Permeabilisieren der Zellwand),
6. 1/2 Miniloffelspatel Peroxidase,
7. und optional (bei wenig in der Platte verbliebenen Methanol) 200 pl Methanol.

ot

Farben sich die Hefezellen orange-rot ist die AOX noch intakt. Bleiben die Zellen weif, ist keine
AOXI1-Aktivitdt mehr vorhanden. Nach langerer Wartezeit kénnen sich diese Zellen dennoch verfér-
ben. Dies beruht auf der langsam sichtbar werdenden Aktivitdt der AOX2, welche auch registriert
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werden kann, sollten die Hefezellen langer als 3 Tage auf der Methanol-Platte gewachsen sein. Fiir
Néheres iitber AOX1 und AOX2 siche auch in Abschnitt 2.3.1 (ab S.77).

in situ-AOX-Aktivitatsfarbung nach Sakai et al. [298]

Diese Aktivitatsfarbung der AOX beruht ebenfalls auf dem Prinzip, dass das Enzym AOX die
Reaktion von Methanol mit Sauerstoff zu Formaldehyd und Wasserstoffperoxid katalysiert. Durch
Zugabe von exogenem Methanol und Peroxidase wird ein ebenfalls exogen zugegebener Redoxindika-
tor (ABTS, 2,2’-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure)) oxidiert. Diese Oxidation resultiert
in der Verfarbung der Hefezellen zu griin-lila.

Die zu analysierenden Hefezellen wurden fiir zwei Tage auf Methanol-haltigem (MM)-Festmedium
bei 30°C angezogen und die Zellen, wenn nicht schon zuvor eine Nylonmembran aufgelegt war, mit-
tels einer Nylonmembran (z.B. Nytran N 0,45 uM; WHATMAN SCHLEICHER & SCHUELL, Dassel,
D) auf ein Glucose-haltiges (MD)-Festmedium transferiert und weitere 8 bis 10 h bei 30°C auf dieser
belassen, um den Mikropexophagie-Prozess zu initiieren. Nach Mukaiyama et al. sollte reguléar nach
9 h keine AOX-Aktivitét mehr detektierbar sein [242]. Nach den entsprechenden Zeitraumen wurde
die Nylonmembran wieder abgenommen und die auf ihr befindlichen Zellen durch Schockfrieren in
fliissigem Stickstoff fixiert. Nach anschliefendem Antauen der Membran wurde diese auf eine mit
Assay-Mixtur getranktes Whatman-Papier gegeben, so dass gewéhrleistet werden konnte, dass die
Membran gut durchtriankt war. Die Assay-Mixtur bestand aus 6 mM ABTS, 20 U/ml Peroxidase
sowie 100 mM Methanol in 50 mM Kaliumdihydrogenphosphat-Puffer, pH 7,0. Verfarbten sich die
Zellen innerhalb der néchsten Stunde griin-lila, ist eine AOX-Aktivitdt vorhanden. Blieben sie weik,
war dies ein Indiz dafiir, dass die Hefezellen durch den Abbau ihrer Peroxisomen auch keine AOX-
Aktivitdt mehr aufzeigten. Fin weiterer Nachweis der AOX-Aktivitit bzw. der Présenz des Proteins
konnte mittels Immunoblot-Analyse (s. 4.13, ab S.146) gefiihrt werden.

4.10 Heterologe Expression in E. coli C41(DE3)

Die heterologe Expression in E. coli C41(DE3) wurde nach Transformation (s. 4.8.3, S.137) der Zel-
len mit pET-EVKSs mittels IPTG induziert und aus den Zellen ein zellfreies Homogenat hergestellt.
Auch aus induzierten P. pastoris-Transformanten (s. 4.8.5, S.137) konnte ein zellfreies Homogenat
hergestellt werden. Die zellfreien Homogenate konnten z.B. fiir die Durchfiihrung einer Immuno-
blotanalyse (s. 4.13, ab S.146) oder eines radioaktiven Enzymassays (s. 4.12.1, S.142) hergestellt
werden.

4.10.1 Induktion der Expression in E. coli C41(DE3) mittels IPTG

Die mit den EVKs transformierten E. coli C41(DE3)-Kulturen wurden bis zu einer ODggg von
0,8 bis 1,2 angezogen. Die heterologe Expression aufgenommener DNA-Fragmente wurde anschlie-
fend durch Zugabe von Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid (IPTG) in einer Endkonzentration von
0,4 mM induziert. Die Expression erfolgte fiir 3 h bei 30°C und 180-200 rpm. Nach der Induktion
konnte die Herstellung des E. coli-Homogenates erfolgen. Diese wird im nachfolgenden Abschnitt
beschrieben.

4.10.2 Herstellung von Homogenaten aus E. coli C41(DE3)-Zellen

Proteinhomogenate der induzierten E. coli C41(DE3)-Zellen konnten durch folgende Zellaufschluss-
bzw. Homogenisierungsmethode erzeugt werden. Der Aufschluss erfolgte mittels Ultrabeschallung
unter nativen Bedingungen bei einem physiologischem pH-Wert von 7,5. Dazu wurden die IPTG-
induzierten E. coli C41(DE3)-Zellen in 50 ml-RGs fiir 10 min bei +4°C und 3.220 xg sedimentiert.
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Der Uberstand wurde verworfen, die resultierenden Zellpellets jeweils in 3 ml eisgekiihltem Homo-
genisierungspuffer resuspendiert und auf Eis gelagert. Der Homogenisierungspuffer (pH 7,5) setzte
sich aus folgenden Komponenten zusammen:

50 mM Tris
15% (w/v) Glycerol
pH 7,5 (HC)

Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis bzw. bei +4°C. Die aufgenommenen Zellen konnten nun
mittels Ultrabeschallung (Ultraschallstab “Labsonic 2000”; B. Braun) aufgebrochen werden. Dazu
wurden die Zelllysate 10-12 Zyklen ¢ 10 sek mit jeweils 15 sek Pause den Ultraschallwellen ausge-
setzt. Die durch die Ultrabeschallung entstandenen Zelltriimmer wurden im Anschluss fiir 10 min bei
3.220 xg sedimentiert und die zellfreien Uberstéinde, die die l6slichen Proteine sowie auch die Mem-
branfraktion und geringe Mengen an endogenen UDP-Zuckern enthielten, in ein neues RG tiberfiihrt.
Die Lagerung konnte durch die Glycerolbeigabe im Homogenisierungspuffer bei -20°C erfolgen. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach BRADFORD durchgefiihrt (s. 4.13.2, S.147). Op-
tional konnte die Membranfraktion von der 16slichen Fraktion getrennt werden. Dies geschah durch
eine 30-miniitige Ultrazentrifugation bei 100.000 xg (Avanti® J-E Centrifuge, BECKHAM COULTER,
Krefeld, D) und anschliekender Abnahme und Uberfiihrung des Uberstandes in ein frisches RG so-
wie Aufnahme des Sediments in Homogenisierungspuffer und Uberfiihrung ebenfalls in ein neues RG.

4.11 Expression in P. pastoris

Die Expression in P. pastoris erfolgte in dieser Arbeit sowohl homolog als auch heterolog. Ho-
mologe Ereignisse waren beispielsweise die Komplementation von PPY12Augt51b61 mit den CFP-
fusionierten teilweise punkt-mutierten Varianten von UGT51B1. Heterologe Ereignisse wiederum
lagen vor, wenn die SGT-Gene aus anderen Mikroorganismen, z.B. Helicobacter pylori oder Borre-
lia burgdorferi, stammten.

4.11.1 Induktion der Expression in P. pastoris mittels Methanol

Das in dieser Arbeit verwendete Vektorsystem pPIC3.5” (INVITROGEN) nutzt den AozI-Promotor,
um die Genexpression zu kontrollieren. Dieser Promotor wird durch die Abwesenheit von Glucose
und Présenz von Methanol aktiviert. Glucose selbst hat eine reprimierende Wirkung. Die Genex-
pression wurde in allen Kulturen induziert, obwohl das native Gen der WT-Kontrolle konstitutiv
exprimiert wurde. Auch bei Einsatz des pGAPz-B-Vektors erfolgte eine konstitutive Expression.
Durch die Gleichbehandlung aller Proben sollte eine bessere Vergleichbarkeit der Resultate gewéhr-
leistet werden.

Zur Induktion wurden P. pastoris-Zellen (WT-, KO- und/oder transgene Stamme) einer 50-100 ml
iN-Kultur (YPD oder MD; s. 4.2.2, S.119) durch Zentrifugation bei 1.500 xg und fiir 3 min sedi-
mentiert und mind. einmal mit HoOgesr bzw. direkt mit MM-Medium gewaschen und abschliefsend
in 50-100 ml MM-Medium resuspendiert. Die Induktion der Genexpression erfolgte zumeist iN
(16-24 h) bei 30°C und 180-200 rpm. Fiir bestimmte Expressionen wurde die Induktion auf 2-4 h
verkiirzt, da dieser Zeitraum eine bestmogliche Expression aufwies. Anstelle von Glucose (YPD)
konnte auch Glycerol (MGly) als Kohlenstoffquelle (s. 4.2.2, S.119) fiir die Kultivierung verwendet
werden: Da der Aozl-Promotor nicht durch Glycerol, wenn Methanol zugegen ist, gehemmt wird,
konnte in diesem Fall auf den Waschvorgang verzichtet werden. Die Induktion erfolgte demnach
durch Zugabe von 500 pl Methanol pro 100 ml Kulturvolumen (Inkubation wie zuvor beschrie-
ben). Nachteilig ist bei dieser Variation, dass sich die Generationszeit der Pichia-Zellen verlangert.

Thttp://products.invitrogen.com /ivgn /product / V17320
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Aus den induzierten Zellen konnte anschlieffend ein zellfreies Homogenat, wie es im nachfolgenden
Abschnitt beschrieben wird, hergestellt werden.

4.11.2 Herstellung von Homogenaten aus P. pastoris-Zellen

Zur Herstellung eines Proteinhomogenats aus induzierten Pichia-Zellen mussten alle im Verlauf
angewandten Zentrifugationsschritte fiir 5 min bei 3.220 xg und +4°C erfolgen. Die Zellen einer
induzierten 50-100 ml-Kultur wurden sedimentiert, der Uberstand und die Zellen in 2 ml eiskaltem
Homogenisierungspuffer (Zusammensetzung s. 4.10.2, S.140) aufgenommen. Zu der Suspension wur-
den ca. 500 pl Glasperlen (d = 0,4 mm) gegeben und das Gemisch zum Vorkiihlen fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Im Anschluss wurde das Gemisch mit Argon iiberschichtet, um eine Schutzatmosphére zu
gewahrleisten, die eine Oxidation durch den entstehenden Sauerstoff verhindert, welcher durch den
folgenden Aufbruch “erzeugt” wird. Der erste Aufbruch erfolgte durch kraftiges Mischen (mit Hilfe
eines ein Vorter-Gerits) fir 16 Zyklen 4 30 sek. Nach Zugabe von 1 ml Homogenisierungspuffer
wurde die Suspension ohne Glasperlen in ein 15 ml-RG {iberfiihrt und anschliefend 6-mal fiir jeweils
10 sek mit einem Ultraschallstab (“Labsonic 2000”; B. Braun) auf Eis sonifiziert. Die Zelltriimmer
wurden durch Zentrifugation sedimentiert und der Uberstand, der das zellfreie Proteinhomogenat
darstellte, in ein neues RG iiberfiihrt. Die Lagerung konnte durch die Glycerolbeigabe im Homo-
genisierungspuffer bei -20°C erfolgen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde auch hier
nach BRADFORD durchgefiihrt (s. 4.13.2, S.147).

Optional konnte noch die Membranfraktion von der 16slichen Fraktion getrennt werden. Dies gesch-
ah durch eine 30-miniitige Ultrazentrifugation bei 100.000 xg (Avanti® J-E Centrifuge, BECKHAM
COULTER, Krefeld, D) und anschlieffender Abnahme und Uberfithrung des Uberstandes in ein fri-
sches RG sowie Aufnahme des Sediments in Homogenisierungspuffer und Uberfiihrung ebenfalls in
ein neues RG.

4.12 Enzymassays

In diesem Abschnitt wird der in dieser Arbeit durchgefiihrte Enzymassay zur Bestimmung der
SGT-Aktivitat generell beschrieben und seine Anwendung zur Ermittelung einer Enzymkinetik.
Der Assay basiert auf der Umsetzung von radioaktiven Substraten.

4.12.1 In vitro-SGT-Assay

Zur Untersuchung der SGT-Aktivitat wurden in vitro Enzymassays mit radioaktiv-markierten Sub-
straten oder Akzeptoren durchgefiihrt.

Prinzip des in vitro Enzymassays

Ein zellfreies Proteinhomogenat (s. 4.10.2 und 4.11.2, S.140 und 142) konnte unter definierten Bedin-
gungen mit Akzeptor- und Donor-Substraten inkubiert und die aus dieser Reaktion resultierenden
Produkte analysiert werden.

Folgende Substrate und Akzeptoren wurden benétigt:

° [14C]UDP—G1ucose bzw. -Galactose: Diese Zucker wurden aus dem Stock je 1:5 in HoOgeys

verdiinnt und die Zerfille/min (dpm, disintegrations/decays per minute) im Szintillationszah-

ler (“Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2800 TR”; PERKINELMER) ausgemessen.

e [**C]Cholesterol: Es wurden 0,1 ml des Cholesterols (in Toluol) aus dem Stock entnommen,

unter Argon bis zur Trockene eingeengt bis gesichert war, dass keine Toluolriickstdnde mehr

vorhanden waren. Danach wurde in 0,5 ml Ethanol abs. aufgenommen und die Zerfille/min
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im Szintillationszdhler ausgemessen.

e 5-10 mM UDP-Glucose (Molecular weight, Molekulargewicht: 610,3 g/mol; 560,3 g/mol was-
serfrei) bzw. -Galactose (MW: 610,3 g/mol): Diese Zucker wurden etwas hoher konzentriert

eingewogen, in HoOgesr aufgenommen und die Konzentration der Losung photometrisch be-

stimmt (x).

e 4 mM Cholesterol (MW: 386,67 g/mol): Hierfiir wurde die entsprechende Menge eingewogen

und in Ethanol abs. aufgenommenn.

(%): Zur photometrischen Bestimmung wurden UV-Kiivetten und das “Cary 50 Scan UV-Vis Spectrome-
ter” von VARIAN (Darmstadt, D) verwendet. Die Absorption wurde bei 262 nm und pH 7,0 gemessen. Der
Berechnung der Konzentration wurde ein molarer Extinktionskoeffizient (¢) von 10.000 L-mol~!-cm™! zu-
grunde gelegt. Zugrunde gelegt wurde auch das Gesetz nach Lambert und Beer: AE= e-c-d (AE, Extinktion;
¢, Konzentration der chem. Verbindung in mol/L; d, Schichtdicke der Kiivette in cm). Anschliefend wurde

die entsprechende Menge Wasser hinzugefiigt, um die gewiinschte Endkonzentration einzustellen.

Radioaktiv-markierte Substrate wurden von GE HEALTHCARE (Miinchen, D) und unmarkierte von
S1IGMA-ALDRICH (Taufkirchen, D) bezogen.

Zur Untersuchung einer Enzymaktivitdt wurde das Proteinhomogenat in einer gepufferten Umge-
bung mit

radioaktiv-markiertem Substrat und nicht-markiertem Akzeptor
oder
mit nicht-markiertem Substrat und radioaktiv-markiertem Akzeptor inkubiert.

Nach Abstoppen der Reaktion, wurde das Produkt, in diesem Fall ein Glycolipid, gegen ein Lo-
sungsmittel-Wasser-Gemisch ausgeschiittelt und unter einer Schutzatmosphére eingeengt. Nach Re-
suspendierung des Lipids in einem kleinem Volumen Loésungsmittel konnte eine diinnschichtchroma-
tographische Auftrennung (s. 4.14.2, S.155) durchgefiihrt werden. Nach Entwicklung der DC-Platte
in einem definierten Laufmittel wurde diese im Dunkeln in einer Kassette mit einer aufliegenden
“Imaging-Platte” (FuJiriLM, Diisseldorf, D) inkubiert. Zuvor war es sowohl fiir die Orientierung als
auch fiir eine eventuelle Quantifizierung wichtig, Start und Front mit einer definierten Radioaktivi-
tdtsmenge zu markieren.

Durch die 5-Strahlung radioaktiver Produkte wurden Elektronen der Kristalle der “Imaging-Platte”
mobilisiert und durch diese Anregung auf ein hoheres, metastabiles Energieniveau gehoben. Nach
der Exposition konnte die “Imaging-Platte” mittels eines Schwachlichtlasers “gelesen” werden. Bei
diesem Scanvorgang (Radio-Scanning) wurden die Elektronen durch den Laserstrahl nochmals an-
geregt und auf ein noch hoheres, instabiles Energieniveau gehoben, von dem sie sofort auf ein
stabiles Energieniveau zuriick fielen. Bei diesem Prozess kam es zur Emission von Photonen, die
wiederum von Photorezeptoren detektiert werden konnten. Es entstand eine elektronische, zwei-
dimensionale Abbildung der Photonenemissionsaktivitit, die der Verteilung und der Menge der
radioaktiven Produkte und Edukte auf der DC-Platte entsprach. Die Detektion erfolgte mit einem
speziellen Detektor (z.B. dem “Imaging System BAS-1000” (RAYTEST, Straubenhardt, D)) und die
Auswertung konnte mit Hilfe einer zugehorigen Software (“PC-BAS”) erfolgen. Eine Quantifizie-
rung der radioaktiv-markierten Produkte konnte durch den Vergleich mit einer auf die DC-Platten
aufgebrachten, definierten Radioaktivitdtsmenge vorgenommen werden. Die Identifizierung der Re-
aktionsprodukte konnte danach durch den Abgleich des Rf-Wertes der Probe und dem einer nicht-
markierten Referenz erfolgen, welche ebenfalls auf die DC-Platte aufgetragen wurde und durch ein
Sprithreagenz und Veraschen visualisiert werden konnte.
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Assaydurchfithrung

Der in vitro-Enzymassay zur Messung der UDP-Zucker:SGT-Aktivitdt wurde nach Warnecke und
Heinz und Warnecke et al. 398, 397| modifiziert angewandt. Zum Einen wurden radioaktiv-markierte
UDP-Zucker und zum Anderen radioaktiv-markiertes Cholesterol eingesetzt.

