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ZUSAMMENFASSUNG 1

1 Zusammenfassung

Coenzym A ist ein essentieller und ubiquitarer Cofaktor, dessen zentrale Bedeutung fir den
Stoffwechsel aus der Aktivierung und Ubertragung von Acylgruppen resultiert. Der Biosyn-
theseweg von Coenzym A (CoA) ausgehend von Pantothenat (Pan) umfasst funf
enzymatische Schritte, die in Pro- und Eukaryoten konserviert sind. Die Hefe S. cerevisiae ist
in der Lage, sowohl eine de novo Pantothenat-Synthese durchzuflhren als auch mittels
Fen2-Transporter dieses Intermediat aufzunehmen. Die Phosphorylierung von Pan durch die
Pantothenat Kinase (PanK) stellt vermutlich den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt dar,
der in Form einer Inhibition durch das Endprodukt bzw. dessen Derivate erfolgt.

Ziel dieser Arbeit sollte es sein, grundlegende Erkenntnisse zu den Enzymen des CoA-
Biosyntheseweges, deren Organisation und Regulation in der Hefe zu bekommen. Durch
.metabolic engineering” sollte versucht werden, einen Stamm zu konstruieren, der im
Vergleich zu einem Wildtyp einen erhéhten CoA-Gehalt aufweist.

Fiur das Genprodukt von YDR531W in S. cerevisiae konnte aufgrund der Verwertbarkeit von
“C-Pantothenat als Substrat die Vermutung bestatigt werden, dass es sich um eine PanK
handelt, so dass dieses Gen die neue Bezeichnung CABl (,Coenzym A Biosynthese")
erhielt. Es erfolgt eine ,Feedback”-Inhibition durch CoA und in starkerem MalRe durch dessen
Thioester Acetyl-CoA. Der Einfluss von Malonyl-CoA und Palmitoyl-CoA auf die Aktivitat der
PanK ist vernachlassigbar. Durch gerichtete Mutagenese konnte eine Acetyl-CoA insensitive
deregulierte PanK-Variante CAB1W331R erzeugt werden, die, verglichen mit dem Wildtyp,
eine etwa vierfach gesteigerte Aktivitat aufweist.

Fur die vier weiteren Gene YIL0O83C, YKL088W, YGR277C und YDR196C, die aufgrund von
Ahnlichkeiten zu humanen CoA-Genen identifiziert wurden, konnte der Nachweis erbracht
werden, dass es sich um CoA-Biosynthesegene handelt. Eine Nullmutation in jedem dieser
essentiellen Gene lie3 sich durch das entsprechende E. coli Gen, fir die der enzymatische
Nachweis der Genprodukte vorliegt, heterolog komplementieren. Folgende neue Genbe-
zeichnungen wurden aufgrund der Abfolge der Reaktionsschritte vergeben: YILO83C = CAB2
(codiert fur die Phosphopantothenyl Cystein Synthetase, PPCS), YKL088W = CAB3
(Phosphopantothenylcystein Decarboxylase, PPCDC), YGR277C = CAB4 (Phosphopante-
thein Adenyltransferase, PPAT) und YDR196C = CAB5 (Dephospho-CoA.Kinase, DPCK).
Fur CAB1, CAB2 und CAB5 war ein moderater Anstieg der Genexpression zu beobachten,
wenn Glucose durch Ethanol als C-Quelle ersetzt wurde. Die Abwesenheit von Aminosauren
beeinflusste die Expression der CAB Gene kaum.

Mit Hilfe chromatographischer Reinigungsschritte war eine Cofraktionierung der epitopmar-
kierten Proteine Cab3 und Cab5 mdoglich, die einen ersten Hinweis auf die Existenz eines
CoA-synthetisierenden Enzymkomplexes (CoA-SPC) lieferten. Dessen durch Gelfiltration
bestimmte GroRRe betragt ungefahr 327 kDa. In vitro-Interaktionsstudien ergaben, dass Cabl
(PanK) nicht an der Bildung dieses Komplexes beteiligt ist und dass Cab2, Cab3, Cab4 und
Cab5 mit Cab3 interagieren. Weiterhin konnten Wechselwirkungen zwischen Cab4 und Cab5
nachgewiesen werden. Durch Konstruktion von Langenvarianten der genannten Proteine
wurden die fir die Interaktionen jeweils verantwortlichen Proteinabschnitte Kkartiert.
Vermutlich dient Cab3 als zentrales ,Geristprotein“ des gesamten CoA-SPC-Komplexes. Mit
ausschlieB3lich bakteriell synthetisierten Proteinen konnte zumindest fir Cab3 gezeigt
werden, dass die Interaktionen direkt erfolgen.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde versucht, durch Uberexpression der CoA-Bio-
synthesegene die zellulare CoA-Synthese zu beeinflussen. Mit Hilfe integrativer Plasmide
wurden MET25-Promotor-kontrollierte Uberexpressionskassetten aller CAB-Gene sukzes-
sive in einen Wildtypstamm eingefthrt. Fir das Gen der PanK wurde das Wildtyp-Allel CAB1
bzw. die deregulierte Variante CAB1W331R verwendet. Einen Unterschied zwischen den
Stammen konnte fir den Acetyl-CoA-, allerdings nicht fir den CoA-Gehalt gemessen
werden. Uberexpressionsstamme mit der regulierten PanK bzw. der deregulierten PanK-
Variante enthielten im Vergleich zum Wildtyp die 3-fache bzw. sogar die 6-fache Menge an
Acetyl-CoA. Dieser Befund belegt die Schrittmacherfunktion der PanK fir den gesamten
CoA-Biosyntheseweg.
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1.1 Summary

Coenzyme A (CoA) is an essential cofactor that exists ubiquitously and plays a central role in
transfer and activation of acyl groups. Biosynthesis of CoA starts from pantothenic acid and
requires five enzymatic steps which are conserved in eukaryotes and prokaryotes. The yeast
Saccharomyces cerevisiae is able to synthesize pantothenic acid de novo from several
amino acids but it can be taken up also from the outside by the plasmamembrane transporter
Fen2. Phosphorylation of pantothenic acid by pantothenate kinase (PanK) probably
represents the rate-limiting step of the entire pathway because of its inhibition by CoA or CoA
thioesters.

The goal of this work was to obtain fundamental insights about the enzymes of the CoA
biosynthetic pathway, their organization and their regulation in yeast. Using "metabolic
engineering", a strain with an increased content of CoA, compared to a wild-type, should be
constructed.

The functional complementation of a yeast ydr531w mutation by mammalian and bacterial
PanK genes and enzyme assays with radiolabeled pantothenate confirmed that this gene
encodes a genuine pantothenate kinase. Thus, this gene was re-named CAB1 (“coenzyme A
biosynthesis). Yeast PanK is inhibited by the thioester acetyl-CoA and to a lesser extent by
CoA. The influence of the CoA derivates malonyl-CoA and palmitoyl-CoA on PanK activity is
negligible. Modification of the CAB1 sequence by site-directed mutagenesis resulted in a
catalytic active PanK variant (CAB1W331R) which was no longer regulated by CoA or its
thioesters but showed a four times increased PanK activity, compared to the wild-type.

It could be shown that the four genes YILO83C, YKL0O88W, YGR277C and YDR196C initially
identified by similarity to human CoA biosynthetic genes are encoding the four remaining
enzymes involved in yeast CoA biosynthesis. Null mutants of these essential genes were
complemented by the corresponding bacterial genes for which the enzymatic verification of
gene products had been done in E. coli. The following new gene designations were created,
based on the sequence of reaction steps: YILO83C = CAB2 (encoding phosphopantothenoyl-
cysteine synthetase, PPCS), YKLO88W = CAB3 (phosphopantothenoylcysteine decarboxy-
lase, PPCDC), YGR277C = CAB4 (phosphopantetheine adenyltransferase, PPAT) and
YDR196C = CABS5 (dephospho-CoA kinase, DPCK).

Gene expression studies showed a slight increase of reporter gene expression for CAB1,
CAB2 and CAB5 when transformants were cultivated in the presence of the non-fermentable
carbon source ethanol, compared with glucose as a carbon source. The absence of amino
acids did not significantly alter gene expression.

The first evidence for the existence of a CoA-synthesizing protein complex (CoA-SPC) was
provided by the results of gel filtration studies. Epitope-labeled proteins Cab3 and Cab5
cofractionated with a protein complex of 327 kDa. In vitro interaction experiments revealed
that Cabl (PanK) is not involved in the formation of this complex and that Cab2, Cab3, Cab4
and Cab5 interact with Cab3. By construction of length variants of these proteins, minimal
segments responsible for interactions with Cab3 were mapped. Presumably, Cab3 is the
“scaffolding protein” of CoA-SPC. Interaction experiments with proteins completely synthe-
sized in bacteria confirmed that the interaction of Cab proteins with Cab3 occurs directly.

In a final part of this work it was attempted to influence cellular CoA biosynthesis by
overexpression of the CoA biosynthetic genes. Using integrating plasmids, a strain was
obtained which carried overexpression constructs of the five CoA biosynthetic genes
controlled by the MET25 promoter. Two variants of CAB1 (wild-type allele CAB1 and the
deregulated CAB1W331R allele) were used. While the CoA content of transformants
remained almost constant, the amount of acetyl-CoA was increased 3-fold (with CAB1) and
even 6-fold (with CAB1W331R), compared to the wild-type. These findings demonstrate that
PanK is a major rate-limiting step of the entire CoA biosynthetic pathway.
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2  Einleitung

2.1 Bedeutung von Coenzym A

Coenzyme sind niedermolekulare organische Komponenten, durch deren
katalytischen Beitrag die Reaktionen zwischen Apoenzym und Substrat erleichtert
und oft erst ermdglicht wird. Nach Ablauf der Reaktion, fur die die nicht-kovalente
Bindung des Coenzyms an das Apoenzym erfolgt, geht ersteres veréndert daraus
hervor. Coenzym A ist ein ubiquitar benutzter Cofaktor mit einer zentralen Rolle im
Stoffwechsel. Die Entdeckung erfolgte durch Lipmann (1945) wahrend Untersuchun-
gen zur Acetylierung aromatischer Amine in der Leber. Aufgrund dessen Funktion in
der Aktivierung von Acetat benannte er dieses als Coenzym ,A". Er stellte fest, dass
dieser hitzestabile Cofaktor fir viele enzymkatalysierten Acetylierungen benotigt
wird. Mittlerweile ist bekannt, dass 4% aller Enzyme Coenzym A nutzen (Begley et
al., 2001) und dass dieses Coenzym an Uber 100 verschiedenen Reaktionen im
Intermediarstoffwechsel beteiligt ist (Begley et al., 2001; Jackowski et al., 1996).
Coenzym A besteht aus einer Cysteamin-Komponente, die auch als Thioethanolamin
oder als B-Mercaptoethylamin bezeichnet werden kann. Diese enthalt die fur die
Funktion entscheidende reaktive Thiolgruppe (auch Sulfhydrylgruppe, —SH). p-Alanin
bildet zusammen mit der Pantoinsdure das Pantothenat, das zusammen mit der
Cysteamin-Komponente Pantethein ergibt. Des Weiteren besteht CoA aus 3'-
Phosphoadenosindiphosphat (Abbildung 1).

reaktive Thiclgruppe J;m, N Adenin

. i N/EH
waunme e g
|
HS—CH, CH:,—riql—C—CHI—CHE—T—C—?—C—EHE—G—T—U—E‘DEH1 oﬁ\‘
1
H H H rliHJL 0 -0 H H Ribose-3'-
H v H phosphat
< >« >« > cln OH
Cysteamin -Alanin Pantoinséure
y B 0=p—0-
< > 0
Pantothenat
Pantethein 3’-Phosphoadenosindiphosphat

Abbildung 1: Struktur von Coenzym A
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Die 4’ -Phosphopantethein-Einheit des Coenzym A kann auch eigenstandig als
prosthetische Gruppe kovalent Uber die Phosphatgruppe an die Hydroxylgruppe
definierter Serin-Reste bestimmter Enzyme gebunden sein, z. B. an die Acylcarrier-
proteine (ACP) der Fettsdure Synthasen und Polyketid Synthasen sowie nicht-
ribosomaler Peptid Synthasen (Rock et al., 1996; Heath et al., 2002; Kleinkauf et al.,
2000). Die Ausgangssubstanz der Fettsaurebiosynthese ist Acetyl-CoA, dessen
Acetyl-Rest auf die ACP-Domane der Fettsaure Synthase Ubertragen wird. Die
Verlangerung der Kette erfolgt durch einen weiteren Thioester, das Malonyl-CoA.
CoA hat neben dieser Bedeutung fur anabole Prozesse ebenso eine wichtige Rolle in
katabolen Prozessen der Fettsduren. Diese missen vor Ablauf der 3-Oxidation zum
Abbau durch die Bildung eines energiereichen Thioesters aktiviert werden. Dabei
erfolgt ATP-abhéngig eine Aktivierung der Fettsdure und deren anschliel3ender
Transfer auf die Sulfhydrylgruppe-Gruppe (SH-Gruppe) des CoA unter Bildung von
Acyl-CoA. Das Endprodukt des Abbaus ist Acetyl-CoA, der wichtigste CoA-Thioester.
Dieser entsteht ebenfalls beim Abbau ketogener Aminoséduren und wahrend der
Decarboxylierung von Pyruvat durch die Pyruvat Dehydrogenase, die im Anschluss
an die Glykolyse stattfindet. Die Verstoffwechselung der Acetyl-Gruppe erfolgt im
Verlauf des Zitronensaurezyklus.

2.2 Biosynthese von Coenzym A

Der CoA-Biosyntheseweg lasst sich in zwei Abschnitte einteilen: Er beinhaltet zum
einen die Synthese von Pantothenat aus diversen Aminosduren und zum anderen
die von Pantothenat ausgehende Komplettierung der Coenzym A-Biosynthese. Im
Folgenden sollen der Biosyntheseweg in der Hefe S. cerevisiae, ausgehend von
Valin bzw. Pyruvat beschrieben und Unterscheide zwischen den Organismen
aufgezeigt werden (vgl. Abb. 2). Die Bildung von 2-Ketoisovalerat kann durch die
Transaminierung von Valin bzw. mit Hilfe der ILV-Genprodukte aus Pyruvat erfolgen.
Im nachsten Schritt erfolgt die Methylierung des 2-Ketoisovalerats unter Bildung von
Dehydropantoat, die durch die 2-Ketoisovalerat Hydroxymethyltransferase Ecm31
katalysiert wird. Eine Nullmutation im ECM31 Gen fuhrt zur Pantothenatbedurftigkeit
(Witthoft, 2002). Die Dehydropantoat-Reduktase (Pan5) bewirkt die Reduktion von 2-
Dehydropantoat zu Pantoat, das mit B-Alanin durch die Pantoat-B-Alanin-Ligase
(Pan6) zu Pantothenat umgesetzt wird. Unterschiede existieren zwischen den
Organismen in der Bereitstellung von B-Alanin im Verlauf der Biosynthese von
Pantothenat: Wahrend B-Alanin in E. coli durch die Decarboxylierung von Aspartat
entsteht (Williamson und Brown, 1979; Cronan, 1980; Jackowski et al., 1996), fehlt in
der Hefe ein zu panD homologes Genprodukt (White et al., 2001). Die B-Alanin-
Biosynthese erfolgt hier durch die oxidative Umwandlung von Polyaminen (White et
al., 2001, 2003). Die Amin Oxidase Fms1 katalysiert einen geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt in der Pantothenat-Biosynthese, namlich die Bildung von 3-Amino-
propanal aus Spermin (White et al., 2001, 2003). Im weiteren Verlauf entsteht
B-Alanin durch die Reaktion der Aldehyd-Dehydrogenasen Ald2 und Ald3. Somit ist
S. cerevisiae (White et al., 2001) wie alle Pilze, Pflanzen und die meisten Bakterien
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in der Lage, eine de novo Pantothenat-Synthese durchzufiihren. Es ist allerdings
auch mdglich, externes Pantothenat aufzunehmen. Das FEN2-Genprodukt codiert fur
eine Permease, die die Aufnahme von Pantothenat aus der Umgebung ermdglicht
(Stolz und Sauer, 1999). Es handelt sich dabei um einen Protonen gekoppelten
Symporter, der keine Ahnlichkeiten zu dem PanF Transporter in E. coli (Reizer et al.,
1990) bzw. zu dem Multivitamin-Transporter in Saugern aufweist. Wahrend in E. coli
der Pantothenat-Transport als ein Natrium-Cotransport erfolgt, wird dieses Inter-
mediat in H. sapiens Natrium-abhangig mittels SMVT (Natrium-abhangiger Multi-
vitamin-Transporter) transportiert, der ebenso den Transport von Biotin und Lipoat
gewahrleistet (Prasad et al., 1997). Trotz der Moglichkeit, Pantothenat aus externen
Quellen aufzunehmen, wird die Expression der Gene ECM31 und PANG in Hefe nicht
durch Pantothenat reguliert (Witth6ft, 2002).