Die Reaktion wurde in (10 ml-) Glas-Schliffglaschen mit Spitzboden angesetzt, wobei das Gesamt-
volumen i.d.R. 100 ul betrug. Die Komponenten eines Reaktionsansatzes waren beispielsweise:

30-100 pg Homogenat

50.-100.000 dpm UDP-[4C]Zucker (Endkonz. 0,75-1,5 M)
5-10 pul 4 mM Cholesterol

ad 100 pl Puffer (meist 50 mM Tris-HCI, pH 8,0)

bzw.

30-100 pg Homogenat

200.-400.000 dpm [**C]Cholesterol (Endkonz. ca. 15-30 uM)
5-10 pl 5-10 mM UDP-Zucker

ad 100 pl Puffer

Nach Inkubation fiir ca. 60 min (variabel von 15 min bis zu 3 h) bei 30°C im Wasserbad konnte der

Assay auf zweierlei Weisen gestoppt und das gewiinschte Lipid ausgeschiittelt werden:

(A) durch Zugabe von 3 ml Chloroform/Methanol 2:1 sowie 0,8 ml 0,45% NaCl oder
(B) durch Zugabe von 2 ml Ethylacetat und 1 ml 0,45 %NaCl.

An dieser Stelle konnten die Proben bei +4°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt werden. Nach
Ausschiitteln und Phasentrennung (3 min, 1.000 xg, RT) verblieb nach (A) das [*4C]Cholesterol und
das [**C|Cholesterylglycosid in der unteren, organischen Phase. Diese Phase wurde unter Argon bis
zur Trockene eingeengt und der Riickstand in 15-20 pl Chloroform/Methanol 2:1 aufgenommen und
auf eine DC-Platte (optional: HPTLC-Platte, high performance thin layer chromatography) aufge-
tragen. Nach diinnschichtchromatischer Auftrennung wurden die Enzymprodukte nach zweistiin-
diger Exposition mit einer “Imaging-Platte” (FuJiriLM, Diisseldorf) in einer “BAS Cassette 20007
(ebenfalls FUJIFILM) mittels “ Radioscanning” und der PC-BAS-Software detektiert (Naheres siehe
in der vorangegegangenen Beschreibung des Prinzips). Durch Ausschiitteln mit Variante (B) ver-
blieb der UDP-[**C]Zucker in der wiissrigen Phase, wihrenddessen sich das [1*C]Cholesterylglycosid
in der organischen Phase befand. Die obere, organische Phase wurde dann in ein Szintillationsge-
fafs tiberfiihrt, mit Szintillationscocktail (OptiPhase “HiSafe”3, PERKINELMER, Rodgau-Jiigesheim,
D) aufgefiillt und in einem Szintillationszahler (“Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2800 TR”,
PERKINELMER) wurden die Zerfille [dpm/min| ausgemessen. Die Assays der Variante (B) konnen
ebenfalls mittels DC analysiert werden, wenn die Produkte noch verifiziert werden sollten.

Berechnung der Stoffmenge

Um eine Aussage dariiber treffen zu kénnen, wie hoch die Endkonzentrationen der verschiedenen
Substrate im Enzym-Assay waren, wurden diese berechnet. Die Berechnung wird an dieser Stelle
jeweils anhand eines Beispiels dargestellt.

Nicht radioaktiv-markierte Substrate:

Im Assay wurden 5 pl 10 mM UDP-Galactose (MW 610,3 g/mol) eingesetzt. 10 mM UDP-Gal
entsprechen 6,103 mg/ml bzw. 6,103 pg/ul. Da 5 pl eingesetzt wurden, entsprechen 30,52 ug/5 ul
10 mM UDP-Gal. Das Endvolumen des Assayansatzes betrug 100 ul, woraus folgt, dass 5 ul 1,/20
des Endvolumens sind. Daher wurde die Konzentration der UDP-Gal-Stammlésung durch 20 divi-
diert: 10 mM : 20 = 0,5 mM = 500 pM. Die UDP-Gal-Endkonzentration im Assay betrug demnach
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500 pM.
MW-Angaben [g/mol| der anderen Substrate finden sich in einer vorangegangenen Auflistung zu
Beginn dieses Abschnitts, in dem das Prinzip des Enzymassays beschrieben wurde.

Markierte Substrate:

Fiir die Berechnung wurden folgende Gleichungen benétigt:

(1) 2,2-105 dpm = 1 uCi

(2) 1 pCi = 37 kBq

(3) Fiir UDP-[**C]Gle: MW = 576 g/mol, Spezifische Aktivitit = 11,2 GBq/mmol

(4) Fiir UDP-[14C]Gal: MW = 576 g/mol, Spezifische Aktivitit = 11,4 GBq/mmol

(5) Fiir [**C]Chol: MW = 389 g/mol, Spezifische Aktivitit = 2,11 GBq/mmol

Beispielrechnung;:

pCi UDP-Gle = 108-10% dpm (ausgemessen) / (1) = 0,05 uCi

0,05 uCi-(2) = 1,82 kBq = 1,82-107% GBq

mmol UDP-Glc = (1,82:107% GBq) / (11,2 GBq/mmol) = 0,16:10~% mmol

In 100 pl Endreaktionsvolumen waren demnach 0,16-107% mmol UDP-[*C|Glc enthalten, wenn
10 pl eingesetzt wurden. Dieser Wert wurde nun auf mol /L bezogen und ergab 1,6-10~% mol /L. Die
Endkonzentration im Assay betrug demnach 1,6 M.

4.12.2 Enzymkinetik

Vorversuch: Einstellung der optimalen Pufferung und des pH-Bereichs

In einem Vorversuch zur Kjs-Bestimmung sollten die verschiedenen SGT-Enzyme hinsichtlich ihrer
Aktivitat in verschiedenen Puffersystemen analysiert werden. Die Homogenatherstellung aus den
Hefezellen (50 ml Kultur) erfolgte nach Protokoll (s. 4.10.2 und 4.11.2), mit der einzigen Anderung,
dass die Zellpellets, sowohl nach Expression in E. coli als auch in P. pastoris, in eiskaltem 10 mM
Tris-HCl, pH 7,5 + 15% Glycerol als Homogenisierungspuffer aufgenommen wurden.

Um die Charakterisierung in einem linearen Bereich der Enzymaktivitat durchzufiihren, war es not-
wendig, mit jedem generierten Homogenat zunéchst eine Bestimmung der Proteinlinearitat des
Assays durchzufiihren. Dafiir wurden unterschiedliche Volumina Homogenat (z.B. 0-100 ug Protein)
entsprechend mit markiertem UDP-['*C|Zucker und 4 mM Cholesterol in 100 mM Tris-HCI, pH 8,0
durchgefiihrt (s. 4.12.1, S.142). Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bei 30°C im Wasserbad. Das
Abstoppen erfolgte dann nach Variante (B) mit Ethylacetat und die gewiinschte Phase wurde im
Szintillationszéahler ausgemessen. Anschliefend konnte die passende Proteinmenge nach graphischer
Auftragung der Produktmenge [in dpm| gegen die eingesetzte Proteinmenge [in pg| bestimmt wer-
den.

Die Zeitlinearitit sollte hingegen durch die Wahl verschiedener Assay-Inkubationszeiten ermittelt
werden. Dabei sollte eine definierte Proteinmenge (entsprechend dem Ergebnis der Proteinlineari-
titsbestimmung) mit markiertem UDP-['4C]Zucker und 4 mM Cholesterol in 100 mM Tris-HCI,
pH 8,0 fiir 0, 10, 20, 30, 40, 50 bis zu 60 min bei 30°C im Wasserbad inkubiert werden. Abgestoppt
sollte die Reaktion ebenfalls nach Variante (B) und dementsprechend weiter verfahren werden. Die
anzuwendende Inkubationszeit konnte im Anschluss durch die graphische Auftragung der Produkt-
menge [in dpm| gegen die Inkubationszeiten [in min| ermittelt werden.

Zur Bestimmung des pH-Optimums sollten die Homogenate in Assay-Puffern mit pH-Werten
von 5,0 bis zu 11,0 inkubiert werden. Um alle pH-Bereiche abzudecken, wurden folgende Puffer
verwendet:

100 mM Citrat-Puffer - pH: 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5
100 mM Bis-Tris-Puffer - pH: 6,0; 6,5; 7,0; 7.5; 8,0
100 mM Tris-Puffer - pH: 7,0; 7,5; 8,0; 9,0
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100 mM Glycin-Puffer - pH: 8,5; 9,0; 9,5; 10,0; 10,5; 11,0
100 mM Tris-Puffer - pH 7,5 mit 5 mM CaCly, 5 mM MgCly und 1 mM EDTA
100 mM Tris-Puffer - pH 8,0 mit 5 mM CaCly, 5 mM MgCly und 1 mM EDTA

Dafiir sollten x ug Homogenat (s. Proteinlinearitdt) mit einer definiertem Menge (50.-100.000 dpm)
an markiertem UDP-Zucker mit 5 ul Cholesterol (4 mM, in Ethanol abs.) ad 100 ul Puffer versetzt
werden. Danach erfolgte eine Inkubation fiir x min (siehe Zeitlinearitdt) bei 30°C im Wasserbad.
Das Abstoppen der Reaktion erfolgt ebenfalls nach Variante (B). Nach Abnehmen der Oberphase,
Uberfiihren in Vials und Versetzen mit Szintillationscocktail wurden die Zerfille pro Minute (dpm)
im Szintillationszahler bestimmt (Z&hlzeit: 1-5 min). Im Anschluss konnte der Assay (sowie auch
der Assay fiir Protein-und Zeitlinearitat) auch mit markiertem Cholesterol durchgefiihrt und die
Produkte nach diinnschichtchromatographischer Auftrennung iiberpriift werden. Die Reaktionspro-
dukte konnten nach “ Radioscanning” gegebenenfalls auch quantifiziert werden. Abschliefend konnte
die Produktmenge [dpm]| gegen den pH graphisch aufgetragen werden.

Je nach Enzymcharakterisierung bietet es sich generell an, die Donor- und Akzeptorspezifitdt zu
bestimmen (siehe [186]). Dies sollte im hier vorliegenden Fall jedoch nicht durchgefiihrt werden.

Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante (K/)

Sollten alle Vorversuche gut verwertbar sein, kénnen die Enzyme hinsichtlich der Michaelis-Menten-
Kinetik untersucht werden. Dazu werden z.B. 5 ul Homogenat in Puffer X (jener, der im Vorversuch
die optimale Aktivitdt aufzeigte) mit 5 ul 4 mM Cholesterol (in Ethanol abs.) und x pl markiertem
UDP-Zucker versetzt. Die Konzentration des UDP-Zuckers betragt 4,6 M bis zu 4,0 mM, welcher
mit unmarkiertem UDP-Zucker getrigert wird, um einen iiberméfigen Verbrauch von markiertem
UDP-Zucker zu vermeiden (s. Tabelle von [186]). Es sollte deswegen auch eine ungetrégerte Kontrol-
le mitgefiihrt werden. Die Inkubation erfolgte im Anschluss fiir 20-30 min bei 30°C im Wasserbad.
Bei steigender Substratkonzentration sollte die Assayzeit tendenziell eher gen 30 min tendieren.
Abgestoppt wurde nach Variante (B) und die Oberphase ausgemessen (beides zuvor schon beschrie-
ben). Abschliefend kann aus der Produktmenge [dpm]| die Reaktionsgeschwindigkeit berechnet und
in einem Lineweaver-Burk-Diagramm aufgetragen werden. Die Reaktionsgeschwindigkeit lasst sich
wie folgt berechnen:

v [pmol Produkt/30 min| =

(Produktmenge [dpm] - Konz. UDP-[*4C]Glc [pmol] - Verdiinnungsfaktor)/(UDP-[*4C]Glc [dpm])

Die reziproke Reaktionsgeschwindigkeit 1/v wird dementsprechend gegen die reziproke Substrat-
konzentration 1/[S| aufgetragen. Es entsteht eine Gerade mit der Steigung Kas/Vimaez, welche die
Abzisse bei 1/Kj; schneidet. Ein hoher Wert besagt, dass das angebotene Substrat keine grofe
Affinitdt zum Enzym hat. Kann ein kleiner Wert ermittelt werden, ist die Affinitdt hingegen grof.
Optional kann dieser Assay auch mit ['#C]Cholesterol durchgefiihrt werden, wobei der Einsatz kon-
stant hoch sein muss und die UDP-Zucker langsam gesteigert werden. Die Quantifizierung muss in
diesem Fall allerdings mittels diinnschichtchromatographischer Auftrennung erfolgen.

4.13 Proteinbiochemische Methoden

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit erfolgreich angewandten Proteinisolierungsme-
thoden beschrieben sowie die Durchfithrung einer SDS-PAGE mit anschliefsender Farbung bzw.
Immunoblot-Analyse.
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4.13.1 Verschiedene Proteinisolierungsmethoden

Herstellung von Pichia-Protein-Homogenat fiir eine Immunoblot-Analyse von AOX
Das Protokoll fiir die Pichia-Protein-Homogenatherstellung fiir die AOX-Immunoblot-Analyse wur-
de von M. Oku zur Verfiigung gestellt (schriftliche Mitteilung und siehe auch [261]). Induzierte
Hefezellen wurden bei 2.000 xg fiir 5 min geerntet. Geerntet wurden eine definierte Menge Kul-
tur (z.B. 10 ml) oder bis zu 10 OD-Einheiten (totale OD-Einheiten = Kulturvolumen - ODgqg), je
nach Moglichkeiten des Versuchsansatzes. Die Ernte erfolgte zu verschiedenen Zeiten (0 bis 12 h)
nach dem Wechsel der Kohlenstoffquelle von Methanol zu Glucose (MM- zu MD-Medium). Bis zum
Zellaufschluss sollten die Zellen auf Eis aufbewahrt werden. Die pelletierten Zellen wurden hierfiir
in 0,5 ml Resuspendierungspuffer (0,1 M, Kaliumdihydrogenphosphatpuffer, pH 7,5 inkl. 1 mM
PMSF und 12,5 pug/ml Leupeptin) aufgenommen. Danach erfolgte eine Zugabe von 0,5 ml Glas-
perlen (0,45-0,5 mm @) und der Aufbruch fiir 6-mal 30 sek mit zwischenzeitlichem Kiihlen (fiir bis
zu 1 min) durch Vortexen bei +4 °C. Die Zelltrimmer wurden anschliefend durch Zentrifugation
(17.000 xg fiir 5 min bei +4 °C) abgetrennt. Der zellfreie Uberstand wurde abgenommen und die
Proteinkonzentration mittels BRADFORD (s. 4.13.2, S.147) bestimmt. Anschliefsend konnten 5-10 ug
einer SDS-PAGE-Analyse mit anschlieflender Immunodetektion unterzogen werden (s. 4.13.5 und
4.13.7, S. 149 und 151). Optional konnte die eingesetzte Protein-Konzentration bei Ernten von OD-
Einheiten noch der gemessenen ODggg angeglichen werden: Es wurde mit dem Faktor X multipliziert
wurde, um den die ODgyg gestiegen war.

Proteinextraktion mittels TCA

Das Protokoll fiir die Proteinextraktion mittels Trichloressigsdure (TCA) wurde von M. Oku zur
Verfiigung gestellt (schriftliche Mitteilung, siche auch [261]). Mit diesem Protokoll konnte letztend-
lich der beste Nachweis der Detektion von UGT51B1 (163 kDa) erbracht werden. Dazu wurde je
eine ODgpo-Einheit (induzierter) Hefezellen fiir 3 min bei 13.000 rpm sowie +4°C geerntet und das
Zellpellet jeweils in 1 ml eisgekiihlter Losung A (0,25 N NaOH; 0,145 M (3-Mercaptoethanol bzw.
(B-Mercaptoethansulfonsiaure) resuspendiert und dann fiir 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefsend
wurde die Zellsuspension mit je 120 ul 100% (w/v) TCA versetzt und kréftig gemischt. Nach einer
weiteren Inkubation fiir 10 min auf Eis wurde fiir 10 min bei 14.000 rpm und +4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml, bei -20°C vorgekiihltem, Aceton resuspendiert.
Gelost wurde das Pellet mittels Sonifizierung, wobei der Zeitraum zwischen 10 und 45 min variieren
konnte. Anschliefend wurde erneut wie zuvor zentrifugiert, das Aceton im Uberstand verworfen und
das Pellet bei RT getrocknet (ca. 5-10 min mit offenem Deckel des RGs). Danach wurde das Pellet
mit 40 pl 1x-SDS-Probenpuffer versetzt und mittels Sonifizierung (fiir ca. 5 min) geldst. Sollte sich
die Probe aufgrund von TCA-Riickstéanden gelb verfiarben, konnte mit 1-x ul 1IN NaOH gegengepuf-
fert werden bis die Probe blaulich blieb und somit kein Farbumschlag mehr zu verzeichnen war. Zur
Denaturierung wurden die Proben abschliefiend fiir 2 min bei 96°C erhitzt und kurz abzentrifugiert
(< 7.000 rpm). Die Lagerung der Proben bis zur Weiterverwendung erfolgte bei +4°C. Anschlie-
fend wurden bis zu 20 ul einer SDS-PAGE (s. 4.13.5, S.149) mit anschliefender Immunoanalyse
(s. 4.13.7, S.151) unterzogen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nachtriglich nach
BRAMHALL (s. 4.13.3, S.148).