Der zweite Teil der CoA-Biosynthese umfasst in E. coli finf enzymatische Schritte,
die fur die Bildung von Coenzym A aus Pantothenat notwendig sind. Entsprechende
Syntheseschritte wurden auch fir die humane CoA-Biosynthese nachgewiesen
(Daugherty et al., 2002). Allerdings wurde postuliert, dass die CoA-Synthese in Hefe
auf einem alternativen Weg erfolgt (Bucovaz et al., 1997), der ohne das Schlussel-
enzym Pantothenat Kinase auskommt. Diese Hypothese wurde aber durch verglei-
chende genomische Analysen in Zweifel gezogen, denn die Hefe S. cerevisiae
codiert fur Enzyme mit Ahnlichkeiten zu allen CoA-Biosyntheseenzymen des
Menschen. Die Zuordnung einer Funktion erfolgte in einer Studie zur Untersuchung
essentieller, aber uncharakterisierter Leserahmen (Hazbun et al., 2003) und
aufgrund von Ahnlichkeiten zu Enzymen der CoA-Synthese anderer Eukaryoten
(Daugherty et al., 2002; Calder et al., 1999). Daher kann nun davon ausgegangen
werden, dass die Herstellung von CoA in allen Organismen durch einen universellen
Biosyntheseweg erfolgt, auch wenn die Organisation der beteiligten Enzyme variiert.
Die Charakterisierung der identifizierten finf Gene (YDR531W, YILO83C, YKL088W,
YGR277C und YDR196C) durch genomweite Gendeletionsprojekte (Winzeler et
al.,1999; Giaever et al., 2002) bzw. individuell eingeftihrte Nullmutationen (Schibbe,
2001; Olzhausen, 2006) zeigte, dass diese mutmallich an der CoA-Synthese betei-
ligten Gene essentiellen Charakter haben. Im Folgenden sollen diese funf Reak-
tionen mit den daran beteiligten Genen und Enzymen néher beschrieben und
Gemeinsamkeiten wie auch Unterschiede bei der Organisation der Enzyme und
deren Regulation zwischen den Organismen dargestellt werden.
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Abbildung 2: Gene der Coenzym A Biosynthese in der Hefe Saccharomyces
cerevisiae.

In silico-Analysen und funktionelle Studien (Olzhausen et al., 2009; diese Arbeit) fihrten zur
Zuordnung der neuen Genbezeichnungen CAB1 - CAB5. Enzymabkirzungen werden im
folgenden Text erlautert.
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Die Phosphorylierung von Pantothenat zum 4"-Phosphopantothenat stellt im zweiten
Teil der CoA-Biosynthese die erste Reaktion dar. Diese wird von der Pantothenat
Kinase (PanK) katalysiert, die in E. coli (Vallari et al., 1987), im Pilz A. nidulans
(Calder et al.,, 1999) und in der Maus (Rock et al., 2000; Rock et al., 2002) ein
Schlusselenzym darstellt und dessen Regulation durch das Endprodukt bzw. dessen
Derivate erfolgt. Das S. cerevisiae-Gen YDR531W zeigt Ahnlichkeiten zu panK in A.
nidulans (Calder et al., 1999), dessen PanK-Aktivitdt durch einen Enzymtest nachge-
wiesen wurde.

Im folgenden Schritt wird Cystein an das gebildete 4"-Phosphopantothenat durch die
Phosphopantothenyl Cystein Synthetase (PPCS) gebunden. In dieser Reaktion
wird die fur die Funktion des CoA entscheidende SH-Gruppe eingeflhrt. In der Hefe
wurde YILO83C als ein Gen identifiziert, das wahrscheinlich fir ein Protein mit dieser
Aktivitat codiert. Wahrend dieser Syntheseschritt in Eukaryoten durchgehend durch
ein monofunktionelles Enzym katalysiert wird (AtcoaB in A. thaliana, Kupke et al.,
2003; PPCS in H. sapiens, Daugherty et al.,, 2002), existiert in den meisten
Prokaryoten (mit Ausnahme der Strepto- und Enterokokken; Gerdes et al., 2002;
Izard und Gerlof 1999;Yao et al., 2009) ein bifunktionelles Enzym mit PPCS- und
PPCDC-Aktivitat (codiert durch coaBC; Kupke et al., 2000; Strauss, 2001).

Im nachsten Schritt erfolgt die Decarboxylierung von 4’ -Phosphopantothenylcystein
zu 4’-Phosphopantethein durch die bereits erwdhnte Phosphopantothenylcystein
Decarboxylase (PPCDC). Die CoaC-Doméne des bifunktionellen Enzyms aus E.
coli katalysiert diese Reaktion. Die essentielle Funktion von YkIO88W ist verbunden
mit der PPCDC-AKktivitat und somit mit der CoA-Biosynthese (Ruiz et al., 2009). In
dieser Arbeit wurde die Vermutung geaulert, dass erst ein Heterotrimer aus YkI088w
und den sequenzéhnlichen Proteinen Sis2 und Vhs3 zu einer funktionellen PPCDC
fuhrt (Ruiz et al.,, 2009). Bei Sis2 und Vhs3 handelt es sich um inhibitorische
Untereinheiten der Protein Phosphatase Z (Ruiz et al., 2004), die eine Rolle bei der
Salztoleranz spielt (Ferrando et al., 1995; Posas et al.,, 1995). Sis2 und Vhs3
besitzen somit Funktionen, die nicht im Zusammenhang mit der CoA-Biosynthese
stehen. Die zu YKLO88W ahnlichen Gene SIS2 und VHS3 waren einzeln allerdings
nicht in den Lage, einen Defekt im YKLO88W Gen zu komplementieren (Olzhausen,
2006). Die entsprechenden Enzyme in H. sapiens und A. thaliana kommen als
monofunktionale Enzyme vor, die zu 50% identisch sind (Armando et al., 2000;
Steinbacher et al., 2003).

Die Phosphopantethein Adenyltransferase (PPAT) katalysiert den Transfer einer
Adenylgruppe aus dem ATP auf das 4"-Phosphopantethein unter der Bildung von
Dephopsho-CoA. In der Hefe wurde YGR277C identifiziert als ein Gen, das eventuell
fur ein Protein mit PPAT-Funktion codiert. Untersuchungen in E. coli ergaben, dass
die PPAT allosterisch durch CoA reguliert wird (Jackowski und Rock, 1984; Vallari
und Jackowski, 1988) und somit eine weitere Regulationsebene der CoA-
Biosynthese darstellt. Dieser Befund einer ,feedback®-Regulation durch das
Endprodukt wird durch das Ergebnis der Untersuchungen von Geerlof et al. (1999)
unterstitzt, in denen die Kristallisierung des Enzyms mit gebundenem CoA gelang.
Eine durch RoOntgenkristallographie ermittelte Raumstruktur der PPAT liegt ebenso
fur das Enzym aus Mus musculus vor, dessen Aufreinigung gemeinsam mit Acetyl-
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CoA erfolgte, so dass man ebenfalls auf eine ,feedback”-Regulation schlielRen kann.
Allerdings wurden hierzu noch keine weiterfihrenden Experimente durchgefuhrt.

Die zu Ygr277c ahnlichen Proteine AtCoaD und PPAT zeigen Unterschiede in der
Organisation. Wahrend die PPAT aus A. thaliana (AtCoaD; Kupke et al., 2003) als
monofunktionelles Enzym vorkommt, bilden die PPAT aus H. sapiens (Daugherty et
al., 2002) und Sus scrofa (Aghajanian und Worrall, 2002) zusammen mit der DPCK
ein bifunktionelles Enzym, die CoA Synthase.

In der durch die Dephospho-CoA Kinase (DPCK) katalysierten finalen Reaktion
erfolgt die Bildung von CoA durch die Ubertragung einer Phosphat-Gruppe auf das
Dephospho-CoA. Wie oben beschrieben, befindet sich die DPCK-Doméne der
Enzyme von H. sapiens (Daugherty et al.,, 2002), M. musculus (Joint Center For
Structural Genomics, Jcsg) und S. scrofa (Aghajanian und Worrall, 2002) in der
bifunktionellen CoA-Synthase, wohingegen die Enzyme in A. thaliana (AtCoak;
Kupke et al., 2003) und E. coli (Mishra et al., 2001) monofunktionell vorkommen.
Aufgrund von Sequenzahnlichkeiten zu den eukaryotischen Genen kdnnte es sich
bei YDR196C von S. cerevisiae um ein Gen handeln, das fir ein Protein mit DPCK-
Aktivitat codiert.

2.3 Pantothenat Kinase und deren Regulation

Die Pantothenat-Kinase (PanK) katalysiert den ersten Schritt in der Coenzym A-
Biosynthese, namlich die ATP-abhangige Phosphorylierung von Pantothenat, so
dass 4°-Phosphopantothenat entsteht. Dieser Schritt des Biosyntheseweges wurde
am umfangreichsten untersucht, da eine ,Feedback“-Regulation in Form einer Inhibi-
tion durch das Endprodukt des CoA-Biosynthesewegs bzw. dessen Derivate
stattfindet. Es ist somit ein Regulationsmechanismus fur die Kontrolle des
intrazellularen Gehalts an CoA in Abhangigkeit des metabolischen Status bzw. des
energetischen Zustands der Zelle (Vallari et al.,, 1987). Die Pantothenat Kinasen
kénnen hinsichtlich ihrer Sequenzhomologie, der Struktur und der katalytischen bzw.
inhibitorischen Eigenschaften in drei Klassen eingeteilt werden (Yang et al., 2006).
Viele prokaryotische Enzyme, darunter auch das reprasentativste fur diese Gruppe,
das als erstes voll charakterisierte coaA Genprodukt aus E. coli, geh6ren zu den
Pantothenat Kinasen vom Typ | (Song und Jackowski, 1992; 1994). Diese ist in vivo
und in vitro durch freies CoA und nur in einem geringen MalRe durch Acetyl-CoA
hemmbar. Dabei wirkt CoA in vitro 5-fach starker inhibierend (Vallari et al., 1987).
Das Ausmal’ dieser Inhibition wird in einem Experiment von Song et al. (1992)
deutlich, in dem eine 76-fache Uberexpression des Enzyms nur zu einem 2,6-fachen
Anstieg der CoA-Konzentration fuhrte. Die Bindung des Inhibitors CoA an die ATP-
Bindestelle der PanK ist kompetitiv (Vallari et al., 1987). Strukturanalysen ergaben,
dass die Thiol-Gruppe des Inhibitors wahrend der Bindung an die PanK an
schwachen elektrostatischen Interaktionen mit aromatischen Resten beteiligt ist (Yun
et al., 2002). Das erklart die starkere Hemmung durch CoA, da sich in dem Acetyl-
CoA an der Thiol-Gruppe die Acetyl-Gruppe befindet und somit die Bindung an das
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Enzym erschwert (Song et al., 1994). In S. cerevisiae wurde durch Datenbanksuchen
mit Ygr205w ein Protein identifiziert, das eine starke Ahnlichkeit zu CoaA in E. coli
aufweist (de La Sierra-Gallay et al., 2004). Strukturuntersuchungen ergaben, dass es
sich um eine Kinase handelt, allerdings gibt es noch keine Kenntnisse Uber die
Spezifitat oder das Substrat (de La Sierra-Gallay et al., 2004).

Pantothenat Kinasen vom Typ Il sind Uberwiegend in Eukaryoten, unter anderem in
A. nidulans (Calder et al., 1999), A. thaliana (Kupke et al., 2003), M. musculus (Rock
et al., 2000) und H. sapiens (Zhou et al., 2001) zu finden. lhre Regulation erfolgt
ebenfalls durch eine ,Feedback®-Inhibition durch das Endprodukt bzw. dessen
Derivate, wobei CoA-Thioester, insbesondere Acetyl-CoA, starker inhibierend wirken
als Coenzym A (Rock et al., 2002, Calder et al., 1999, Zhang et al., 2005). Es war
mdoglich, das PanK Gen aus A. nidulans (AnPanK) durch funktionelle
Komplementation einer coaA Mutation in E. coli zu isolieren, obwohl beide PanK
Enzyme keinerlei Sequenzahnlichkeiten zeigen. Datenbanksuchen ergaben, dass es
sich bei Ydr531w in der Hefe S. cerevisiae um ein zur AnPanK sehr &hnliches
Protein handelt (44,8% Identitat, 60% Ahnlichkeit; Calder et al., 1999). Aus den
raumlichen Strukturanalysen der humanen Isoenzyme PanKla und PanK3 (Hong et
al.,, 2007) wurde deutlich, dass die Pantothenat-Bindestelle partiell mit der
Bindestelle fur den Inhibitor Acetyl-CoA Uberlappt, so dass es sich um eine quasi-
kompetitive Hemmung, aber keine ideale allosterische Kontrolle handelt. Da die
beiden humanen Isoenzyme mit gebundenem Acetyl-CoA kristallisiert werden
konnten, kann aus der Analyse entnommen werden, welche Aminoséurereste an der
Bindung des Inhibitors beteiligt sind. Sequenzalignments der humanen Enzyme mit
Ydr531w (neuer Name: Cabl; vgl. diese Arbeit) ergaben eine groRe Ahnlichkeit
(PanK1a: 40% identisch, 58% &hnlich; PanK3: 36% identisch, 53% ahnlich).

|<— A domain —>|<— B-B' domain —-|<— A’ domain —>|

Acetyl-CoA

Abbildung 3: Raumstruktur der humanen PanK3 mit geb undenem Acetyl-CoA
(entnommen aus Hong et al., 2007).
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Interessanterweise gehort die prokaryotische PanK aus S. aureus (SaPankK)
aufgrund von Sequenzadhnlichkeiten ebenfalls in diese Gruppe. Eine weitere
Besonderheit dieses Enzyms ist die fehlende Regulation durch CoA oder Acetyl-CoA
(Leonardi et al., 2005). Aufgrund der Strukturaufklarung des humanen inhibierbaren
Enzyms PanK3 konnten durch Sequenzvergleiche zwei Veradnderungen in der
Aminosauresequenz der Acetyl-CoA Bindestelle identifiziert werden (Hong et al.,
2007). Die Veranderung von Alanin zu Tyrosin an Position 337 in PanK3 (bzw. 240
in SaPanK) fuhrt aufgrund dessen Grol3e zu einer sterischen Beeinflussung der CoA-
Bindung. Arginin an der Stelle von Tryptophan (Trp 341 in PanK3 entspricht Arg 244
in SaPanK) zerstort durch die positive Ladung die hydrophobe Bindungsstelle flr die
SH-Gruppe von CoA bzw. fur die Acyl-Gruppen der Thioester (Hong et al., 2007).
Aufgrund von Sequenzahnlichkeiten der PanK aus S. cerevisiae zu vielen anderen
eukaryotischen Enzymen bzw. der prokaryotischen PanK aus S. aureus kann eine
Zugehorigkeit zu der Klasse Il vermutet werden.