4.13.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach BRADFORD

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den hergestellten Protein-Homogenaten wurde der
Assay nach BRADFORD [37]| angewendet. Das Bradford-Reagenz setzte sich folgendermafien zusam-
men:
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25 mg Coomassie-Brilliant-Blue G-250
in 25 ml Ethanol 16sen

50 ml 85%ige ortho-Phosphorsidure zugeben
ad 500 ml HoOgest

Abhéngig von der Proteinkonzentration der Probe wurden 1-15 ul Proteinextrakt in einer 1,5 ml-
Halbmikro-Plastikkiivette ad 100 gl HoOgest versehen, mit Bradford-Reagenz ad 1 ml versetzt,
gemischt und fiir ca. 15 min bei RT inkubiert. Nach erfolgter Inkubation schloss sich eine Ab-
sorptionsmessung bei einer Wellenldnge von A = 595 nm gegen einen Blindwert (100 pl HoO et
+ 900 pl Bradford-Reagenz) an (Spektrophotometer: “Spectronic ®20 Genesys”’, SPECTRONIC IN-
STRUMENTS, Leeds, UK).

Zur Kalibrierung wurden die ODsg5-Werte von Rinderserumalbumin (BSA, bovine serum albumin)
in verschiedener Konzentration verwendet: 1 mg, 2 mg, 4 mg, 6 mg, 8 mg, 10 mg und 12 mg BSA.
Aus den erhaltenen Absorptionswerten konnte eine Eichreihe erstellt werden und die Proteinkon-
zentrationen der Proben von dieser abgeleitet werden.

4.13.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach BRAMHALL

Alternativ zur Proteinkonzentrationsbestimmung nach BRADFORD konnte eine colorimetrische Be-
stimmung nach BRAMHALL [38] angewendet werden. Dies war der Fall, wenn die Proben schon in
Puffer (z.B. Probenpuffer) mit stérenden Substanzen fiir eine BRADFORD-Bestimmung aufgenom-
men vorlagen und das Proteinextraktionsprotokoll dies erforderte.

Auf einem Filterpapier (hier: Gelblottingpaper 002, WHATMAN SCHLEICHER & SCHUELL, Dassel,
D) wurden mit weichem Bleistift Felder von 1 x 2 cm Grofe aufgezeichnet. Unter einem warmen
Luftstrom wurden 1 bis 20 ul einer Probe (mit einer Hamilton-Spritze) aufgetragen und getrocknet.
Das Filterpapier (mit allen Feldern) wurde anschliefend in eiskalter 7,5%iger (w/v) TCA-Losung
fixiert und in dieser fiir 15 min auf 80°C erhitzt. Es folgte ein Waschen des Filterpapiers mit Die-
thylether /Ethanol (1:1), danach mit reinem Diethylether und anschliefsendes Trocknen. Alternativ
konnte man die Waschung des Filterpapiers mit organischen Losungsmitteln auch einschrinken und
das Filterpapier nur 15 sek in lauwarmen Methanol schwenken, um die hydrophoben Membran-
proteine nicht abzuwaschen. Nach Trocknen des Filterpapiers erfolgte das Anfarben der Proteine
mit Féarbelosung (0,1% Coomassie-Brilliant-Blue G250 in 7% Essigsdure) fiir 15 min bei 60°C. Bei
gleicher Temperatur wurde in 7%iger Essigsdure - mit mehrfachem Wechsel der Saure - innerhalb
von 30 min entfarbt. Nach Trocknen des Filterpapiers wurden die einzelnen Felder ausgeschnitten
und mit 2-10 ml Elutionslésung (MeOH:H,O:NHj3 konz.; 66:33:1, v/v/v) versetzt. Die blau gefarb-
ten Extrakte wurden gegen einen Nullwert (Feld ohne Proteinauftrag) bei 610 nm photometrisch
gemessen. Als Eichstandard dienten verschiedene Volumina BSA (1 mg, 2 mg, 4 mg, 6 mg, 8 mg,
10 mg und 12 mg BSA). Aus den gemessenen Standardwerten wurde eine Eichgerade erstellt und
die Konzentration der Proben mittels dieser bestimmt.

4.13.4 TCA-Proteinfallung und Vorbereitung der
Proteinhomogenate fiir die SDS-PAGE

Lag in den Proteinextrakten eine zu geringe Proteinkonzentration vor, so dass das Volumen die
Kapazitdat der SDS-PAGE-Geltasche {iberstiegen hétte, wurden die Proteine dieser Proben mittels
Trichloressigsdure (TCA) geféllt:

Vier Teile der Probe wurden mit einem Teil 40%iger (w/v) TCA (Endkonzentration 8%) versetzt,
gemischt und fiir 15-60 min bei +4°C inkubiert. Im Anschluss wurden ein Proteinpellet durch ei-
ne 20-miniitige Zentrifugation bei 3.000 xg und +4°C erhalten. Der Uberstand konnte verworfen
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werden, wiahrend dem Proteinpellet zur Neutralisiation 2 pl 1,5 M Tris-HCI (pH 9,0) zugegeben
wurde. Des Weiteren wurde das Proteinpellet in 1x-SDS-PAGE-Probenpuffer (ca. 10-20 ul) aufge-
nommen. Verfarbte sich der Puffer beim vorsichtigen Losen des Pellets gelb, musste nochmals 1,5 M
Tris-HCI (pH 9,0) zugegeben werden, um den vorliegenden pH bis zur einer stabilen Blaufarbung
zu erhO6hen. Zu beachten ist jedoch, dass die Zugabe grofserer Mengen vermieden werden sollte, da
die Erhohung der Salzkonzentration die anschliefsende elektrophoretische Proteinauftrennung beein-
trachtigen konnte.

Zur Aufnahme des Pellets wurde ein sogenannter SDS-PAGE-Probenpuffer (PP) verwendet, welcher
sowohl 3x als auch 1x nach folgendem Schema angesetzt werden konnte:

3x-SDS-PAGE-PP 1x-SDS-PAGE-PP

Sammelgelpuffer (0,5 m mis-ney, preg)y 1,75 ml 0,583 ml
Glycerol 1,5 ml 0,5 ml
SDS (10%ig) 5,0 ml 1,67 ml
B-Mercaptoethanol 0,5 ml 0,167 ml
0,1% Bromphenolblau (in Ethanol) 1,25 ml 0,412 ml

ad 10 ml HaOgest

Das in diesem Probenpuffer enthaltene 3-Mercaptoethanol (2-Mercaptoethanol, alternativ: 2-Mercap-
toethansulfonsdure) dient zur Trennung von Disulfidbriickenbindungen in den Proteinen.

Zur Auftrennung der Proteinextrakte mittels SDS-PAGE mussten die Proteinpellets nach einer
TCA-Fallung mit 1x-SDS-PAGE-PP versetzt bzw. bei geniigend konzentrierten Proteinextrakten
mit 3x- bzw. 1x-SDS-PAGE-PP (im Verhéltnis 3:1 bzw. 2:1) gemischt werden. Um die Proteine zu
denaturieren und zu l16sen, wurden die angesetzten Proben fiir 3-5 min bei 96°C erhitzt (Heizblock
“Thermomixer compact”’, EPPENDORF, Hamburg, D).

4.13.5 Analytische SDS-PAGE zur Proteinauftrennung

Fiir die Proteinauftrennung wurden 7-12%ige SDS-Polyacrylamidgele (SDS-PA-Gele) nach LAEMM-
LI verwendet [181|. Die Auftrennung erfolgte mittels denaturierender, diskontinuierlicher Elektro-
phorese, wofiir das vertikale Elektrophorese-System “Mini Protean II” von B1o-RAD (Miinchen, D),
zumeist mit 1,5 mm dicken “Spacern” und 1,5 mm dicken K&mmen mit 10 Taschen ¢ 0,5 cm Ver-
wendung fand. Alle Bestandteile des Elektrophorese-Systems wurden vor Benutzung mit Ethanol
(70%) gesaubert. Das Pipettierschema fiir zwei 10%ige SDS-PA-Gele (¢ 1,5 mm Dicke) war wie

folgt:

Stammlésung Trenngel Sammelgel
(pH 8,6; 10%ig) (pH 6,8; 4,6%ig)

Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-HC1, pH 6,8) - 1,25 ml
Trenngelpuffer (1,5 M Tvis-1o1 pH 8,6) 4,0 ml -
Rotiphorese® Gel 30 (37,5 : 1)} 5,32 ml 0,75 ml
HoOgest 6,48 ml 2,96 ml
SDS (20%ig) 40,0 pl 25,0 pl
Ammoniumpersulfat (aps 10%ig, frisch ansetzent) 64,0 pl 25,0 pl
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) 570 Ml 5,0 ,LL]

1 30%ige Acrylamid-Stammldsung mit 0,8% Bisacrylamid im Verhé&ltnis 37,5:1

Fiir hoherprozentigere (12%) oder niederprozentigere (8%) SDS-PA-Gele wurde das Verhéltnis von
Acrylamid/Bisacrylamid zu Wasser dementsprechend berechnet. 10%ige PA-Gele sind gut geeignet
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fiir die Auftrennung von 20-200 kDa-Proteinen und 12%ige fiir 10-100 kDa-Proteinen. Nach AB-
caM® (Cambridge, UK) variieren die Bereiche fiir 10%ige PA-Gele von 15-100 kDa, fiir 12%ige von
10-70 kDa und niederprozentigere Gele von 8% eigenen sich gut fiir die Auftrennung von 25-200 kDa
Proteinen.

Die Gel-Losung sollte nach der genannten Reihenfolge zusammengefiigt werden, da die letzten bei-
den Komponenten (APS und TEMED) fiir das Auspolymerisieren des PA-Gels verantwortlich sind.
Nach Giefen des Trenngels wurde dieses mit Isopropanol zwecks Sauerstoff-freier Atmosphére iiber-
schichtet. Nach Auspolymerisation wurde das Isopropanol wieder entfernt, um das Sammelgel zu
gielen und mit einem Kamm zu versehen.

Die hergestellten SDS-PA-Gel-Sandwiches wurden in eine Laufkammer eingesetzt und diese zu etwa
2/3 mit 1x-SDS-PAGE-Laufpuffer befiillt (etwa 200-300 ml). Die 5x-SDS-PAGE-Stocklésung des

Laufpuffers setzte sich wie nachfolgend beschrieben zusammen:

125 mM Tris

960 mM Glycin
0,5% SDS

ad 500 ml HoOgest

Der pH des Laufpuffers sollte zwischen pH 8,3 - 8,6 (ohne Einstellen) liegen und keinesfalls mit HCI korrigiert werden, da C12~ -Ionen im Laufpuffer

die Elektrophorese stéren. Benutzter 1x (!)-Laufpuffer kann ca. 2-3x wiederverwendet werden.

Nach Auftragen der Proteinproben in die Geltaschen folgte die elektrophoretische Auftrennung bei
150 V (Spannungsquelle: “PowerPac 3007, Bi0-RAD). Die Auftrennung erfolgte bis die unterste
Proteinstandard-Bande fast den unteren Rand des Gels erreicht hatte (nach ca. 60-90 min) bzw.
der Bereich des Interesses geniigend aufgetrennt wurde. Fiir die SDS-PAGEs wurden hauptséchlich
Proteinstandards von NEB (Frankfurt/Main, D) sowie FERMENTAS (St. Leon-Roth, D) verwandt:
(ColorPlus) Prestained Protein Marker, Broad Range von 7-175 kDa (NEB), PageRuler’™ Prestai-
ned Protein Ladder (10-170 kDa) bzw. Spectra’™ Multicolor Broad Range (10-260 kDa) Protein
Ladder (FERMENTAS).

Nach erfolgter Auftrennung wurde das Sammelgel entfernt und das Trenngel konnte einer Coomassie-
Brilliant-Blue G250-Farbung, wie im nachfolgenden Abschnitt beschrieben, unterzogen bzw. in eine
Western-Hybridisierung (s. 4.13.7, S.151) eingesetzt werden.

4.13.6 Coomassie-Farbung von SDS-PA-Gelen

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine konnten mit Coomassie visualisiert werden (unspe-
zifisch, Nachweisgrenze: 0,5 pg pro Bande in einem PA-Gel). Dazu wurde das PA-Gel fiir 60 min in
Coomassie-Firbelosung bei RT und einer Schiittelfrequenz von 75 min~! inkubiert. Die Entfirbung
erfolgte fiir ca. 60 min ebenfalls bei RT in Coomassie-Entfarber, der jeweils nach ca. 15, 30 und
45 min gewechselt wurde. Anschlieftend wurden die PA-Gele iiN bei RT in HoO 4.4 geschiittelt, um
die iiberschiissigen Farbereste weiter zu minimieren. Zur Dokumentation wurden die Gele einges-
cannt.

Coomassie-Firbel6sung Coomassie-Entfiarber
0,1% Coomassie-Brilliant-Blue G250 (v/v) 40% Methanol (v/v)
40% Methanol (v/v) 10% Eisessig (=100%ige Essigsaure)(v/v)

10% Eisessig (=100%ige Essigsdure) (v/v)

8http://www.abcam.com/ps/pdf/protocols
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4.13.7 Western-Blot mit anschlielRender Immunodetektion

Mittels Western-Blot-(WB)-Analysen und anschliefender Immunodetektion konnten Proteine mit-
tels eines spezifischen Antikorpers (AKs) detektiert werden. Dazu wurden die durch SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine (s. 4.13.5, S.149) mit Hilfe eines Tank-(Wet-) Transfersystems (“Mini Trans-
Blot cell”; 7,5 x 10 cm Blottingfliche; Bio-RAD, Miinchen, D) auf eine proteinbindende Membran
iiberfiihrt und die rekombinanten Proteine durch Antikorper spezifisch detektiert.

Equilibrierung von proteinbindenden Membranen

Im ersten Schritt musste die proteinbindende Membran equilibriert werden. Dies gewéahrleistet ihre
Benetzbarkeit mit wéssrigen Puffern. In Abhéngigkeit ihrer Zusammensetzung wurden Membra-
nen unterschiedlich behandelt: PVDF-(Polyvinylidendifluorid)-Transfermembranen (“Hybond-P”;
GE HEALTHCARE, Miinchen, D) wurden erst fiir 10 sek in einer Farbeschale mit Methanol be-
netzt. Im Anschluss wurde die Membran fiir 5 min in HoOges gewaschen und danach mind. 15 min
bei +4°C und einer Schiittelfrequenz von 50 min~! in eiskaltem WB-Blotting-Puffer (WB-BlotP)
equilibriert. Nitrocellulose-Transfermembranen (“Roti®-N”; 20 x 20 cm; ROTH, Karlsruhe, D) muss-
ten dagegen nur fiir mind. 15 min bei +4°C und einer Schiittelfrequenz von 50 min~' in eiskaltem
WB-BlotP inkubiert werden.

Der WB-Blotting-Puffer (WB-BlotP) setzte sich folgendermafen zusammen:

0,303% Tris
1,44% Glycin
20% Methanol

(Keine Einstellung des pH-Wertes notwendig!)

Fiir den Ubertrag grofer Proteine wurde der WB-BlotP etwas variiert. Zusétzlich wurde SDS
(0,0375% bis 0,1%) zugegeben und die Methanolkonzentration auf 10% gesenkt. Dies sollte ver-
hindern, dass groffe Proteine im Gel prézipitieren und der Transfer beeintrachtigt wird.

Proteintransfer vom SDS-PA-Gel auf die Membran

Alle Bestandteile des Transfersystems wurden vor ihrer Verwendung mit 70%igem Ethanol gerei-
nigt. Vom PA-Gel, von dem zuvor das Sammelgel entfernt wurde, wurde das Trenngel durch das
Entfernen einer oder mehrerer Ecken fiir die spatere Zuordnung markiert und in WB-BlotP fiir
ca. 5 min equilibriert. In einem mit eiskaltem WB-BlotP befiillten Behéltnis wurden unter (!) dem
Fliissigkeitsspiegel die Blot-Sandwiches wie folgt zusammengebaut:

1. Der offene Blot-Sandwichrahmen wurde mit der schwarzen Seite untenliegend in das Behalt-
nis gelegt.
2. Auf die schwarze Seite wurden nacheinander folgende Lagen geschichtet:
ein Glasfaserschwamm,
zwei Lagen Whatman-Papier (zugeschnitten auf Schwammgrofe),
das vorbereitete Trenngel des PA-Gels,
die equilibrierte, proteinbindende Membran,
zwei Lagen Whatman-Papier (ebenfalls zugeschnitten auf Schwammgrofe) und
ein Glasfaserschwamm.
3. Aus jeder Schicht mussten sorgfaltig alle Luftblasen entfernt werden, um einen effektiven Pro-
teintransfer sicherzustellen.
4. Das Sandwich wurde zugeklappt und verschlossen.
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5. Die Blottingkammer wurde bis zum oberen Rand mit eiskaltem(!) WB-BlotP befiillt (ca.
450 ml) und der mit gefrorenem HoOg4es befiillte Eiscontainer zur Kiithlung in die Kammer
eingebaut (“Bio-Ice cooling uni”, Bio-RAD).