Die dritte Gruppe umfasst Enzyme einiger Bakterien, darunter viele Pathogene wie
H. pylori, B. pertussis und P. aeruginosa (Brand und Strauss, 2005; Yang et al.,
2006), die weder Sequenzéahnlichkeiten zum Typ | noch zum Typ Il aufzeigen. Es
erfolgt keine ,Feedback"-Inhibition durch CoA oder Acetyl-CoA (Yocum et al., 2002,
Brand et al., 2005).

2.4 Der CoenzymA-synthetisierende Enzymkomplex (CoA  -SPC)

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass die Coenzym A-Biosyntheseenzyme
von Saccharomyces cerevisiae in einem Komplex, dem sogenannten CoA-SPC
vorliegen (Morrisson et al., 1975). Nach der Préaparation und Aufreinigung des ca.
375 - 400 kDa grofien Enzymkomplexes konnten nicht alle Enzymaktivitaten, die
aufgrund des CoA-Syntheseverlaufs in E. coli erwartet wurden, in der Hefe nachge-
wiesen werden (Bucovaz et al.,, 1997). Der CoA-SPC besteht laut Bucovaz et al.
(1997) aus zwei Segmenten: dem apo-CoA-SPC und einer 10-15 kDa Untereinheit,
in der eine PPAT- und eine DPCK-Aktivitat nachgewiesen werden konnte. Es handelt
sich dabei um die Enzymaktivitaten, die die letzten beiden Reaktionen des konventio-
nellen CoA-Biosyntheseweges katalysieren. Bucovaz et al. (1997) postulierten fur
den apo-CoA-SPC Proteine mit Enzymaktivitdten, die im CoA-Biosyntheseweg
anderer Organismen nicht vorkommen. Dazu gehéren die 5°-ADP-4"-Pantothenat
Synthetase, 5°-ADP-4"-Pantothenylcystein Synthetase, 5 -ADP-4"-Pantothenyl-
cystein Decarboxylase und CoA Hydrolase. Eine Pantothenat Kinase-Aktivitat und
die beiden nachfolgenden Enzymaktivitditen des konventionellen Syntheseweges
konnten im CoA-SPC nicht nachgewiesen werden. Bucovaz et al. (1997) stellten
somit die Vermutung auf, dass in der Hefe ein alternativer, zu Bakterien und Saugern
unterschiedlicher Biosyntheseweg existiert. Zu den genannten Enzymen des postu-
lierten alternativen Syntheseweges gibt es allerdings bisher keine weiteren Unter-
suchungen bzw. Datenbankeintrdge. Dagegen sprechen die Daten des S. cerevisiae-
Genomprojekts fur einen Syntheseverlauf nach konventionellem Muster.
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2.5 Ziele der Arbeit

Eine wichtige Fragestellung, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollte,
betrifft die widersprtchlichen Befunde zum Verlauf der CoA-Biosynthese in der Hefe.
Es sollte geklart werden, ob es sich bei den Genen in S. cerevisiae, die durch
Ahnlichkeiten zu CoA-Biosynthesegenen in anderen Eukaryoten identifiziert wurden,
tatsadchlich um CoA-Biosynthesegene handelt. Dazu sollten Tests auf heterologe
Komplementation durch die korrespondierenden E. coli Gene erfolgen. Fur diese
Genprodukte wurden bereits die Enzymaktivitaten und somit die Rolle in der CoA-
Biosynthese nachgewiesen. Des Weiteren sollte die Starke der Genexpression und
deren eventuelle Regulation durch Variation der Kultivierungsbedingungen bei den
funf CoA-Biosynthesegenen untersucht werden.

Eine besondere Beachtung sollte die Pantothenat Kinase erhalten, die es gemaR der
Hypothese des alternativen CoA-Syntheseweges in Hefe gar nicht gibt. Enzymaktivi-
tatstests sollten deren Bedeutung fir den Biosyntheseweg und ihre ev. Regulation
durch Endprodukte klaren. Durch Einfiihrung gerichteter Mutationen sollte idealer-
weise ein Enzym erzeugt werden, dass nicht mehr durch eine ,Feedback“-Kontrolle
inhibiert wird und dessen Aktivitat zu einem erhhten CoA-Gehalt in der Zelle fuhrt.
Schlielilich sollte dem Hinweis auf die Existenz eines CoA-synthetisierenden Enzym-
komplexes (CoA-SPC) nachgegangen werden. Die mutmalfilich beteiligten Proteine
sollten nach Epitopmarkierung chromatographisch fraktioniert und auf Co-Elution hin
getestet werden. Hinweise auf eine tatsachliche Assoziation CoA-synthetisierender
Enzyme sollten durch paarweise Interaktionstests verifiziert werden, auf deren Basis
eine Kartierung von Interaktionsdoménen erfolgen kann.
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3 Ergebnisse

3.1  Untersuchungen der Pantothenat Kinase in  S. cerevisiae

Die Pantothenat Kinase (PanK) katalysiert den ersten Schritt in der Coenzym A-
Biosynthese, namlich die ATP-abhangige Phosphorylierung von Pantothenat, so
dass 4’-Phosphopantothenat entsteht. Aufgrund von Sequenzhomologien, der
Struktur und der Regulation kénnen PanKs in drei verschiedene Gruppen eingeteilt
werden. Enzyme vom Typ Il sind vorwiegend bei Eukaryoten, u. a. bei Aspergillus
nidulans (Calder et al., 1999), Mus musculus (Zhang et al.,, 2005) und dem
Menschen (Ramaswamy et al., 2004) zu finden. Die PanK aus A. nidulans war das
erste eukaryotische Enzym, das untersucht wurde. Es konnte der Nachweis erbracht
werden, dass dieses Enzym in der Lage ist, Pantothenat zu phosphorylieren und
eine Mutation in einem E. coli Stamm, der einen Defekt im PanK Gen coaA tragt,
heterolog zu komplementieren. Das Enzym, das durch den Leserahmen YDR531W
in S. cerevisiae codiert wird, ist zu 44,8% identisch und zu 60% ahnlich. Es ist also
zu vermuten, dass dieses Gen, das schon in einer friiheren Arbeit untersucht wurde
(Olzhausen, 2006) fur die PanK codiert. Ziel der folgenden Untersuchungen war es,
weitere Hinweise zu erhalten, dass es sich tatséachlich um die PanK handelt. Ferner
sollte diese PanK hinsichtlich ihrer regulatorischen Eigenschaften (Hemmung durch
das Endprodukt und dessen Derivate) charakterisiert werden.

3.1.1 Charakterisierung einer temperatursensitiven Mutante

Der Stamm JS91.14-24 zeigt temperatursensitives Wachstum und ist bei 37T
aufgrund eines Gendefekts in einem essentiellen Gen nicht mehr in der Lage zu
wachsen. Dieser Stamm wurde durch Rickkreuzung einer ts-Mutante der
Fettsaurebiosynthese erhalten (Schweizer et al., 1973). Diese Mutation konnte durch
Plasmidklone komplementiert werden, die ein Gen beinhalten, das sich in der
Umgebung des APA2-Gens befindet (Schiiller, personliche Mitteilung). Es lag die
Vermutung nah, dass es sich dabei um das benachbarte Gen YDR531W handelt. Es
war moglich, die Mutation in dem Stamm JS91.14-24 durch ein
Uberexpressionskonstrukt des Gens YDR531W in dem Plasmid pSBS5 (MET25pro-
HA3-YDR531W; Schiibbe, 2001) zu komplementieren. Um auszuschlie3en, dass es
sich dabei um eine Gendosis-vermittelte Suppression einer Mutation in einem
anderen Gen handelt, wurde ein Allelietest durchgefihrt. Dazu wurde der Stamm
JOY2 konstruiert, indem die haploide ts-Mutante gegen den Wildtyp JS58 (a leu2
his3) gekreuzt wurde. Diese Diploide wurde anschlieRend mit der
Disruptionskassette Aydr531w::HIS3 transformiert, so dass diese Kassette entweder
in das Wildtyp- oder in das ts-Allel integrieren kann. Die Verifizierung der
erfolgreichen Disruption erfolgte Uber eine PCR mit Hilfe allelspezifischer Primer
(coa3mut + HIS3-P). Die Transformanten wurden auf ein Selektivmedium Ubertragen
und bei 30C bzw. 37T inkubiert. Dabei wurden Tran sformanten erhalten (z. B. der
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Stamm JOY2D, vgl. Abbildung 4), die den ts-Phanotyp aufwiesen. In diesen
Transformanten war also das Wildtypallel disruptiert worden, so dass der ts-
Phanotyp des verbleibenden Allels wieder auftrat. Die ts-Mutation befindet sich also
in dem Gen YDR531W.

JOY2D (ydr531w::HIS3 / ydr531w®)

JOY2 (YDR531W / ydr531w®)

Abbildung 4: Allelietest der ts-Mutation und einer ydr531w-Nullmutation.
Unterschiedliche Mengen der angegebenen Transformanten wurden mit einem
Metallstempel auf Vollmedium (YEPD) Ubertragen und fur zwei Tage bei 30C bzw. 37T
inkubiert.

Fur die folgenden Experimente steht nun mit JS91.14-24 ein Stamm zur Verfiigung,
dessen Defekt in dem Gen der mutmalllichen Pantothenat Kinase zu einem
temperatur-sensitiven Phanotyp fuhrt. Eine vergleichende Sequenzierung des
Wildtypallels aus dem Hefestamm JS91.15-23 und des Mutantenallels aus JS91.14-
24 ergab eine Abweichung in der Sequenz an funf Positionen (D208N, N255H,
S261P, A327T und G351S), die als Ursache fur den ts-Phanotyp in Betracht
kommen. Um aussagen zu kdnnen, welche Punktmutation zu dem Phanotyp fuhrt,
sollten die Positionen einzeln in dem Wildtypallel YDR531W durch gerichtete
Mutagenese modifiziert werden. Ein Vergleich der Aminosauresequenzen
verschiedener eukaryotischer PanKs zeigte, dass nur der Glycinrest 351 zwischen
den verglichenen Eukaryoten konserviert ist (Abbildung 5). Es bestand die
Vermutung, dass eine Veranderung an dieser Position zu dem ts-Phéanotyp gefuhrt
hat, so dass diese als erste in einer Mutagenese-PCR modifiziert werden sollte.
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YDR531W LLVNIGSGVSILKVTEPNNFSRVGGSSLGGGTLWG LLSLITGAQTYDQMLDWAQEGDNSS 211

ts6629 LLVNIGSGVSILKVTEPNNFSRVGGSSLGGGTLWG  LLSLITGAQTYDQMLDWAQEGENSS 211
panK LLVNIGSGVSMIKVSGPKQFQRVGGTHLGGGTFWG IMSLLTGARTFDDMLAMADRGDNSG 259
panK4 LLVNIGSGVSIVKVETEDRFEWVGGSSIGGGTFWG  LGALLTKTKKFDELLHLASRGQHSN 249

panK3 LVVNIGSGVSILAVHSKDNYKRVTGTSLGGGTFLG  LCSLLTGCESFEEALEMASKGDSTQ 245

Kkekkkkkkkke * ok ke akkkke % . ekek EEREE S TR

YDR531W VDMLVGDIYGTDYNKIGLKSSAIASSFGKVFQNRM TSNKSLENNENKLYSSHESIEKNNG 271
ts6629 VDMLVGDIYGTDYNKIGLKSSAIASSFGKVFQNRM TSNKSLENHENKLYPSHESIEKNNG 271

panK VDMLVGDIYGMDYGKIGLKSTAIASTFGKVFR--L QNRERVASDGE--APQDGSRQKADE 315
panK4 VDMLVRDVYGGAHQTLGLSGNLIASSFG-------  —mmmmmmmmmmeee KSATAD 283
pank3 ADRLVRDIYGGDYERFGLPGWAVASSFG NMIYKEKR 281

* kk kekk o k% vkkekk

YDR531W QMFKNPDICKSLLFAISNNIGQIAYLQAKINNIQN  IYFGGSYTRGHLTTMNTLSYAINFW 331

156629 QMFKNPDICKSLLFAISNNIGQIAYLQAKINNIQN IYFGGSYTRGHLTTMNTLSYTINFW 331

panK PIFKHEDMSRSLLYAISNNIGQIAYLQSEKHQVKH IYFGGSFIRGHRQTMNTLSYAIRFW 375

panK4 QEFSKEDMAKSLLHMISNDIGQLACLHARLHSLDR  VYFGGFFIRGHPVTMRTITYSINFF 343

panK3 ETVSKEDLARATLVTITNNIGSVARMCAVNEKINR WFVGNFLRVNTLSMKLLAYALDYW 341
-*---******-- ok k ok s ek e

YDR531W SQGSKQAFFLKHEGYLGAMGAFLS------ ASRHS  STKKTST------------------ 367

ts6629 SQGSKQAFFLKHEGYLGAMSAFES------ ASRHS STKKTST------mmmmmmmmm- 367

panK SKGEKQAYFLRHEGYIGAVGAFLRRKPVNWGRRNS IDEHVPAQGL--------------- 420

panK4 SKGEVQALFLRHEGYLGAIGAFLKGAEQDNPNQYS WGENYAGSSGLMSASPELGPAQRAR 403

panK3 SKGQLKALFLEHEGYFGAVGALL.S ------ LPNFS 370

** ********* **

Abbildung 5: Vergleich eukaryotischer Pantothenat K inasen.

Die S. cerevisiae Allele des Gens YDR531W (Wildtypallel im Stamm JS91.15-23; ts-Allel im
Stamm JS91.14-24) wurden mit PanK-Sequenzen aus A. nidulans (panK), H. sapiens
(panK4) und M. musculus (panK3) verglichen. Farblich unterlegt sind die finf Positionen, an
denen sich die Aminoséauresequenzen des ts- und des Wildtypallels unterscheiden und als
mdgliche Ursache fir den ts-Phanotyp in Frage kommen. Vergleicht man diese mit den
Sequenzen anderer eukaryotischer Enzyme wird deutlich, dass die Position 351 als einzige
konserviert ist.