6. Danach wurde das Blot-Sandwich so in die Kammer eingefiigt, dass es mit der schwarzen
Seite zur schwarzen Seite der Blotapparatur zeigte. Zu beachten war, dass das Blotsandwich
vollstdndig mit WB-BlotP bedeckt sein musste.

7. Der Proteintransfer erfolgte fiir 45-60 min bei 100 V (Spannungsquelle: “PowerPac 300, B1o-
RAD).

8. Das Blot-Sandwich wurde nach dem Transferlauf wieder aus der Apparatur entfernt und
auseinandergebaut bis nur noch das PA-Gel auf einer Schicht Whatman-Papier liegend und
bedeckt von der Membran iibrig war.

9. Die Gelbegrenzungen wurden inklusive der abgetrennten Ecke auf die Membran iibertragen,
indem diese mit einer Schere auf dem Gel liegend zugeschnitten wurde. Fiir weiteren Ver-
lauf zu beachten: Die dem PA-Gel zugewandte Seite der Membran ist die Seite, auf der sich
die immobilisierten Proteine befinden. Diese musste im weiteren Verlauf immer nach oben
orientiert sein.

Farbung mit Ponceaurot

Eine Ponceaurot-Farbung konnte zu folgenden Zwecken durchgefithrt werden: Zum Einen zur Kon-
trolle der erfolgten Ubertragung der Proteine auf die Membran und zum Anderen zum eventuellen
Markieren eines ungefirbten Proteinstandards. Die Farbung erfolgte fiir ca. 1 min mit Ponceaurot
(0,25% Ponceaurot in 1% Essigsdure). Sie besitzt eine Nachweisgrenze von 1 ug Protein pro Ban-
de, ist vollstéandig reversibel und stort in den meisten Féllen die nachfolgenden immunochemischen
Reaktionen nicht. Zum Entfarben wurde 1%ige Essigsiaure verwendet, wobei die vollstandige Ent-
farbung der Membran erst im WB-Blocking-Puffer (WB-BlockP) erfolgte.

Immunodetektion

Die Methode der Immunodetektion erzielt beim Nachweisen rekombinanter Proteine eine grofe Sen-
sitivitdt und hohe Spezifitdt. Dies wird durch die spezifische Bindung eines primiren AKs an das
nachzuweisende Protein erreicht. An den gebundenen primédren AK kann wiederum spezifisch iiber
die vorliegenden konstanten Fc-Doménen ein sekundérer AK gebunden werden. An den sekundéren
AK kann ein chemisch leicht nachweisbares Enzym (z.B. die Meerrettichperoxidase; HRP, horse
radish perozidase) oder ein Fluorophor gekoppelt sein. Mittels eines passenden Nachweisreagenz
kénnen die auf diese Weise markierten Proteine detektiert werden.

In dieser Arbeit: Eine gekoppelte HRP katalysierte in Gegenwart von Wasserstoffperoxid die Um-
setzung von Luminol (bzw. dessen Derivaten) in seine oxidierte Form, bei der eine Lumineszenz
detektiert werden konnte. Diese Lumineszenz konnte nach Exposition mit einem Autoradiogra-
phiefilm und anschliefiender Entwicklung visualisiert werden. Alternativ konnte die Exposition und
Visualisierung auch mit dem “LAS3000-Imaging-System” vorgenommen werden.

Fir die Immunodetektion waren folgende Puffer notwendig: TTBS-Puffer, WB-Blocking-Puffer
(WB-BlockP) und WB-Wasch-Puffer (WB-WaschP).

TTBS (pH 7,5)! WB-BlockP (pH 7,5) WB-WaschP (pH 7,5)

20 mM Tris-HC1 10% Magermilchpulver?  0,5% Magermilchpulver?
500 mM NaCl ad TTBS (pH 7,5) ad TTBS (pH 7.5)
0,05% Tween 20

1Tris—HCl Tween 20 Buffered Saline 2Saliter, J.M. Gabler Saliter, Obergiinzburg, D
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Folgenden Antikorper (pAK-primérer AK, sAK-sekundirer AK) fanden u.a. in dieser Arbeit Ver-
wendung:

Zum Nachweis Hisg-markierter rekombinanter Proteine:

pAK: His Tag® Monoclonal Antibody aus Maus (NOVAGEN/ MERCK, Darmstadt, D). 3 ug AK
wurden nach Herstellerangaben in 100 pl sterilem HoOgesr aufgenommen und zur Anwendung
1:1000 in WB-WaschP verdiinnt.

SAK: Anti-Mouse IgG (whole molecule) Peroxidase antibody aus Ziege (SIGMA-ALDRICH,
Taufkirchen, D) wurde zur Anwendung 1:5000 in WB-WaschP verdiinnt.

Zum Nachweis von mit GFP-(Derivaten)-markierten rekombinanten Proteinen:

PAK 1: Anti-Green Fluorescent Protein (26-39) polyclonal Antibody aus Kaninchen (CALBIO
CHEM/MERCK, Darmstadt, D).

PAK 2: Anti-GFP monoclonal Antibody clones 7.1 and 13.1 aus Maus (ROCHE, Mannheim,
D).
Beide pAKs wurden i.d.R. zur Anwendung 1:1000-1:2000 in WB-WaschP verdiinnt.

sAK 1: Anti-Mouse IgG (whole molecule) Peroxidase antibody aus Ziege (SIGMA-ALDRICH).

SAK 2: Anti-Rabbit IgG (whole molecule) Perozidase antibody aus Ziege (SIGMA-ALDRICH).
Beide sAKs wurden i.d.R. zur Anwendung 1:5000 in WB-WaschP verdiinnt.

Zum Nachweis des AOX-Proteins:

PAK: Anti-AOX Antiserum aus Kaninchen (urspr. von Dr. J. M. Goodman, Univ. of Texas,
US, zur Verfiigung gestellt von M. Oku von der Univ. Kyoto, JP). Der pAK wurden zur
Anwendung 1:5000 in WB-WaschP verdiinnt.

SAK: Anti-Rabbit 1gG (whole molecule) Peroxidase antibody aus Ziege (SIGMA-ALDRICH).
Der sAK wurden zur Anwendung 1:5000 in WB-WaschP verdiinnt.

Die Membran wurde - mit der Proteinseite nach oben - in eine Féarbeschale gelegt, die mit 30-
50 ml WB-BlockP befiillt war. Die Abséttigung der noch unbesetzten Membranbereiche mit den
im BlockP enthaltenen Proteinen aus dem Milchpulver erfolgte (iN bei +4°C und einer Schiittelfre-
quenz von 50 min~! oder alternativ fiir 30 min bei RT und 60-90 min~'. Durch die Absittigung
dieser Proteinbindungsstellen auf der Membran sollte eine unspezifische Bindung der AKs verhin-
dert werden. Nach Verwerfen des BlockPs wurde die Membran bei RT nacheinander fiir 10 sek und
zweimal 10 min bei einer Schiittelfrequenz von 75 min~' in WB-WaschP gewaschen. Die Wasch-
16sungen wurden jeweils verworfen und anschlieffend wurden ca. 30 ml des verdiinnten, priméren
AKs auf die Membran gegeben, so dass diese vollstdndig benetzt wurde. Es folgte eine einstiindige
Inkubation bei RT und einer Schiittelfrequenz von 75 min~!. D1 AK-LOSUNG WURDE JEWEILS
WIEDER AUFGEFANGEN UND KONNTE CA. ZWEIMAL WIEDERVERWENDET WERDEN. Es folgte er-
neut ein dreimaliges Waschen fiir 10 sek und zweimal 10 min bei RT bei einer Schiittelfrequenz von
75 min~! in WB-WaschP. Die Waschlésungen wurden jeweils verworfen und anschliefend wurden
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ca. 30 ml des verdiinnten, sekundéaren AKs auf die Membran gegeben, so dass diese vollstédndig be-
netzt wurde. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei RT und einer Schiittelfrequenz von 75 min~!.
DiE VERDUNNTE AK-LOSUNG WURDE JEWEILS WIEDER AUFGEFANGEN UND KONNTE CA. ZWEI-
MAL WIEDERVERWENDET WERDEN. Es folgte wiederum ein dreimaliges Waschen bei RT fiir 10 sek
und zweimal 10 min bei einer Schiittelfrequenz von 75 min~! in WB-WaschP. Die Waschlésungen

wurden jeweils verworfen.

Die Western-Blot-Membran wurde in einer Folie (z.B. ein Autoklavierbeutel) liegend in eine Ront-
genkassette transferiert und mit “VisGlow Plus Chemiluminescent Substrate HRP” von VISUAL
PROTEIN (Taipeh, Taiwan) benetzt, das nach Herstellerangaben verwendet wurde. Pro Membran
wurden je nach Membrangrofe ca. 1-2 ml Substratlosung (bestehend aus Reagenz A und B im Ver-
haltnis 2:1) angewendet. Es folgten verschieden lang andauernde Inkubationen (1-15 min oder ldnger
je nach Notwendigkeit) mit einem Autoradiographiefilm (“Amersham Hyperfilm ECL”, GE HEALTH-
CARE, Miinchen, D) in der Kassette. Der Film wurde anschlieftend in der Film-Entwicklungsmaschine
“Processor Compacts” der Firma PROTEC (Oberstenfeld, D) entwickelt. Alternativ konnte die Mem-
bran auch mittels des “LAS3000-Imaging-Systems” (FuJIFILM COOPERATION, Diisseldorf, D) ana-
lysiert werden.

4.13.8 Dot Blot

Fiir einen Dot-Blot wurde die Membran je nach ihrer Zusammensetzung equilibriert (s. 4.13.7, ab
S.151). Anschliefend wurden 3, 5 und 10 ul des Proteinextrakts bzw. des zu testenden AKs auf-
getragen und 2 min einwirken gelassen. Danach war es wichtig, die Membranen in GETRENNTEN
Gefiflen weiter zu behandeln! Das Blocken der Membranen erfolgte dann fiir 30-60 min bei RT in
WB-BlockP und das Waschen fiir 10 sek und zweimal 10 min bei RT in WB-WaschP (Pufferzu-
sammensetzungen s. 4.13.7). Der WB-BlockP sollte nach dieser Anwendung nicht wiederverwendet
werden! Nach dem Waschen der Membranen konnten diese in einem Geféaft zusammengefiihrt werden
und zuerst mit dem priméren AK und nach Waschen (10 sek, zweimal 10 min) mit dem sekundéren
AK bei RT inkubiert werden (wie in 4.13.7 beschrieben). Nach dem letzten Waschschritt (10 sek,
zweimal 10 min) erfolgte die Detektion mit dem “VisGlow Plus Chemiluminescent Substrate HRP”.
Die Exposition konnte, wie am Ende von 4.13.7 beschrieben, durchgefiihrt werden.

4.13.9 Funktionalitatstest von HRP-gekoppelten Antikorpern

Neben dem Dot Blot konnten die sekundéren, HRP-gekoppelten AKs mittels DAB-Peroxidase-
Substrat-Tabletten (Sigma Fast”™ 3,3’-Diaminobenzidine Tablet Set; SiIGMA ALDRICH, Taufkir-
chen, D) getestet werden. Nach Verwendung nach den Angaben des Herstellers konnte die Losung
dunkelrot werden. Dies war ein Indiz, dass der sekundédre AK aktiv war. Bleibt die Lésung nach
Zugabe der 2 Tabletten nur leicht rot gefarbt, wies dies daraufhin, dass die an den sekunddren AK
gekoppelte Enzymreaktion defekt war.

4.14 lIsolierung und Analyse von Lipiden

Fiir die Verifizierung generierter Hefetransformanten beziiglich ihrer Fahigkeit in vivo SG zu syn-
thetisieren, wurden zuerst Gesamtlipidextrakte hergestellt. Danach konnte durch Verseifung die
Glycolipid-Fraktion weiter separiert werden.
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4.14.1 Herstellung eines Gesamtlipidextrakts aus P. pastoris

Gesamtlipidextrakte wurden aus (Methanol-induzierten) P. pastoris-Zellen hergestellt. Dazu wur-
den die Zellen einer 50-100 ml Kultur mittels Zentrifugation in einem 50 ml-RG geerntet (5 min,
3.220 xg), der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 15 ml HyOgest aufgenommen (Resuspen-
dierung durch Vortexen), um fiir 10-15 min in kochenden Wasser erhitzt zu werden. Dies dient der
Inaktivierung von Phospholipasen und Isomerasen. Nach einer Abkiihlung auf Eis und Transfer in
ein mittleres (20 ml) Glas-Schliffgldschen (Falcons mit 5 ml HoO4es; nachgespiilt) folgte eine erneute
Zentrifugation fiir 5 min bei 1.000 xg bei RT (ohne Stopfen!). Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet in 10 ml des Extraktionsgemisches Chloroform/Methanol im Verhéltnis 1:1 resuspen-
diert. Die erste Extraktion erfolgte fiir mind. 4 h bei +4°C, einer Schiittelfrequenz von 175 min~!
liegend auf einem Schiittler. Anschliefend wurde die Suspension bei 1.000 xg und RT fiir 5 min
zentrifugiert und der erste Extrakt in ein grofes (40 ml) Glas-Schliffglaschen mit Stopfen dekantiert
und bei +4°C gelagert (=1. Extrakt). In einem zweiten Extraktionsschritt wurden die Zellreste in
9 ml Chloroform/Methanol (2:1) resuspendiert, bei einer Schiittelfrequenz von 175 min~! liegend
weitergeschiittelt und anschlieffend bei 1.000 xg und RT fiir 5 min abzentrifugiert. Der resultierende
Uberstand (=2. Extrakt) wurde mit dem 1. Extrakt vereinigt und konnte bei +4°C gelagert wer-
den. Abhédngig von der Konsistenz der Zellpellets musste der 2. Extrakt evtl. durch eine mit Watte
gestopfte Pasteurpipette filtriert werden.

Die erhaltenen Extrakte wurden im Glas-Schliffglaschen mit Chloroform, Methanol und HoO g4
versetzt. Um ein Verhéltnis von 2:1:0,75 einzustellen wurden 5 ml Chloroform und 6 ml 0,45%
NaCl. Die Phasentrennung erfolgte anschliefend durch Zentrifugation bei 1.000 xg und RT fiir
5 min. Die untere Chloroformphase wurde dann {iber eine mit Watte gestopfte Glas-Pasteurpipette
in ein Sovirell-Réhrchen iiberfithrt und unter einem Argonstrom (erzeugt eine Sauerstoff-freie Iner-
tatmospére) und bei 50-55°C in einem Heizblock bis zur Trockene eingeengt (Probenaufbereitungs-
System zum Eindampfen oder Trocknen von Probenmaterial “Clinitherm”, BARKEY, Leopoldshohe,
D). Die eingeengten Lipide (bzw. der Riickstand) wurden in ca. 300 pl Chloroform bzw. Chlo-
roform/Methanol (2:1) aufgenommen, wahlweise auch in mehr oder weniger, um eine einheitliche
Gelbfarbung (ein Indiz fiir die Lipidmenge) zu erzielen. Die Gesamtlipidextrakte konnten bei -20°C
gelagert werden. Fiir eine qualitative Analyse wurden ca. 10 ul Lipidextrakt diinnschichtchromato-
graphisch aufgetrennt.

4.14.2 Diinnschichtchromatographische Auftrennung von Lipiden

Die Auftrennung eines Lipidgesamtextraktes in Lipidklassen konnte mittels der Methode der Diinn-
schichtchromatographie (DC) erreicht werden. Dazu wurden als stationdre Phase polare Kieselgel-
DC-Glasplatten (Kieselgel 60-DC-Fertigplatten; Schichtdicke: 0,25 mm; 5, 10 und 20 cm x 20 cm;
diverse Hersteller) oder Kieselgel-DC-Aluplatten (Kieselgel 60-DC-Fertigplatten, alu-minium sheets,
diverse Hersteller) verwendet. Die unpolare, mobile Phase wurde entsprechend der zu trennenden
Substanzen ausgewéhlt. Fiir eine sensitivere Auftrennung wurden HPTLC(High performance thin
layer chromatography)-Platten verwandt.

Auf der DC-Platte wurde die Auftragslinie fiir die Proben 1-1,5 cm vom Rand entfernt festgelegt.
Links und rechts von den Probenauftragungspunkten wurde je 1 cm frei gelassen. Die zumeist in
Chloroform/Methanol (2:1) aufgenommenen Proben wurden i.d.R. tiber eine Strecke von 0,5 - 1 cm
mit Hamilton-Mikroliterspritzen aufgetragen, wobei 0,5-1 cm zwischen den einzelnen Proben aus-
gelassen wurde. Die Lipide wurden auf einer DC-Platte, welche in eine mit Laufmittel geséttigte
DC-Kammer (DESAGA, Heidelberg, D) eingesetzt wurde, fiir ca. 1 h aufgetrennt. Durch Verwen-
dung des Laufmittels Chloroform/Methanol (85:15) konnten Glycolipide aufgetrennt und das Lipid
des Interesses - hier das SG - als eine einzelne Bande dargestellt werden.

Nach Entnahme der DC-Platte aus der DC-Kammer und Verdampfen des restlichen Laufmittels
konnten die Lipide auf diverse Weisen visualisiert werden. Durch das a-Naphtholschwefelsdure-
Spriithreagenz konnten Glycolipide nach Veraschen bei 150-180°C (“TLC Plate Heater 111”7, CAMAG,
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Berlin, D) detektiert werden. Diese Visualisierung ist jedoch irreversibel und sollte fiir die Isolierung
und Aufreinigung eines Glycolipids keine Verwendung finden. Stattdessen bietet sich die Visualisie-
rung durch das Sprithreagenz ANS an (s. 4.14.4, S. 157). Das a-Naphtholschwefelsdure-Spriihreagenz
setzte sich folgendermafsen zusammen:

8 g a-Naphthol

250 ml Methanol 16sen
20 ml Hgodest

30 ml 96% H3SO4

(Zugabe der Saure erfolgte unter Riihren auf Eis)

Nach der Visualisierung der Lipide konnten die Platten eingescannt und ausgewertet werden. Zur
Bestimmung der Retentionsfaktor-Werte (Rf-Werte) der einzelnen Lipide wurde das Verhéltnis der
Laufstrecken der Lipidbanden zur Laufstrecke des Laufmittels bestimmt:

Rf-Wert = Laufstrecke der Lipidbande [in cm|/Laufstrecke des Laufmittels [in cm)|

Die Zuordnung des synthetisierten SG zu einem bestimmten Anomer erfolgte in dieser Arbeit nach
Abgleich der ermittelten Rf-Werte mit denen von nicht-markierten Referenzen. Durch diesen Ab-
gleich kann die stereochemische Struktur “phanotypisch” ohne aufwendige Strukturanalyse bestimmt
werden. Je besser die Auftrennung der Lipide erfolgte, desto eindeutiger konnte zwischen den Ano-
meren differenziert werden, aber auch der ermittelte Genotyp wurde der Verifizierung mit zugrunde
gelegt. Zudem ist es wichtig zu beachten, dass Anderungen des Sterolriickgrats minimale Schwankun-
gen im Rf-Wert hervorrufen konnten. Die Unterschiede im Laufverhalten ergeben sich hauptséchlich
aus der Art des Zuckers und seiner Verkniipfung an das Sterolriickgrat.

4.14.3 Verseifung von Lipiden

Um Glycolipide besser aus einem Gesamtlipidextrakt isolieren zu kénnen, ist es hilfreich zuvor die
Phospholipide (Phosphoglycerolipide), welche auf der DC-Platte in Chloroform/Methanol (85:15)
unterhalb der Glycolipide laufen, vor der Auftrennung zu hydrolysieren. Glycosylceramide/Cerebro-
side und SGs sind dagegen alkalistabil, und die freien Fettsduren laufen kurz hinter der Losungs-
mittelfront.

Die Verseifung konnte durch die alkalische Hydrolyse von Esterbindungen erzielt werden. Dazu
wurde ein Gesamtlipidextrakt (mind. 100 ul) in einem Sovirell-Réhrchen unter einem Argonstrom
(erzeugt eine Sauerstoff-freie Inertatmospére) und bei 50-55°C in einem Heizblock bis zur Trockene
eingeengt (“Clinitherm”, BARKEY, Leopoldshéhe, D). Danach wurden die Lipide vollstdndig in Chlo-
roform/Methanol (2:1) gelost und anschliefsend 1/5 Vol 1,2 M KOH zugegeben. Das Gemisch musste
nun fiir 1 h bei 40°C in einem Wasserbad inkubiert werden. Durch Zugabe von Chloroform, Metha-
nol und 0,45% NaCl wurde ein Chloroform/Methanol /HyO ges-Verhaltnis von 2:1:0,75 eingestellt.
Die untere Chloroformphase wurde in ein neues Sovirell-R6hrchen iiberfiihrt und erneut unter ei-
nem Argonstrom bei 50-55°C in einem Heizblock bis zur Trockene eingeengt. Die eingeengten Lipide
wurden wieder in Chloroform/Methanol (2:1) aufgenommen.

Neben der Verseifung mit KOH konnte auch eine weitere Variante mit Natriummethylat angewandt
werden. Dazu wurden mind. 100 pl eines Lipidextraktes (am besten zuvor schon in Methanol gelost,
ansonsten nach Einengen unter einem Argonstrom) in 1,5 ml Methanol aufgenommen und mit 30 pl
Natriummethylat (30% in Methanol) versetzt. Es folgten 30 min Inkubation bei RT, anschliefend
wurden 3 ml Chloroform zugegeben, die Proben gegen 1,2 ml 0,45% NaCl ausgeschiittelt, wieder-
um unter einem Argonstrom bis zur Trockene eingeengt und in einem kleinen Volumen Chloroform
gelost. Die verseiften Lipide konnten danach praparativ iiber eine DC-Platte gereinigt werden (N&-
heres in 4.14.4).
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4.14.4 lIsolierung und Aufreinigung von Lipiden

Eine Isolierung einzelner Lipide aus einem Gesamtlipidextrakt konnte mittels praparativer Diinn-
schichtchromatographie erreicht werden. Um die Aufreinigung einzelner Lipide zu erleichtern, konnte
der Gesamtlipidextrakt mittels eines Sdulenverfahrens fraktioniert werden.

Priaparative Diinnschichtchromatographie

Fiir die praparative Diinnschichtchromatographie wurde ein (verseifter) Gesamtlipidextrakt oder
nur eine bestimmte Fraktion wie in 4.14.2 beschrieben auf eine Glas-DC-Platte aufgetragen und
diinnschichtchromatographisch aufgetrennt. Die Auftragefliche betrug diesmal jedoch 8-16 cm und
um eine Uberladung des Kieselgels zu unterbinden, wurde zuvor die Lipidmenge mit einer Test-DC
abgeschitzt. Im Anschluss wurde die DC-Platte mit ANS-Spriihreagenz behandelt. Das Reagenz
erwirkt ein Fluoreszieren aller hydrophoben Verbindungen bei 366 nm unter UV-Licht (UV-Leuchte
(366 nm/254 nm), CAMAG, Berlin, D). Das ANS-Spriihreagenz setzte sich aus 0,2% 1-Anilin-8-
naphthalinsulfonat gelost in Methanol zusammen.

Der Bereich der zu isolierenden Lipidbande wurde mit einem Bleistift gekennzeichnet und nach
leichtem Besprithen der Glasplatte mit HoOges; mit einem Spatel in ein 20 ml-Glas-Schliffgldschen
abgekratzt. Das gewiinschte Lipid wurde durch Zugabe von 6 ml Chloroform/Methanol (2:1) wéh-
rend ca. 5-miniitiger Inkubation bei RT aus dem Kieselgel extrahiert. Des Weiteren wurden zur
Isolierung des Lipids 1,5 ml 0,45% NaCl hinzugegeben, damit ein Chloroform/Methanol/HoO et -
Verhéltnis von 2:1:0,75 eingestellt wurde, kraftig geschiittelt und zur Phasentrennung bei 1.000 xg
fiir 5 min ohne Glasstopfen zentrifugiert. Die untere Chloroformphase wurde iiber eine mit Watte
gestopfte Glas-Pasteurpipette, um die sich in der Phasengrenze angesammelten Kieselgelreste nicht
mitzufiihren, in ein 10 ml-Gléschen iiberfiihrt und unter einem Argonstrom (erzeugt eine Sauerstoff-
freie Inertatmospére) und 50-55°C in einem Heizblock bis zur Trockene eingeengt ("Clinitherm",
BARKEY, Leopoldshéhe, D). Optional konnte die wéssrige Phase ein zweites Mal durch Zugabe von
4 ml Chloroform ausgeschiittelt, kurz zentrifugiert und dann die beiden Chloroformphasen nach
Filtration, wie zuvor beschrieben, vereinigt werden. Das gereinigte, isolierte Lipid wurde in 300 pl
Chloroform/Methanol (2:1) aufgenommen, konnte danach in ein Rollrandgldschen {iberfiihrt, mit
einer Bordelkappe verschlossen und bei -20°C aufbewahrt werden.

Fraktionierung eines Gesamtlipidextraktes

Grofere Lipidextraktmengen konnten mit Hilfe von Strata SPE (Solid Phase Extraction)-Sdulen
(PHENOMENEXX, Aschaffenburg, D) in Neutrallipide (freies Sterol, TAG, DAG, Sterylester), Gly-
colipide (GlcCer, SG) und Phosphoglycerolipide fraktioniert werden. Hierfiir musste die Séule zuerst
mit ca. 6 ml Chloroform/Petrolether (8:2) (alternativ konnte anstelle dessen auch nur Chloroform
verwendet werden) equilibriert werden. Nach Zugabe des Lipidextraktes auf die Sdule konnte die
Neutrallipid-Fraktion durch mehrmaliges Spiilen mit Chloroform/Petrolether (8:2) aus der Sau-
lenmatrix gelost und in einem Sovirell-RShrchen aufgefangen werden. Die Glycolipide wurden mit
Aceton/Isopropanol (9:1) und die verbleibenden Phospholipide schlieflich durch Zugabe von Me-
thanol eluiert. Alle Fraktionen wurden in jeweils neuen, frischen Sovirell-R6hrchen aufgefangen. Die
gesammelten Fraktionen wurden unter einem Argonstrom bei 50-55°C in einem Heizblock bis zur
Trockene eingeengt (“Clinitherm”, BARKEY, Leopoldshéhe, D) und in jeweils einem kleinen Volu-
men Chloroform oder Chloroform/Methanol (2:1) gelost.

4.14.5 Peracetylierung von Lipiden (fiir NMR- und ESI-FT ICR
MS-Analyse)

Durch die Methode der Peracetylierung werden freie Hydroxygruppen mit der Essigsdure aus Es-
sigsdureanhydrid verestert und auf diese Weise maskiert. Dies ist u.a. fiir die ESI-MS- und auch die
NMR-Analyse von Vorteil.
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Die zu acetylierende Probe musste hierfiir wasserfrei sein. Das gereinigte Lipid (fiir eine NMR-
Analyse wurden mindestens 200 ug benotigt, fiir ein Massenspektrum etwa 20 pg) wurde im Spitz-
kolben am Rotationsverdampfer getrocknet, in 500 pl Pyridin und 200 pl Essigsdureanhydrid gelost
und iN bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschlieftend wurden 3 ml Isopropanol hinzugefiigt und
der Ansatz erneut eingeengt. Zum Entfernen der Pyridinreste wurden die acetylierten Lipide noch
weitere Male (4-5x) mit 3 ml Isopropanol gewaschen und schlieflich in 300 pl Chloroform gelost.
Die Reinigung erfolgte iiber eine praparative DC (s. 4.14.4) und als Laufmittel wurde Diethy-
lether bzw. Diethylether/Petrolether (1:1) verwendet. Die acetylierten Lipide wurden abgekratzt,
mit Chloroform/Methanol (2:1) aus dem Kieselgel gelost, in Bordelgliaschen abgefiillt und unter
einem Argonstrom bei 50-55°C in einem Heizblock bis zur Trockene eingeengt (“Clinitherm”, BAR-
KEY, Leopoldshohe, D).

Die NMR- und ESI-MS-Analysen wurden von Herrn Prof. Dr. Ulrich Zahringer und seinen Mitar-

beitern des Forschungszentrums Borstel durchgefiihrt.

4.15 Mikroskopie

In diesem Abschnitt soll auf die Transmissionselektronen- und Fluoreszenzmikroskopie eingegangen
werden. Beide Methoden wurden in dieser Arbeit zur Analyse von (transgenen) Hefezellen ange-
wandst.

4.15.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Bei einem Transmissionselektronen-(TE)-Mikroskop handelt es sich ebenso wie bei einem Lichtmi-
kroskop um ein Durchstrahlungsmikroskop. Analog zu dem im Lichtmikroskop vorhandenen Kon-
densor, Objektiv und Okular ibernehmen die Elektronenlinsen im TE-Mikroskop diese Funktionen.
Der Vorteil der Verwendung der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) liegt in der gesteiger-
ten Auflosung.

Um aus freigesetzten Elektronen den benétigten Elektronenstrahl generieren zu konnen, ist das
Anlegen eines Hochvakuums notwendig. Da ein Hochvakuum bendétigt wird, konnen Lebewesen im
Gegensatz zur Lichtmikroskopie nicht direkt betrachtet werden, sondern es erfordert das Praparie-
ren von Diinnschnitten. Weitere Griinde, die gegen das Untersuchen lebender Objekte mittels TEM
sprechen, sind die Objektdicke und Kontrastarmut. Durch die notwendigen Préparationsbedingun-
gen kann ein Artefakt-Bild erhalten werden, d.h. das Verteilungsmuster von Schwermetallatomen
eines zuvor entwésserten Praparates wird durch die Bestrahlung mit Elektronen registriert.
Nachfolgend sind die grundlegenden Préaparationsschritte fiir die TEM-Darstellung kurz umschrie-
ben:

1. Fixation
Das Fixieren dient einer schnellen, bestméglichen Strukturerhaltung sowie -stabilisierung und
verhindert autolytische Abbauprozesse. Es wird mit einer chemischen Doppelfixation begon-
nen.

Primér-Fixation

Zur Primér-Fixation werden hauptsichlich Aldehyde verwendet. Diese vernetzen NHs-
Gruppen benachbarter Proteine iiber Methylenbriicken. Zu beachten ist jedoch, dass nur
Aldehyd-gefarbtes Gewebe sehr kontrastarm ist.

Sekundar-Fixation
Eine zweite Fixation kann u.a. mit Osmium erfolgen, dabei werden vorrangig Membra-
nen (Lipide/Proteine) fixiert. Dies beruht auf der Reaktion von Osmiumséure (H5OsOs,
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Osmiumtetroxid in Wasser) mit Doppel- und Dreifachbindungen sowie mit SH-Gruppen
von Lipoiden und Proteinen. Dieser Schritt dient zudem der Kontrastierung des Mate-
rials, da Osmium wegen seines hohen Atomgewichts ein gutes Kontrastmittel darstellt.

2. Entwasserung
Dieser Schritt ist wichtig, da unter Hochvakuum gearbeitet wird und das in der Probe vor-
handene Wasser verdampfen wiirde! Zur Entwésserung wird meistens Alkohol oder Aceton
verwendet.

3. Einbetten in Kunststoff
In diesem Schritt wird das Entwésserungsagenz gegen Kunststoff getauscht und die Proben
anschlieftend im Ofen ausgehértet.

4. Diinnschnitte
Wie zuvor beschrieben miissen Diinnschnitte angefertigt werden, welche auf ein Tragermate-
rial aufgebracht werden. Dazu koénnen z.B. Kupfernetzchen verwendet werden. Fiir eine hohe
Auflésung sollten die Schnitte méglichst diinn und die Tragerfolien gut durchstrahlbar sein,
wobei das Objekt die thermische, ionisierende Belastung und das Vakuum aushalten muss.

5. Konstrastierung der Schnitte
Da die generierten Elektronen nur ausreichend durch Schwermetalle abgelenkt werden, werden
die Schnitte mit Bleicitrat und Uranylacetat nachkontrastiert. Dadurch wird die Elektronen-
dichte kiinstlich erhoht, aufgrund dessen dass das Kontrastmittel von Teilen des Objektes
mehr oder weniger spezifisch gebunden und das Objekt somit dunkler gegeniiber seiner Um-
gebung wird.

6. Betrachtung der Schnitte.

Detailliertes Protokoll zur Einbettung und Préparation von Diinnschnitten

In dieser Arbeit wurden Hefezellen fiir die TEM verwendet. Dazu wurden P. pastoris-Zellen in 50 ml
YPD bei 30°C und 180-200 rpm angezogen bis eine ODggp von 1,0 erreicht wurde (Medien s. 4.2.2,
S.119). Danach wurden die Zellen fiir 3 min bei 3.220 xg geerntet, mit HoOges; gewaschen und zur
Induktion in 50 ml MM-Medium (0,5%) aufgenommen. Die Inkubation erfolgte fiir 9 h bei 30°C und
180-200 rpm. Danach wurden die Zellen wiederum geerntet, gewaschen und in 50 ml MD-Medium
aufgenommen und fiir weitere 9 h bei 30°C und 180-200 rpm inkubiert. Die Zeitpunkte der Proben-
nahmen variierten zwischen 0 h und 9 h in MM- und MD-Medium. Die Zeitpunkte konnten z.B. in
Anlehnung an Sakai et al. [298] folgendermafen gewihlt werden: 0; 0,5; 2; 3; 6 und 9 h.

Nach Ernte von je 2 ml Kultur pro Zeiteinheit in einem 1,5 ml-RG (wegen dem zulaufenden Bo-
den!) bei 13.000 rpm fiir 3 min, wurden die Zellen mit 0,5 ml HoO4.5; gewaschen. Danach folgte die
erste Fixation der pelletierten Zellen fiir 30 min bei RT in 100 pl Glutaraldehyd (CsHgOao, giftig)
und anschliefend fiir weitere 2 h auf Eis. Dazu wurden 2% Glutaraldehyd in 75 mM Cacodylat-
Puffer, pH 7 angesetzt. ZU BEACHTEN IST, DASS DIE ZELLEN WAHREND DER GESAMTEN PROZE-
DUR NICHT TROCKEN FALLEN DURFEN! Nach dreimaligem Waschen der Zellen in 100 pl 75 mM
Cacodylat-Puffer, pH 7 und Zentrifugation fiir 3 min bei 13.000 rpm kann das Zellpellet im Uber-
stand des letzten Waschpuffers bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert werden.