Mit Hilfe der Primer coa3G351S A und coa3G351S B, die zentral die gewlnschte
Sequenzanderung tragen (AGT anstelle GGT) wurde das Plasmid pJO20 (enthalt
den codierenden Bereich des Gens YDR531W), das als Matrize diente, durch die
Turbo-Pfu-Polymerase amplifiziert. Nach Transformation in den E. coli-Stamm DH5a
wurde in dem erhaltenen Plasmid pJO44 die gewinschte missense-Mutation
(ydr531wG351S) durch DNA-Sequenzierung nachgewiesen. AnschlieRend erfolgte
eine Ligation des mit Hilfe der Primer Coa3PromEco und YDR531WPromBam
amplifizierten Promotors vor das Mutantenallel im Plasmid pJO44, so dass eine
expressionsfahige Genkassette im Plasmid pJO61 entstand. AnschlieBend wurde
diese Kassette in den Centromervektor pRS416 inseriert, um mit dem erhaltenen
Plasmid pJO62 (ARS CEN URAS3 ydr531wG351S) bei den folgenden Experimenten
eine Gendosis-vermittelte Suppression ausschlieRen zu kénnen. Das sequenzierte
Mutantenallel mit den funf missense Mutationen aus dem Stamm JS91.14-24 wurde
ebenfalls unter die Kontrolle seines naturlichen Promotors gebracht (pJO56). Um den
Einfluss der Promotorstarke auf die Komplementation testen zu kénnen, wurde
dieses Gen auch in ein Uberexpressionsplasmid inseriert (pJO54: ARS CEN URA3
MET25-ydr531%). Die temperatursensitive Mutante JS91.14-24 wurde mit den
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Plasmiden pJO62 (YDR531Wpgro-ydr531wG351S), pJO57 (YDR531Wpro-
YDR531W), pJO56 (YDR531Wpro-ydr531w®), pJO54 (MET25pro-ydr531w®) und
dem Vektor pRS416 transformiert. Die Transformanten wurden dann auf Uracil freies
Selektivmedium Ubertragen und anschlieend bei 30T bzw. bei 37<C inkubiert.

ydr531w® + pRS416

ydr531w® + YDR531Wpro-YDR531W (pJO57)
ydr531w® + YDR531Wpro-ydr531WG351S (pJO62)
ydr531w® + YDR531Wpro-ydr531w" (pJO56)

ydr531w® + MET25pr0-ydr531w" (pJO54)

Abbildung 6: Einfluss der ydr531wG351S-Mutation auf den ts-Phanotyp des
Stammes JS91.14-24.

Unterschiedliche Mengen der angegebenen Transformanten wurden mit einem
Metallstempel auf Uracil-freie Selektivplatten (SCD-Ura) tbertragen und fir zwei Tage bei
30C bzw. 37<C inkubiert.

Aus den Ergebnissen des Wachstumstests, die in Abbildung 6 dargestellt sind, wird
deutlich, dass die Mutation von YDR531W an der Position 351 in dem Stamm
JS91.14-24 die Ursache fur den ts-Charakter dieses Stammes ist. Austausch der
Aminosaure Glycin gegen Serin an dieser Position filhrte nicht zu einer
Komplementation der Mutation (pJO62), so dass der ts-Phanotyp des Stammes
JS91.14-24 erhalten blieb. Das gleiche Ergebnis war erwartungsgemafld mit dem
isolierten ts-Allel zu beobachten (pJO56). Im Gegensatz dazu kam es mit dem
Wildtypallel des Gens YDR531W (pJO57) bei der nicht-permissiven Temperatur von
37 zu einem Wachstum.

3.1.2 Test auf Komplementation einer  ydr531w"-Mutation

Es konnte bisher gezeigt werden, dass der Stamm JS91.14-24 mehrere missense
Mutationen in dem Gen YDR531W tragt und dass die Veranderung an der Position
351 zur Ausbildung eines temperatursensitiven Phanotyps fuhrt, so dass der Stamm
bei der nicht-permissiven Temperatur von 37C nicht mehr in der Lage ist zu
wachsen. Es kann aufgrund von Ahnlichkeiten zur PanK aus A. nidulans vermutet
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werden, dass dieses Gen fir die Pantothenat Kinase codiert. Im Folgenden sollte
untersucht werden, ob PanK Gene verschiedener Organismen bzw. ein zur
bakteriellen PanK &hnliches Hefegen in der Lage sind, den ts-Phanotyp des
Stammes JS91.14-24 aufzuheben und somit die Mutation zu komplementieren.

coaA

In E. coli codiert das Gen coaA fur die Pantothenat Kinase (Vallari et al., 1987), die
zu den eukaryotischen Enzymen kaum Ahnlichkeiten aufweist. Da das coaA
Genprodukt in der Lage ist, **C-Pantothenat als Substrat zu nutzen und somit der
Beweis erbracht wurde, dass es sich um die PanK handelt, sollte getestet werden, ob
dieses Gen den Defekt in der mutmallichen PanK in der Hefe komplementieren
kann. Dazu wurde es aus der chromosomalen DNA des E. coli Stammes DH5a mit
Hilfe der Primer coaAStartBamHI und coaAStopHindlll amplifiziert und das erhaltene
1,1 kbp grofRe Fragment in den Vektor p426-MET25HA ligiert (pFK1).

PANKS3

Ein weiteres panK-Gen, dessen Fahigkeit zur Komplementation der ydr531w®-
Mutation in Hefe untersucht werden sollte, war panK3 aus Mus musculus. FUr dieses
Genprodukt, das Ahnlichkeiten zu dem Hefe-Protein (32% identisch und 48%
ahnlich) aufweist, liegt ebenfalls der Nachweis der Enzymaktivitat vor (Zhang et al.,
2005). Fur dieses Komplementationsexperiment wurde ein cDNA Klon dieses Gens
aus Mus musculus von der Firma OriGene bezogen und mit den Primern
mPanKBamStart und mPankHindStop in Form eines ca. 1,1 kbp gro3en Fragmentes
in einer PCR amplifiziert. Die Ligation erfolgte ebenfalls in den Vektor p426-
MET25HA und als Ergebnis entstand pJO73.

YGR205W (= TDA10)

In S. cerevisiae existiert der Leserahmen YGR205W, der fUr ein nicht essentielles,
ATP-bindendes Protein unbekannter Funktion codiert. Sequenzvergleiche mit coaA
aus E. coli ergaben, dass die Aminosduresequenzen zu 15% identisch und zu 29%
ahnlich sind. Es konnte allerdings keine Ubereinstimmung mit Ydr531w gefunden
werden. Strukturell gesehen &hnelt dieses Protein einer prokaryotischen PanK (de la
Sierra-Gallay et al., 2004). Fur die Amplifikation dieses Gens wurden die
chromosomale DNA des Stammes JS91.15-23 und die Primer YGR205WBamHI und
YGR205WHindlll genutzt. Das 870 bp groRe Fragment wurde ebenfalls in ein
Uberexpressionsplasmid hinter die Kontrolle des MET25-Promotors gebracht
(pJO72).

Um nun zu testen, ob die genannten Gene in der Lage sind, die ydr531w"-Mutation
zu komplementieren, wurden die Plasmide pFK1, pJO73 und pJO72 sowie als
Positivkontrolle das Plasmid pSBS5 (MET25-YDR531W) in den Stamm JS91.14-24
transformiert. Das Wachstum der erhaltenen Transformanten wurde anschlieRend
bei 30C bzw. 37 untersucht (vgl. Abbildung 7).
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ydr531w" + MET25pr0-YDR531W (pSBS5)
ydr531w® + MET25pro-cOaA (pFK1)
ydr531w" + MET25pr0-pank3 (pJO73)

ydr531w® + MET25pr0-YGR205W (pJO72)

Abbildung 7: Test auf heterologe Komplementation de r ydr531w'-Mutation.
Unterschiedliche Mengen der Transformanten wurden mit einem Metallstempel auf Uracil-
freie Selektivplatten (SCD-Ura) Ubertragen und fir zwei Tage bei 30T bzw. 37T inkubiert.

Da der Stamm nach Transformation mit den Genen coaA (PanK aus E. coli) und
panK3 (PanK der Maus) in der Lage war, bei 37C zu wachs en, wird deutlich, dass
eine Komplementation der ydr531w"-Mutation stattgefunden hat. Da es sich bei den
Genprodukten CoaA und PanK3 um Pantothenat Kinasen mit nachgewiesener
Enzymaktivitat handelt, kann man davon ausgehen, dass der komplementierte
Defekt in dem Gen YDR531W die PanK in der Hefe und damit den ersten Schritt der
Coenzym A Biosynthese betraf. Somit erhalt dieser Leserahmen die neue
Bezeichnung CAB1 (,coenzyme A biosynthesis®). Im Unterschied zu den genannten
Genen durfte es sich bei Ygr205w trotz Ahnlichkeiten zu CoaA nicht um eine
Pantothenat Kinase handeln, denn der ts-Ph&notyp der Mutante blieb erhalten.