Zur einfacheren Handhabung der Zellen im weiteren Verlauf wurden diese einer Agareinbettung
unterzogen. Dazu wurde nach Zentrifugieren und Absaugen des Waschpuffers das Zellpellet mit
warmer 2%iger Agarlosung im Verhéltnis 1:1 im 1,5 ml-RG gemischt und der Agar sofort auf Eis
aushartet. ACHTUNG: KEINE LUFTBLASEN ERZEUGEN UND DIE ZELLEN NICHT ZU SEHR AUF-
WIRBELN, DAMIT DIESE KOMPAKT BLEIBEN! Das ausgehértete Zell-Agar-Gemisch wurde aus dem
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Gefék geklopft, die Zell-Agar-Blocke von zellfreiem Agar abgetrennt (auf einer Glasplatte mit Ra-
sierklinge), nochmals mit Agar betropft und auf Eis ausgehértet. Nur Agar mit eingeschlossenen
Zellen wurde in ein Rollrandgefafs {iberfiihrt. Optional konnten die Zellen an dieser Stelle in 75 mM
Cacodylat-Puffer (pH 7) im Rollrandgldschen bei +4°C bis zur néchsten Fixation gelagert werden!
Die zweite Fixation konnte iiN oder fiir 60 min bei RT nach Verwerfen des Waschpuffers in Osmi-
umtetraoxid (OsOy, giftig; 1% in 75 mM Cacodylat-Puffer pH 7) erfolgen. Dabei verfiarbten sich die
Agar-Zell-Blocke schwarz. Nach dreimaligem Waschen der Agar-Zell-Blocke mit 75 mM Cacodylat-
Puffer, pH 7 und Zentrifugation fiir 3 min bei 13.000 rpm konnte die Entwésserung folgen.

Dazu wurde nach Entfernen des Waschpuffers fiir die Spurr-Einbettung stufenweise mit Aceton
entwéssert. Dabei wurde die Acetonkonzentration langsam, wie folgt, GESTEIGERT:

auf Eis fiir je 10 min inkubieren mit 15%, 30%, 50%, 70%, 90% und 100% Aceton
bei RT fiir zweimal 15 min inkubieren mit 100% Aceton

Die Gesamtdauer betrug 90 min. Aceton, welches auf Eis angewendet wird, sollte gekiihlt sein!
Danach folgte der langsame Wechsel von Aceton zum Spurr-Einbettungsgemisch (LVG, Low Visco-
sity Gemisch), welches sich folgendermafien zusammensetzt:

5 g VCD (E.R.L. 4206, Vinycyclohexendioxid)

3 g D.E.R. 736 (Diglycidether von Propylenglycol - Weichmacher)

13 g NSA (Nonenyl-Bernsteinsaureanhydrid - Harter)

0,2 g DMAE (S-1, Dimethylaminoethanol - Beschleuniger)

VCD + D.E.R 736 + NSA gut mischen (Magnetriihrer)

DMAE zugeben und weitere 30 min mischen

(Spurr kann bei -20°C etliche Monate aufbewahrt werden, bei RT nur 2-3 d!!)

Tipp: FRUHZEITIG ANSETZEN, DAMIT SICH DIE ZAHE MASSE GUT DURCHMISCHEN KANN. GERA-
DE DANN WENN MISCHUNGEN MIT ACETON ANGESETZT WERDEN MUSSEN!

Danach wurden die Proben fiir 60 min in Aceton+Spurr (3+1 Teile) gerollt oder geschiittelt und
im Anschluss fiir weitere 60 min in Aceton+Spurr (141 Teil).

Dann war das weitere Vorgehen variabel. Entweder man schiittelte (oder rollte) die Proben (A)
fir 60 min in Aceton+Spurr (1+3 Teile) und belief die Proben N in 100% Spurr, welches am
néchsten Morgen noch einmal gewechselt wurde oder man schiittelte (oder rollte) die Proben (B)
N in Aceton-+Spurr (143 Teile), wobei die Deckel der Rollrandgeféifie nicht komplett verschlossen
sein sollten, damit das Aceton iiN etwas verdampfen konnte. Am néchsten Tag wurden die Proben
dann fiir 3 h in 100% Spurr belassen, welches zwischendurch einmal gewechselt werden sollte. Alle
diese Schritte waren bei RT durchzufiihren.

Im Anschluss konnten die Objekte in Einbettungsformen aus Silikon oder Kautschuk gebracht und
diese mit Spurr aufgefiillt werden. Die hier angewandte Flacheinbettung hat die Schaffung einer
moglichst grofen Querschnittsflache fiir die nachfolgenden Ultradiinnschnitt-Techniken zum Ziel.
Das Auspolymerisieren der Proben erfolgte bei 70°C fiir 24 h in einem Ofen.

Die Herstellung der Ultradiinnschnitte erfolgte mit einem Mikrotom der Firma DIATOME (Biel,
Schweiz). Anschlieflend wurden die Schnitte auf ein Trégermaterial, z.B. Kupfernetzchen, aufge-
bracht. Hierbei gilt die Regel “Auflésung gleich 1/10 der Objektdicke”, um eine moglichst hohe
Auflésung im TEM zu erzielen.

Die Kontrastierung der Schnitte wurde mit Uranylacetat und Bleicitrat erreicht. Dabei kann ein-
zeln wie auch hintereinander folgend doppelt kontrastiert werden. Folgende Kontrastmittel fanden
in dieser Arbeit Anwendung:

Uranylacetat (UA, schwach radioaktiv) lagert sich an Phosphat-Gruppen der Nukleinsduren an. Die
Kontrastierung erfolgte mit einer geséttigen wissrigen Losung fiir 5-10 min. Dazu wurden die Netze
mit den Schnitten nach unten auf UA-Tropfchen gelegt und das UA mit HoOgesr wieder abgespiilt.
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Bleicitrat bewirkt eine Kontrasterhthung von Membranen, Proteinen und Nukleinsduren. Nach
Reynolds musste angesetzt werden:

1,33 g Pb(NOg)Q

1,76 g Nag(CGH507) -2 HQO (Na—Citrat)

-+ 30 ml frisch abgekochtes Wasser

> 30 min Schiitteln bis Bleinitrat zu Bleicitrat umgewandelt wurde

+ 8 ml 1 N NaOH-Lésung und mit frisch abgekochtem Wasser ad 50 ml auffiillen

Bei reduzierter COg-Konzentration wurden die Netze auf Tropfen der Losung (pH 12) fiir 5-15 min
gelegt, danach sofort kurz mit 0,02 N NaOH-Losung abgespritzt (oder in diese eingetaucht) und
nochmals dreimal mit Wasser gewaschen!

Die Durchmusterung der Schnitte erfolgte in einem TE-Mikroskop (“LEO 906 E”, Zgiss, Oberko-
chen, D). Die Ergebnisse wurden mit einer im Gerét integrierten Kamera dokumentiert.

Die TEM-Analysen wurden mit Unterstiitzung von Elke Woelken (Biozentrum Klein-Flottbek, Uni-
versitdt Hamburg) durchgefiihrt. Dazu gehorte die Unterstiitzung bei der Einbettung, die zur Ver-
fiigungstellung von Reagenzien und Materialien sowie die Herstellung der Diinnschnitte und die
Einweisung in das Mikroskop.

4.15.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die ersten fluoreszenzmikroskopischen Analysen wurden P. pastoris-Zellen mit Methanol indu-
ziert und in einer entsprechenden Verdiinnung auf Fluoreszenzsignale iiberpriift. Dazu wurde das
AxioVert-Fluoreszenzmikroskop “Imager Z1” (ZEIss, Jena, D) der Arbeitsgruppe Schéfer (Phytopa-
thologie, Universitat Hamburg) genutzt, dass die folgenden Filter zur Verfiigung stellte: DAPI (exc
335-383 nm, em 420-470 nm), GFP (exc 450-490 nm, em 500-550 nm) und dsRed (exc 538-562/570
nm, em 570-640 nm).

Weiterfithrende Analysen wurden von Masahide Oku (Universitat Kyoto, JP) durchgefiihrt. Dieser
fithrte die Fluoreszenzstudien analog zu der Beschreibung in Oku und Sakai [261] durch.
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Abbildung 4.1: Ubersicht iiber mégliche AS-Austausche und Screening-Mdaglichkeiten mittels
Restriktion.

Alle vorgefundenen Méglichkeiten in Bezug auf AS-Wechsel und eine Ubersicht iiber vorhandene, erzeugte bzw. deletierte Re-
striktionsschnittstellen (Sites) konnen dieser Abbildung entnommen werden. Die in dieser Arbeit ausgew&hlten Modifikationen

kénnen ebenfalls Abbildung 2.1 (S.48) entnommen werden.
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Anhang 2. Ausschnitt eines Nukleotid- und AS-Sequenzalignment des nativen pCFP-ugt51b1-
FL-Vektors und der drei durch SDM-modifizierten pCFP-ugt51bl-Vektoren.
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Abbildung 4.2: Ubersicht iiber die eingefiigten Mutationen in pCFP-ugt51b1.

Sequenzalignment eines Ausschnitts der Nukleotidsequenzen (oben) und der Proteinsequenzen (unten). Bei MutA wurde das

Triplett cca zu cta und somit Prolin zu Leucin, bei MutB gga zu aga und Glycin zu Arginin und bei MutC gat zu gct und
Aspartat zu Alanin. (s. auch Abb.2.1, S.48)
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Anhang 3. Klonierungsstrategien fiir die Expression synthetischer Gene (art Bb0572, art Bb0767
und art Bh0572) in P. pastoris und E. coli.

Ncol (EcoRI)
| | -ATG- -His,-Tag- -A'I'G- ., -Stolpp- | |

17

1. Klonierung in pPIC3.5 (Invitrogen) flr Expression in P. pastoris:

> N-terminaler His,-Tag
> ohne His,-Tag
> CFP und PH-GRAM-Domane aus Ugt51B1 einsetzbar

2. Klonierung in pET24d(+) (Novagen) fiir Expression in E. coli:

> N-terminaler His,-Tag

Ncol - EcoRl > Enfernen des Stoppcodons und Ersetzen durch eine EcoRI-Site
> C-terminaler His,-Tag

Abbildung 4.3: Ubersicht iiber die erstellte Klonierungsstrategie der synthetischen Gene fiir
die Kandidaten Bb0572, Bb0767 und Bh0572.

185



Anhang

Anhang 4. Nukleotidsequenzen der nativen und synthetischen Gene Bb0572 und Bb0767.

Nativ:

1 ttggaggata ttgtgcataa gtataaagtt tctgttatta tttgtttttt
51 taattcggct gaaactcttg atgcaatgat aaaggatgct gttaatcaaa
101 cattaaaaga taaagaaatt atattaattg atgatggttc ttatgatggt
151 agtttagaga tagcagaaaa atatgccaat aagtatagct ttattaagat
201 ttttagtcaa aaaaatatgg gtctttctgc ttctagagac aagggacttt
251 ctgaggctca aggggaatat gttatttatt gggatggtga tgattctgta
301 gagagcacca tgcttgaagt tctatataac agagcaaaag cagataattc
351 tgatattgtt tgttctcaat tttatattta ttttcttgca ataaatgtaa
401 aaagaaaatc tctacttcct tttcctaatt atccattaac aggcaaggag
451 gcgtttaaaa atttgctttt tactgtttat gcgacttttg gaaggaaaaa
501 ttttgttgtt ggaacgttat gggataaatt gattagacgg gaattaattt
551 taaagaataa tattcgtcag caaaatgtag tatttgaaga tatagttttt
601 gttatgcaaa tttttttaaa agcttctaaa gtttcttttg taaataatta
651 tttttatact aatttccaaa gaatgggaag catgagttct tctattagtg
701 ttttacataa atctaaatta tctcttaata caatggaaac tttattaaaa
751 agagaaggta tttttaacga atgtcaaaat ttgtataaaa aatttttctt
801 gcaattttat tattttattt cttttaagca aatttatatt attagttgga
851 atatctctga taagcttgtt tatagggctt ataaagaaaa gcttatttct
901 gttcttgatg agattaaagg attatctgaa tttcaagatt gttatgaata
951 tgcaaaaagt tttggattta atgaaattca aattttacct agaattatgc
1001 taaaaatttg gaattttagc tcaagacttt atgtaaattt ttctatattt
1051 atttataagt ttttcataaa aaattga

Artifiziell:

1 ggga tccatgcatc atcatcacca tcactacgta gccatggagg

51 acattgttca caagtacaag gtttccgtta tcatctgttt cttcaactcc
101 gctgagactt tggacgctat gatcaaggac gctgttaacc agactttgaa
151 ggacaaagag atcatcttga tcgacgacgg ttcttacgat ggttccttgg
201 agattgctga gaagtacgct aacaagtact ccttcatcaa gattttctcc
251 cagaaaaaca tgggtttgtc cgcttctaga gacaagggtt tgtctgaagc
301 tcagggtgag tacgttatct actgggatgg tgacgactct gttgagtcca
351 ctatgttgga ggttttgtac aacagagcta aggctgacaa ctccgacatt
401 gtttgttccc agttctacat ctactttttg gctatcaacg ttaagagaaa
451 gtccttgttg ccattcccaa actacccatt gactggtaaa gaggctttca
501 agaacttgtt gttcactgtt tacgctactt tcggtagaaa gaatttcgtt
551 gttggtactt tgtgggacaa gttgatcaga agagagttga tcttgaagaa
601 caacatcaga cagcagaacg ttgttttcga ggacatcgtt ttcgttatgc
651 aaatcttctt gaaggcttcc aaggtttcct tcgttaacaa ctacttctac
701 acaaacttcc agagaatggg ttctatgtcc tcctccatct ccgttttgca
751 caagtccaag ttgtccttga acactatgga aactttgttg aagagagagg
801 gaatcttcaa cgagtgtcag aacttgtaca agaagttctt cttgcagttc
851 tactacttca tctccttcaa gcaaatctac atcatctctt ggaacatctc
901 cgacaagttg gtttacagag cttacaaaga gaagttgatt tccgttttgg
951 acgagatcaa gggattgtcc gagttccaag actgttacga gtacgctaag
1001 tccttcggtt tcaacgagat ccaaatcttg ccaagaatca tgttgaagat
1051 ttggaacttc tcatccagac tttatgttaa cttctccatc ttcatctaca

1101 agttcttcat caaaaactag gt cgac

gg/atcc - BamHI tac/gta - SnaBI
cc/atgg - N g/tcgac - sall
ttg bzw. atg - Startcodon tga bzw. tag - Stoppcodon
gcecatgg Kozak-Sequenz
cat cat cat cac cat cac - Polyhistdin-Markierung

Abbildung 4.4: Native und synthetische Nukleotidsequenz von Bb0572.

Die native Nukleotidsequenz kann ebenfalls Genbank (AAC66931.1) entnommen werden. Die synthetische Sequenz wurde von

GENEART generiert.
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Nativ:

1 atgtcaaata aaaaaataat attttttaca gggggaggaa ctgggggtca
51 cgtatttcca ggaatttcca tcatacaaaa attaaaagaa tttgataatg
101 aaattgaatt tttttggata ggtaaaaaaa attctataga agaaaaacta
151 ataaaagaac aagataatat taaatttatt tcgattccat gcggaaaact
201 tagacgctat ttttctttta aaaattttac tgactttttc aaagtaatac
251 ttggaataat aaaaagcttt tacgttttaa aaaaatataa acctcagctt
301 atttacgcaa ccggaggatt tgtttcaact cctgcaatta ttgcatccag
351 cttgctaaaa ataaaaagca taacccatga aatggatcta gatcccggac
401 ttgcaacaaa aattaactct aaattcgcaa ataacataca cataagcttt
451 aaagaaagtg aaaaatactt caaaaattac aaaaacatta tttacacagg
501 atctcctata agaagagaat ttttaaatcc agatcccaaa ataatcaaac
551 aattgacaca aaacactaac aaaccaatta ttagcatact tgggggatct
601 cttggcgcta atgctttaaa caaccttgca ctctgcatta aaaaggatgc
651 tgaaatctac ttcatccatc aatcggggaa aaatttaaat gacctaagcg
701 aaaagaatta ccttagaagg caatttttta acgcagaaga aatggcaagt
751 atagttaaat tttctaatct aataataagc agagccggag ctggagcaat
801 aaaggaattt gcaaatgctg gtgcatgtgc aattttgatt ccatttaaaa
851 aaggctctag aggagatcaa attaaaaatg caaaattact aacaaatcaa
901 aatgcctgca tttatataga tgaagatgaa attttaaata taaatatttt
951 aaaaattata aaaaaaactt taaaagatag agaaaaaatc aactctctca
1001 aagaaaatat caaaaaattc aataataagc attcttcaac tttaatagcc
1051 aaattgctaa taaaagatat taaggagaca aaatctaaat ga

Artifiziell:

1 ggga tccatgcatc atcatcacca tcactacgta gccatggcaa
51 acaagaaaat catcttcttc actggtggtg gtactggtgg tcatgttttc
101 cctggtatct ccatcatcca gaagttgaaa gagttcgaca acgagatcga
151 gttcttctgg atcggaaaga agaactccat cgaagagaag ttgatcaaag
201 agcaggacaa catcaagttc atctccatcc catgtggtaa gttgagaaga
251 tacttctcct tcaaaaactt tactgacttc ttcaaggtta tcttgggtat
301 catcaagtcc ttctacgttt tgaagaagta caagccacag ttgatctacg
351 ctactggtgg tttcgtttcc actccagcta ttatcgcttc ctcattgttg
401 aagatcaagt ccatcactca cgaaatggat ttggacccag gattggctac
451 taagatcaac tccaagttcg ctaacaacat ccacatctca ttcaaagagt
501 ccgagaagta cttcaagaac tacaagaaca tcatctacac tggttcccca
551 atcagaagag agttcttgaa cccagaccca aagatcatca agcagttgac
601 tcagaacact aacaagccaa tcatctccat tttgggagga tctttgggtg
651 ctaacgcttt gaacaacttg gctttgtgta tcaagaagga cgctgaaatc
701 tacttcattc accagtccgg aaagaacttg aacgacttgt ccgagaagaa
751 ctacttgaga agacagttct tcaacgctga agagatggct tccatcgtta
801 agttctccaa cttgatcatc tctagagctg gtgctggtgc tattaaagag
851 ttcgctaacg ctggagcttg tgctattttg atcccattca agaagggttc
901 cagaggagat caaatcaaga acgctaagtt gttgactaac cagaacgctt
951 gtatctacat tgacgaggac gaaatcttga acatcaacat cttgaagatc
1001 atcaaaaaga ctttgaagga cagagagaag attaactcct tgaaagagaa
1051 catcaagaag ttcaacaaca agcactcctc cactttgatc gctaaattgt

1101 tgatcaagga catcaaagag actaagtcca agtaa gtcgac

gg/atcc BamHI tac/gta - SnaBI
cc/atgg Ncol g/tcgac - Sall
atg - Startcodon tga bzw. taa - Stoppcodon

geccatgg - Kozak-Sequenz

cat cat cat cac cat cac - Polyhistdin-Markierung

Abbildung 4.5: Native und synthetische Nukleotidsequenz von Bb0767.

Die native Nukleotidsequenz kann ebenfalls Genbank (AAC67113.1) entnommen werden. Die synthetische Sequenz wurde von

GENEART generiert.
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Anhang 5. BLAST2Seq-Analysen von Bh0572 und Bb0572 auf Nukleotid- und Proteinebe-

ne.

Score = 780 bits (264), Expect = 0.0 Query: Bh0572
Identities = §17/1066 (746%), Gaps = &/1066 (0%) Subject: Bb0572
Strand=Plus/Plus

Query 2 TGTATAAGTACARAGGTCICTGIGATTATTITGL Lt L tRATTICTGATAGTACCCTTGARG 61
PELEEerrr te te eereer beerrerrereer e bl Il
Sbjct 14 TECATAAGTAT AR AGTTTCTGTTATTATTTGTTITTTTAATTICGGCTGARACTCTITGATS 73

Query 62 TGRTTATRARR R AR TGCTGTTARTCARRCATTAAGEGATARAGRRRTTATATIGGTGRATS 121
LT rrerrerrerreree e e reerrrrrerrrrrrrer 1 1l
Sbjct 74 CARTGATRRAGGATGCTIGTTARTCARACATTARARGATARAGRARTTATATTRATIGATG 133

Query 122 ATGGETTCTIATGATAATAGCTTGAACGATAGCTCAGRARATATGCTGATARSTATGATTITIC 181

N N e N N e N Ny ey 111
Sbjct 134 ATGGITCTIIATGATGGTAGT TTAGAGATAGCAGRRRRRATATGCCARTRAGTATAGCTTITIA 153

Query 182  TTRARRRTTATTAATCRGARRARTATGGGRAATAGCTGCUCICTAGGRATRATGGACTTIGRAR 241
I N NN e e R A e e ey
Sbjct 194  TTAAGATTITIAGTCRARARRARTATGGGTCTITCTGCTTCTAGAGACRAGGGACTTICIG 253

Query 242 AGICIGARGGAGRARTATATAGITTIATIGGGATAGIGATGATITCIGITGAGRRATACTATGC 301
POt reeerr b rrereererr e rerrrrrr e reer rr el
Sejet 254 AGGCTCRAAGGGGRATATGITATTITATTGGGATGGIGATGATTCTGTAGAGRAGCACCATGE 313

Query 302  TTGAGGTATTATATAATAGGGCARAGGCCGATAATTCAGATATTGTITGTICTCAGITIIT 361
N N N N N Ny
Sbjct 314 TIGARGTICTATATARCAGAGCARRRGCAGRTAATICIGATATIGITIGIICICAATIIIT 373

Query 362  RTATITACTTICTITGCARRRARTATTRARRGGAGATCTGCGCITCCITITCCARATIATC 421
PLOEEEE T reer o rrerr 1ol FEEVEEEEEEE Tl
Sbkjct 374  ATATITATITICTITGCAATARATGTRARRAAGARRATCTCTACTTCCITTITCCTRAATIATC 433

Query 422 CRATARCTIGGAGARGAAGCTTITAGGRATITATTATTAACTGITTITIGCIAGCITITIGIA 481
I A A N N e N N e
Sbjet 434 CATTRARCAGGCRAAGGAGGCGTITARRRATITGCITITTACTGITTIATGCGR-CITTIGGA 452

Query 482 A-GAGRAATTTITGITGIGGGTACRTTGT GGGATARAATGATTAGRAGAGATTTAATTATA 540

[ N e s N N |
Sbjct 493 AGGARRRATTIIGITGITGGAACGTIATGGGATARATTGATTAGACGGGRATTIAATITIIA 5352

Query 541 ARGRATRRTATTAG--AGTARRTGATGTARTATTAGRAGACATAGTTITCATGATICATG 598
RN R e N N e N N N e
Sbjct 553 ARGRRATRRTRATTCGTCAGCRR R ——ATGTAGTATTTGARGATATAGTITTIIGITATGCARE 610

Query 599 CTIITTTIGAAGECAGATARGGTITCTITTIGTARRTARTTATITITACRACTARCTICCAGS 658
LR 1l LU PP e e e e e e rerer rinl
Sbjct 611 TITITITARARGCTICTARAGTITCITITGTAARTAATTATTITTATACTARTTITCCAAR 670

Query &59 GERTGEGEAGEECCAGTICATCARATTAGCGTARTARGTARGATTAATTICATCCCTIARGG T18

[ PLELE T T e e 1l TEE L Il
Skict 671  GRATGGGRAGCATGAGTTCTTCTATTAGIGTITTACATARATCTARATTATCTCTIAATE 730

Query 718  TTIGIAGARRATTTTCTARRGGRAGARGGAC
e e el FEEree e |
Sbjct 731  CRATGGAAACTTITATTAARRAGRAGRAGGTATITTITAACG

Query 779 agtttta
P 1 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Skjet 791  RARTTTTICTITGCRAATTITATTATITIATTICITITARGCARATTTATATTIATTAGITGGR 850

Query 839 ACATTARGGATCGACTTATITATAAGGCACATARAGARARACTTATTICTGITCITARTG 898

I 11l [ [N N N e N RN RN ARy
Sbjct 851 ATATCICTGATRAAGCTIGITTATAGEGCTTATARAGARRAGCTTATTITICIGITCTIGATG 910

Query 893  AAGTTCAR-ARTTCTRAGGAGITCCRARAGTTATTATGCRAGTCTTAAGGGTTICCAGGTIT 957
[ e el [ 1111
Sbjct 911  AGATTARRGGATTAT-CTGRATTTCRAGATTGTITATGARTATGCARRRAGTITIGGEATIT 9469

Query 958 AGTGAGCTTCARATTITTGCCARRRATTATGTIGARA:T gaattttagttcgggactt 1017
[N IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 1
Skjct 870 AR TGARRTTCRARATTTTACCTAGRATTATGCTARARATTTGGRAATTTTAGCTCARGACTT 1029

2RRRLATT 1043
P L e

Query 1018 =t
| 11 [y
Sbjct 1030 TATGTARRTTITTCTATATTTATTTATRAGTTTTTICATARARAATT 1073

Abbildung 4.6: Alignment der Nukleotidsequenzen von Bh0572 und Bb0572.

Auf Nukleotidebene konnte eine Identitit von 76% nach Alignment der Nukleotidsequenzen von Bh0572 (Genbank: AAX17079.1)
und Bb0572 (AAC66931.1) nachgewiesen werden.
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Query: Bh0572
Subject: Bb0572

Score = 514 bkits (1325), Expect = 9e-151, Method: Compositiocnal matrix adjust.
Identitieas = 246/354 (69%), Positives = 304/354 (85%), Gaps = 0/354 (0%)

Query 1 MYEYEVSVIICFFNSDSTLEVI IKNAVNQTLRDKEIILVNDGSYDNSLETAQKYADKYDF &0
+HEYEVSVIICFFNS TL+ +IK+AVNQTLADEEIIL++DGSYD SL+IRA+EYA+EY F
Skbjet 5 VHEYKVSVIICFFNSAETLDAMIKDAVNQTLEDKEIILIDDGSYDGSLEIAEKYANKYSFE 64

Query 61 VEIINQENMGIALSRNNGLEKSEGEY IVYWDSDDSVENTMLEVLYNRAKADNSDIVCSQF 120
+KI +QENMG++ASE+ GL +++GEY+HYWD DDSVE+TMLEVLYNRAKZDNSDIVCSQF
Sbjct 65 IKIFSQENMGLSASRDEGLSEAQGEY VI YWDGDDSVESTMLEVLYNRAKADNSDIVCSQF 124

Query 121 YIYFLAKNIKRRSALFFENYPITGEEAFRNLLLIVFASFCERNFVVGILWDEMIERDLII 180
YIYFLA N+ER+5 LEFENYP+TGH+ERF+NLL TV+EA+F +HNEVVGTLWDE+IRR+LI+
Sbjet 125 YIYFLATNVERKSLLEFENYPLIGEEAFENLLFIVYATFGRENFVVGILWDELIRRELIL 184
Query 181 ENNIRVNDVILEDIVFMIHAFLEADKVSFVNNYFYTNFQRMGRASSSISVISKINSSLEV 240
ENNIE +V+ EDIVF++ FLEZ EVSEVNNYFYINFQEMG 553I5V+ K= 5L
Sbjct 185 ENNIRQONVVFEDIVEVMQIFLEASKEVSFVNNYFYTNFQRMGSMSSSISVLHKSKLSLNT 244
Query 241 VENFLEEEGLFEEYFEYYKKFYLQLYYYISFEQIYIINWHIKDRLIYERHKEKLISVLNE 300
+E LK EG+F + YERF+LQ YY+ISFEQIYII+WHI DH+L+Y+R+EEKLISVLAE
Sbjct 245 METLLEREGIFNECQNLYKKFFLQFYYFISFEQIYIISWNISDELVYRAYKEKLISVLDE 304
Query 301 WONSKEFQSYYASLEGSRFSELQILPEIMLKIWNFSSGLYVNFSIFIYRSFLEN 354

++ EFQ ¥ K F+E+QILP+IMLEIRNESS LYVNESIFIY+ F+EN
Skjct 305 IKGLSEFQDCYEYRKSFGFNEIQILPRIMLEKIWNFSSELYVNFSIFIYEFFIEN 358

Abbildung 4.7: Alignment der Proteinsequenzen von Bb0572 und Bh0572.

Auf Proteinebene konnte eine Identitét von 69% und eine Ahnlichkeit von 85% nach Alignment der AS-Sequenzen von Bh0572
(Uniprot: B2S0S3) und Bb0572 (051519) nachgewiesen werden.
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Anhang 6. Nukleotidsequenzen des nativen und des synthetischen Gens von Bh0572.

Nativ:

1 atgtataagt acaaggtctc tgtgattatt tgttttttta attctgatag
51 tacccttgaa gtgattataa aaaatgctgt taatcaaaca ttaagagata
101 aagaaattat attggtgaat gatggttctt atgataatag cttgaagata
151 gctcagaaat atgctgataa gtatgatttt gttaaaatta ttaatcagaa
201 aaatatggga atagctgcct ctaggaataa tggacttgaa aagtctgaag
251 gagaatatat agtttattgg gatagtgatg attctgttga gaatactatg
301 cttgaggtat tatataatag ggcaaaggcc gataattcag atattgtttg
351 ttctcagttt tatatttact ttcttgcaaa aaatattaaa aggagatctg
401 cgcttccttt tccaaattat ccaataactg gagaagaagc ttttaggaat
451 ttattattaa ctgtttttgc tagcttttgt aagagaaatt ttgttgtggg
501 tacattgtgg gataaaatga ttagaagaga tttaattata aagaataata
551 ttagagtaaa tgatgtaata ttagaagaca tagttttcat gattcatgct
601 tttttgaagg cagataaggt ttcttttgta aataattatt tttacactaa
651 cttccagcgg atggggaggg ccagttcatc aattagcgta ataagtaaga
701 ttaattcatc ccttaaggtt gtagaaaatt ttctaaagga agaaggactt
751 tttgagaaat attttgaata ttataagaag ttttatttgc agctttatta
801 ttatatttct tttaagcaga tttatattat aaattggcac attaaggatc
851 gacttattta taaggcacat aaagaaaaac ttatttctgt tcttaatgaa
901 gttcaaaatt ctaaggagtt ccaaagttat tatgcaagtc ttaagggttc
951 caggtttagt gagcttcaaa ttttgccaaa aattatgttg aaaatttgga
1001 attttagttc gggactttat gttaattttt ctatatttat ttatagatct
1051 tttttaaaaa attag

Artifiziell:

1 ggga tccatgcacc accaccacca ccactacgta gccatggata

51 agtacaaggt ttccgttatc atctgtttct tcaactccga ctccactttg
101 gaggttatca tcaagaacgc tgttaaccag actttgagag acaaagagat
151 catcttggtt aacgacggtt cttacgacaa ctccttgaag atcgctcaaa
201 agtacgctga caagtacgac ttcgttaaga tcatcaacca gaaaaacatg
251 ggtatcgctg cttctagaaa caacggtttg gagaagtctg agggtgagta
301 catcgtttac tgggattctg acgactctgt tgagaacact atgttggagg
351 tcttgtacaa cagagctaag gctgacaact ccgacatcgt ttgttcccag
401 ttctacatct actttttggc taagaacatc aagagaagat ccgctttgcc
451 attcccaaac tacccaatca ctggtgaaga ggctttcaga aacttgttgt
501 tgactgtttt cgcttcattc tgtaagagaa atttcgttgt tggtactttg
551 tgggacaaga tgatcagaag agacttgatt atcaagaaca acatcagagt
601 taacgacgtt atcttggagg acatcgtttt catgatccac gctttcttga
651 aggctgacaa ggtttccttc gttaacaact acttctacac taacttccag
701 agaatgggta gagcttcttc ctccatctcc gttatctcca agatcaactc
751 ctcattgaag gttgttgaga acttcttgaa agaagagggt ttgttcgaga
801 agtacttcga gtactacaag aagttctact tgcagttgta ctactacatc
851 tccttcaagc aaatctacat catcaactgg cacatcaagg acagattgat
901 ctacaaggct cacaaagaga agttgatctc cgttttgaac gaggttcaga
951 actccaaaga gttccagtct tactacgctt ctttgaaggg ttctagattc
1001 tccgagttgc aaatcttgcc aaagatcatg ttgaagattt ggaacttctc
1051 ctccggtctt tatgttaact tctccatctt catctacaga tcctttttga

1101 agaactag gtcg ac

gg/atcc - BamHI tac/gta - SnaBI
cc/atgg - N g/tcgac - sall
atg - Startcodon tag - Stoppcodon
gcecatgg Kozak-Sequenz
cac cac cac cac cac cac - Polyhistdin-Markierung

Abbildung 4.8: Native und synthetische Nukleotidsequenz von Bh0572.

Die native Nukleotidsequenz kann ebenfalls Genbank (AAX17079.1) entnommen werden. Die synthetische Sequenz wurde von

GENEART generiert.
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Anhang

Anhang 7. Reaktionskits.

Tabelle 4.1: In dieser Arbeit verwendete Reaktionskits.

Verwendungszweck /Kit Hersteller

Plasmid-Minipréaparation:

QIAprep® Miniprep QIAGEN GmbH (silden, by
NucleoBond Xtra Midi Plus MACHEREY-NAGEL (biiren, D)
Aufreinigung von DNA:

NucleoSpin® Extract II MACHEREY-NAGEL
Gesamt-RNA-Préparation:

Total RNA Isolation NucleoSpin RNA II MACHEREY-NAGEL
c¢DNA-Synthese/Reverse Transkription:

Cloned AMV First Strand cDNA Synthesis INVITROGEN (Karlsruhe, D)
(blunt) Klonierung von DNA-Fragmenten:

pGEM-T Vector System PROMEGA (Mannheim, D)
pCR 2.1-TOPO TA Cloning INVITROGEN
Immunodetektion:

VisGlow Plus Chemiluminescent Substrate, HRP VISUAL PROTEIN (taipen, Taiwan)
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Anhang 8. Verwendete Mikroorganismen.

Tabelle 4.2: Verwendete Organismen und Stdmme.

Organismus Stamm Herkunft Form

Borrelia burgdorferi B31 Ulrike Schulte-Spechtel gDNA
(Max-Pettikofer-Institut, LMU Miinchen, D)

Borrelia hermsii HS1 (tick isolate) Gunthard Stiibs' (Charite, Berlin, D) hitze-inaktiv. Zellen

5251 (DSMZ) G. Stiibs hitze-inaktiv. Zellen

Escherichia coli XL1-Blue? STRATAGENE (tetR) (Heidelberg, D) Zellen
DNA-CLONING-SERVICE (kanR) (Hamburg, D)

C41(DE3) Miroux und Walker [232] Zellen &
=
®

Fusarium graminearum 81 Wilhelm Schéfer (Universitat Hamburg, D) Konidien & gDNA &

PH-1 W. Schéfer Konidien & gDNA

Pichia pastoris PPY123 Yasuyoshi Sakai (Universitat Kyoto, JP) Zellen
PPY12Augt51bl* Y. Sakai Zellen
GS115° INVITROGEN (Karlsruhe, D) Zellen

GS115Augt51b1®  Frank Miiller (Universitdt Hamburg, D; [234])  Zellen

L urspr. vertrieben von ATCC (Manassas, VA, USA), s. auch [334]

Genotyp: 2 recA endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F’proAB lacl? ZAM15 Tn10 (tet” bzw. kanf?)], 3 his4, arg, ¢ his4, arg, ZeoR, ° his4; 6: his4, ZeoR, oder HIS4, ZeoS
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Anhang 9. Verwendete Vektoren.

Tabelle 4.3: Verwendete Vektoren.

Vektor Merkmale Herkunft

Zwischenklonierungsvektoren:

pCR 2.1-TOPO AmpR, KanR, LacZ INVITROGEN (Karlsruhe, D)

pGEM-T AmpR, LacZ PROMEGA (Mannheim, D)

pBluescript-SK+ AmpR, LacZ AGILENT /STRATAGENE (Boblingen, D)

E. coli-Expressionsvektoren:

pET24c¢(+) KanR NOVAGEN/MERCK (Darmstadt, D)

pET24d(+) KanR NOVAGEN/MERCK

P. pastoris-Expressionsvektoren:

pGAPz-B ZeoR, GAP-Prom. INVITROGEN E?

pPIC3.5 AmpR, HIS4, AOX-Prom. INVITROGEN g
=

Fluoreszenzprotein-Vektoren: 03

p123-CFP CFP, AmpR Matthias Hahn (TU Kaiserslautern, D)

p123-GFP GFP, AmpR M. Hahn

Sonstige-Vektoren:
pET24d(+)-Hp0421
pGEM-T-Bb0732
TOPO-Bb0454
TOPO-Bb0572
TOPO-Bb0767
pMA-PpartBb0572
pMA-PpartBb0767
pMA-PpartBh0572
pCFP-Ugtb1bl-FL

Hp0421, KanR
Bb0732, AmpR
Bb0454, AmpR, KanR
Bb0572, AmpR, KanR
Bb0767, AmpR, KanR
artBb0572, AmpR
artBb0767, AmpR
artBh0572, AmpR

Anne-Héléne Lebrun (Univ. Hamburg, D; [186])

Thomas F. Meyer (MPI fiir Infektionsbiologie, Berlin, D)
Janosch Hildebrand (Univ. Hamburg, D)

J. Hildebrand

J. Hildebrand

GENEART (Regensburg, D)

GENEART

GENEART

Paoz, CFP, Ugt51B1, AmpR  Yasuyoshi Sakai (Univ. Kyoto, JP)

Merkmale schliefen Angaben tiber den Promotor, den Terminator oder eine vorliegende Resistenzkassette bzw. ein Fluoreszenzprotein mit ein.

LacZ weist auf die Moglichkeit eines Blau-Weifi-Screenings hin.



Anhang 10. In dieser Arbeit generierte Konstrukte.

Tabelle 4.4: Generierte Konstrukte.
Insert kloniert aus kloniert iiber
Ugt51b1-Promotor-codierende Region (PCR)

Konstrukt Insert
pGEM'T'Pnat(ugtBIbl)

761

pPIC3 5’Pnat(ugt51b1)’HpO42 1

Ugt51b1-Promotor- Hp0421-codierende Region

pCFP-ugtb1bl-FL

5" AatIl-BamHI 3’

pGEM-T-Bb0572
pPIC3.5-Bb0572
pPIC3.5-Bb0767
pGAPzB-Bb0732
pET24d(+)-Bb0572
pET24d(+)-Bb0767
pET24c(+)-Bb0732

Bb0572-codierende Region
Bb0572-codierende Region
Bb0767-codierende Region
Bb0732-codierende Region
Bb0572-codierende Region
Bb0767-codierende Region
Bb0732-codierende Region

(PCR)
pGEM-T-Bb0572
TOPO-Bb0767
pGEM-T-Bb0732
pGEM-T-Bb0572
TOPO-Bb0767
pGEM-T-Bb0732

5 Zral-Notl 3’
5 BamHI-Notl 3’
5" SaclI-NotI 3’
5 Ncol-BamHI 3’
5" Ncol-BamHI 3’
5 Ndel-BamHI 3’

pPIC3.5-PpartBb0572 (+Hisg)
pPIC3.5-PpartBb0767 (+Hisg)
pET24d(+)-PpartBb0572
pET24d(+)-PpartBh0572

Bb0572-codierende Region
Bb0767-codierende Region
Bb0572-codierende Region
Bh0572-codierende Region

pMA-PpartBb0572
pMA-PpartBb0767
pMA-PpartBb0572
pMA-PpartBh0572

B
=
5" BamHI/SnaBI-NotI 3’ =
5" BamHI/SnaBI-NotI 3’ S
5 BamHI-NotI 3’
5" BamHI-NotI 3’

pBS-SK+-ugt51b1-CAT
pBS-SK+-CAT-MutA
pBS-SK+-CAT-MutB
pBS-SK+-CAT-MutC
pCFP-ugtb1b1-MutA
pCFP-ugtb1b1-MutB
pCFP-ugt51b1-MutC
pET24d(+)-CFP/GFP
pPIC3.5-CFP/GFP

Part der CAT von Ugt51b1

Part der Ugt51B1-CAT mit MutA
Part der Ugt51B1-CAT mit MutB
Part der Ugt51B1-CAT mit MutC
Einfiigen von MutA Pro>Leu
Einfiigen von MutB Gly>Arg
Einfiigen von MutC Asp>Ala
CFP- o. GFP-codierende Region
CFP- o. GFP-codierende Region

pCFP-ugt51bl-FL
(SDM-PCR)
(SDM-PCR)
(SDM-PCR)
(SDM-PCR)
(SDM-PCR)
(SDM-PCR)
pl123-CFP/GFP
p123-CFP/GFP

5" Xhol-Xhol 3’

5 Ncol-NotI 3’
5 BamHI-Notl 3’
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Anhang 11. In dieser Arbeit generierte Stamme.

Tabelle 4.5: Generierte Hefestdmme.

Alle Konstrukte liegen ebenfalls in E. coli-XL1-Blue vor, werden an dieser Stelle jedoch nicht extra aufgelistet! E. coli-C41(DE3)-Zellen wurden immer nach Bedarf transformiert.

Stamm Eigenschaften Ausgangsstamm  “Insert”

PpGS115-pPIC3.5 HIS, ZeoR PpGS115Augt5161  pPIC3.5

PpGS115-Hp0421 HIS, ZeoR PpGS115Augt5161  pPIC3.5-Hp0421

PpGS115-Pgt511-Hp0421 HIS, ZeoR PpGS115Augt51b1  pPIC3.5-Pyg5151-Hp0421

PpGS115-Bb0572 HIS, ZeoR PpGS115Augt5161  pPIC3.5-Bb0572

PpGS115-Bb0767 HIS, ZeoR PpGS115Augt5161  pPIC3.5-Bb0767

PpGS115-Bb0732 HIS, ZeoR PpGS115Augt51b1  pGAPzb-Bb0732

PpGS115-artBb0572 (+Hisg) HIS, ZeoR PpGS115Augt51b1  pPIC3.5-PpartBb0572 S

PpGS115-artBb0767 (+Hisg) HIS, ZeoR PpGS115Augt51b1  pPIC3.5-PpartBb0767 £,

PpGS115-artBh0572 (+Hisg) HIS, ZeoR PpGS115Augt5161  pPIC3.5-PpartBh0572 =
®

PpPPY12-ugt51bl-MutA HIS, arg, ZeoR  PpPPY12Augt51b1 pCFP-ugtblbl-MutA

PpPPY12-ugt51bl-MutB HIS, arg, ZeoR  PpPPY12Augt5161 pCFP-ugtb1lbl-MutB

PpPPY12-ugt51bl-MutC HIS, arg, ZeoR  PpPPY12Augt5161 pCFP-ugtblbl-MutC

PpPPY12-ugts1bl-FL HIS, arg, ZeoR  PpPPY12Augt51b1 pCFP-ugtb1bl-FL
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Anhang 12. Generierte und verwendete Primerpaare.

Tabelle 4.6: Bezeichnung, Sequenz und Produktgrofien von in dieser Arbeit verwendeter Primerpaare.

Name Sequenz 5°>3’ Verwendung Produktgrofie [bp]
int-AOX1-for CGCCAATGGTACTGGTCCTC (1) 621
int-AOX1-rev TCGTCCTCCTCGTCGTACTC

5 AOX GACTGGTTCCAATTGACAAGC (1) 220 (ohne Insert)
3’AO0X GCAAATGGCATTCTGACATCC 220+x (Insert im Aoz-Locus)

Bb0572-BamHIx/Ncol-for
Bb0572-BamHI/NotI-rev

GTACGGATCCACCATGGAGGATATTGTGCATAAGTATAAAGTTTCTG
ACGTGGATCCCGTGCGGCCGCATTTTTTATGAAAAACTTATAAATAAATATAG

2)

1084

int-Bb0572-for
int-Bb0572-rev

AATATGGGTCTTTCTGCTTCTAGAG
AGCCCTATAAACAAGCTTATCAGAG

1)

666

int-Bb0767-for
int-Bb0767-rev

GTATTTCCAGGAATTTCCATCATAC
CCGGCTCTGCTTATTATTAGATTAG

(1)

737

int-Bb0732-for
int-Bb0732-rev

TCAGAAATTGTCCCTGTAGTAGATG
GCTCTGTCTTCAATGTATCTTATCC

1)

767

int-PpartBb0572-for
int-PpartBb0572-rev

TGATCGACGACGGTTCTTAC
TGTCGGAGATGTTCCAAGAG

1)

738

int-PpartBb0767-for
int-PpartBb0767-rev

ACAAGCCACAGTTGATCTAC
AGATTTCGTCCTCGTCAATG

1)

648

Bh0572-for
Bh0572-rev

GGCCATGTATAAGTACAAGGTCTCTGTGATTATTTG
CCGCGGGGCTAATTTTTTAAAAAAGATCTATAAATAAATATAG

2)

1065

int-Bh0572-for
int-Bh0572-rev

ATAGCTGCCTCTAGGAATAATG
GACTTGCATAATAACTTTGG

1)

719

int-PpartBh0572-for
int-PpartBh0572-rev

AAGAACGCTGTTAACCAGAC
TGTGCCAGTTGATGATGTAG

1)

771

PpartBb0572-BamHI-for AGCTGGATCCATGGAGGACATTGTTC (2) ca. 1100
PpartBb0572-NotI-rev TAGCGGCCGCGTTTTTGATGAAGAA
PpartBh0572-BamHI-for AGCTGGATCCATGGATAAGTACAAGG (2) ca. 1100

PpartBh0572-NotI-rev

TAGCGGCCGCGTTCTTCAAAAAGGA

suequys
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Name

Sequenz 5°>3’

Verwendung

Produktgrofie [bp]

int-Hp0421-for
int-Hp0421-rev

AGGGCATGTGATGAGAGTGGG
CCACGCTAATGGCCTCTAAG

1)

800

nat(ugt51b1)P-AatII-for
nat(ugt51b1)P-BamHI-rev

CCGACGTCCAGTTTCGTCCGATGAGCTA
CGGATCCTGGTTAGAGGAAGATAAGAG

2)

717

pPIC-nat(ugt51b1)-Hp0421-Seg-for
pPIC-nat(ugt51bl)-Hp0421-Seq-rev

CATGAGCGGATACATATTG
GAAGTGCCATTACTGGTGTC

®3)

FgUgt51G3-RT-for
FgUgt51G3-RT-rev

CAAGGACGATCCATCCAAAC
GTTCGTCTCTTCCGACAAAC

(4)

503

FgUgt54A2-RT-for
FgUgt54A2-RT-rev

TTCTCAGCAGCGCGATTGTG
GCTCCTTCTCTAGCCCTTTC

(4)

472

FgUgt54C2-RT-for
FgUgt54C2-RT-rev

GAAGCCGCTATGCGTGAAAG
CTTCTCTGGGCGGTAGTGAC

(4)

331

FgUgt54E5-RT-for
FgUgt54E5-RT-rev

TTGGCGATGTCTTCAAGACC
TACATCGACACGCTGTTTCC

(4)

446

FgUgt54E6-RT-for
FgUgt54E6-RT-rev

GCAGTCGCGATTCATCTGAG
CGACAATTCCGTGCGCAAAG

(4)

372

FgUgt54E7-RT-for
FgUgt54E7-RT-rev

GGATCGCAGACTTCTGTAGG
GATAAGCGAGCAACCCAAAC

(4)

373

FgUgt54F2-RT-for
FgUgt54F2-RT-rev

GGAGAAGCAGCGTGGTATCG
CTGGCGCGGTCAATCTATCC

(4)

332

FgUgt54H1-RT-for
FgUgt54H1-RT-rev

ACTCGCTTGCTGGGAGGATG
ATTCTGGCGGTGACCCTGAC

(4)

394

FgUgt54J1-RT-for-1
FgUgtb54J1-RT-rev-1
FgUgt54J1-RT-for-2
FgUgt54J1-RT-rev-2

CGACTCAGCAACAGCAAAGG
TCGACTCTTTGCGGTCTTAC
GCGACTCAGCAACAGCAAAG
TGAATGCTCCGCTGAAGTCC

(4)

(4)

553

397

Fg-Beta-Tub-for
Fg-Beta-Tub-rev

TGCTGTTCTGGTCGATCTTG
GACGGAAGTTTGGACGTTG

(4)

873

int-PpUgt51CAT-for
int-PpUgt51CAT-rev

AACGAAAGCCGGGATGATTG
CAGCTCGAGACTAGTGATTG

1)

1628

suequys
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Name Sequenz 5'>3’ Verwendung Produktgrofie [bp]
int-PpUgt51CAT-for-2 TTTCCCGGCACAAACACAAC (1) 1719
int-PpUgt51CAT-rev-2 ACGCTGTCGTCGCTAATATC

MutA-Pro>Leu-for P-TGCTTTTACAATGCtATGGACACGAACTA (5) 10147
MutA-Pro>Leu-rev P-CGGAAATAGGGAATTTGTAACTTCTCT

MutB-Gly2> Arg-for P-CCGTTCATCATGGTaGATCTGGAACAACA (5) 10147
MutB-Gly2>Arg-rev P-ACGCGTCGATTTTGCCAAACAACC

MutC-Asp>Ala-for P-ACCATTTTTTGGAGcTCAATTCTTTTATG (5) 10147

MutC-Asp>Ala-rev

P-TTGATGATGGTGGGGATTCCAG

pCFP-ugt51b1-500-for

pCFP-ugt51b1-1000-for
pCFP-ugt51b1-1500-for
pCFP-ugt51b1-2000-for
pCFP-ugt51b1-2500-for
pCFP-ugt51b1-3000-for
pCFP-ugt51b1-3500-for

GGGCACAAGCTGGAGTACAA
CCAAGTCGCTGGCTACCAT
CCTTCAAGGTCACATCTACAT
CAACAACGGAGACCAGGTTCTA
CCCCTATGCATTACAACAATCA
CGACGCAAGACTCAGGTATTT
GACACGAACTAGAGCGTATCC

3)
3)
3)
3)
3)
3)
3)

pPIC3.5-CFP/GFP-Seg-for
pPIC3.5-CFP/GFP-Seg-rev
pET24d-CFP/GFP-Seg-for
pET24d-CFP/GFP-Seq-rev

GCGACTGGTTCCAATTGACAAG
GTGCCCAACTTGAACTGAGG
TTGTGAGCGGATAACAATTC
TTCCTTTCGGGCTTTGTTAG

3)
®3)
()
®3)

* Bei der Primersynthese wurde die BamHI-Schnittstelle zerstort!

Fir Primer mit hohem AT-Anteil wurde die Annealing-Temperatur in der PCR auf 50°C gesenkt und das Anlagern fiir 45 sek durchgefiihrt.

(1): Screening-Primer, (2): Amplifikationsprimer, (3): Sequenzierungsprimer, (4): RT-Primer, (5): Mutagenese-Primer

suequys
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unternommen habe. DANKE dir!

Ebenfalls nicht vergessen fiir die schone Zeit zu danken mochte ich Tobias Wobbe (besonders fiir geteiltes
Leid wéhrend der Zusammenschreiberei), Denise Reck, Jessica van Lengerich und Daniel Maag.

Ein ganz grofes DANKE SCHON geht ebenfalls an Hartwig Liithen, Sabine Liithje und alle anderen Mitar-
beiter der ehemaligen B6-Gruppe. Sowie eine Etage tiefer an Peter Ilgen und Cathrin Kroger, die mir immer
mit Rat und Tat zur Seiten standen und um die Stockwerke zu vervollstandigen, noch einen herzlichen Dank
in den dritten Stock zu Nele Ilmberger, besonders wenn die Gel-Doku mal wieder streikte! Letzteren danke

ich auch fiir schéne Stunden in der schonsten Stadt der Welt auch aufierhalb des Instituts :)

Fiir das Korrekturlesen dieser Arbeit mochte ich mich bei Swantje, Anna und Wiebke bedanken, die trotz
widriger Umsténde (eigene Promotion, von Stavanger aus und fehlendem PC-Angebot oder einfach neben-
bei) ganz viel Zeit zum Kommentieren gefunden haben.... DANKE SCHON!!!!

Uberhaupt fiir die schéne Zeit und die immerwihrende Unterstiitzung, ob vor Ort oder von weiter her méch-
te ich mich bedanken bei: Peter Ilgen, Sabrina Griiner, Sabine Kunz, Alexandra Pardow, Swantje Thiele,
Anna Zaslawski, Wiebke Hellmeyer, Nele Ilmberger, Manti Schwarzkopf, Janine Diwo, Sara Mazzotta, Anja

Schiiffler und vielen vielen mehr....
Ganz besonders DANKE sagen mochte ich meinem Vater, der mich soweit er konnte, immer in meinen

Vorhaben unterstiitzte und ohne den schon das Studium nicht mdéglich gewesen wire. DANKE fiir die Un-
terstiitzung, die weit iiber die letzten 3,5 Jahre hinaus ging! DANKE DANKE DANKE!!!
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