3.1.3 Enzymatischer Nachweis der Pantothenat Kinase  Aktivitat
3.1.3.1 Untersuchungen zur PanK-Aktivitdt in  S. cerevisiae

Bisherige Untersuchungen zur CoA-Biosynthese in anderen Eukaryoten (Rock et al.,
2000; Calder et al., 1999, Kupke et al., 2003) und E. coli (Song et al., 1992) ergaben,
dass die PanK ein Schlusselenzym fir diesen Biosyntheseweg darstellt und dessen
Regulation Gbernimmt. Es sollte mit den folgenden Untersuchungen geklart werden,
ob dieses Enzym in der Hefe eine vergleichbare Rolle einnimmt. Die Vermutung,
dass das Gen CAB1 Pank-codierend ist, sollte durch den in vitro Nachweis der
Enzymaktivitat durch dieses Genprodukt in einen Pantothenat Kinase Enzymtest
nach Vallari et al. (1987) bestétigt werden. Das Prinzip beruht auf der Bildung von
14C-4"-Phosphopantothenat unter der Verwendung des Substrats **C-Pantothenat.
Nach Separation des Substrats von dem Produkt erfolgt die Messung der Radioakti-
vitat, die als MaR firr die Menge an **C-4"-Phosphopantothenat und somit als Maf
fur die Aktivitat der Pantothenat Kinase angesehen werden kann. Zur Durchfiihrung
der geplanten Untersuchungen wurde sowohl der Wildtyp Stamm JS91.15-23 als
auch die zuvor charakterisierte ts-Mutante JS91.14-24 bei 30C und bei 37C
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eingesetzt, um den Einfluss der komplementierenden Gene coaA und CAB1 auf die
Mutation zu dokumentieren und hinsichtlich ihrer PanK-Aktivitat zu charakterisieren.
Dazu wurden die eben erwahnten Stamme mit den Plasmiden pSBS5 (MET25pro-
CAB1), pFK1 (MET25pro-c0aA) und dem Vektor p426-MET25HA transformiert. Der
Ansatz mit dem Leervektor wurde mitgefiihrt, um die endogene PanK Aktivitat der
Hefestamme zu bestimmen.

Tabelle 1: Pantothenat Kinase Aktivitat in transfor mierten S. cerevisiae
Stammen.

Spez. PanK Aktivitat (cpm/ug)

Stamm Plasmid 30C (StA) 37T (StA)

JS91.15-23 (Wildtyp) p426-MET25HA 31 (3) 29 (3)
pSBS5 (MET25-CAB1) 1710 (240) 1520 (220)
pFK1(MET25-coaA) 120 (20) 95 (20)

JS91.14-24 (cab1®) p426-MET25HA 15 (2) 0(-)
pSBS5 (MET25-CAB1) 826 (65) 992 (46)
pFK1 (MET25-coaA) 91 (12) 98 (10)

Der Wildtypstamm JS91.15-23 bzw. die cabl®-Mutante JS91.14-24 wurden mit dem
Leervektor und den Expressionsplasmiden pFK1 und pSBSS5 transformiert. Fir den PanK-
Enzymtest bei 30 bzw. 37 wurden zur ATP-abhéngi gen Phosphorylierung von D-[1-*C]
Pantothenat Transformantenextrakte mit jeweils 75 pg Gesamtprotein verwendet. Als
Leerwert diente eine Probe, in der nur Puffer und D-[1-'C] Pantothenat enthalten war. Als
Mald fur die PanK-Enzymaktivitdt diente die durch Szintillationsmessung erhaltene Radio-
aktivitat, die nach Bindung des nun phosphorylierten markierten Substrats an DEAE-
Cellulose ermittelt wurde (cpm/pg Protein). StA, Standardabweichung.

Aus den in Tabelle 1 gezeigten Ergebnissen der Leervektor-Transformanten kann
man entnehmen, dass die PanK-Aktivitat in der ts-Mutante im Gegensatz zum
Wildtyp bei 30C um die Halfte verringert ist. Unte r nicht-permissiven Bedingungen
(37C) kommt der Mutantenphanotyp zum Tragen, so dass keine Aktivitat mehr
detektierbar war. Man kann in diesem Stamm mit den Uberexpressionskonstrukten
von CAB1 (pSBS5) und coaA (pFK1) erkennen, dass die Enzyme bei beiden
Temperaturen in ahnlichem MaRe in der Lage sind, das Substrat **C-Pantothenat
umzusetzen. Uberexpression von CAB1 steigert die PanK-Aktivitat in Transfor-
manten etwa um das 50-fache. Zwar liegt die Aktivitdt des bakteriellen Enzyms
deutlich unter der der S. cerevisiae-PanK, Ubertrifft aber dennoch die des Stammes
mit intaktem chromosomalem CAB1 Gen (Wildtyp mit p426-MET25HA) um das 4-
fache. Weder in den Transformanten mit pSBS5 (CAB1) noch mit pFK1 (coaA) ist bei
37T im Vergleich zu 30T ein Ruckgang der Aktivitéa t zu erkennen. Bei der mit pFK1
transformierten cab1®-Mutante kann man annehmen, dass die bei 37<C gemes sene
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Aktivitat vollstandig von der bakteriellen PanK herrthrt. Dieses Ergebnis unterstitzt
den Befund des Komplementationstests (Abschnitt 3.1.2), der aussagte, dass eine
Komplementation der ts-Mutante durch das bakterielle Gen coaA und durch CAB1
maoglich ist. Der Einfluss der Mutation konnte durch die komplementierenden Gene
coaA und CAB1 aufgehoben und eine PanK Aktivitat detektiert werden. Desweiteren
kann man nun feststellen, dass CABL1 fiir ein Enzym codiert, das **C-Pantothenat als
Substrat fir die Umsetzung zu 4" -Phosphopantothenat nutzen kann.

3.1.3.2 Aktivitat der Hefe- und bakteriellen PanKi n E. coli

Um einen Eindruck von der PanK-Aktivitat in E. coli zu bekommen und um zu
Uberprufen, ob eine heterologe Expression von CAB1 mdoglich ist, wurde eine
Enzymaktivitatsmessung auch mit bakteriellen Proteinextrakten durchgefiihrt. Dazu
wurden zundchst GST-Fusionen hergestellt, indem die Gene coaA und CAB1 als
BamHI/Hindlll-Fragmente in den Vektor pGEX-SCS kloniert wurden. Die
entstandenen Plasmide pJO59 (tacpro-CAB1l) und pJO68 (tacpro-cOaA) sowie der
Vektor wurden in den E. coli Stamm BL21 transformiert. Die Induktion des tac-
Promotors erfolgte durch Zugabe von IPTG wahrend der Anzucht. Von dem durch
Ultraschallaufschluss gewonnenen Rohextrakt wurden ebenfalls 75 pg fir den
Enzymtest eingesetzt.

Tabelle 2: Pantothenat Kinase Aktivitat in Escherichia coli Transformanten.

Stamm Plasmid Spez. PanK Aktivitat (cpm/pg)

(StA)
BL21 PGEX-SCS (tacpro) 110 (15)
pJO59 (tacpro-CAB1) 2870 (450)
pJOG68 (tacpro-c0aA) 3230 (500)

Die Inkubation der Reaktionsansatze mit D-[1-**C] Pantothenat und 75 pug Gesamtprotein
erfolgte bei 30T wie oben beschrieben (Legende zu Tabelle 1). Nach Entfernen des nicht
umgesetzten Pantothenats erfolgte die Szintillisationszahlung, dessen Angabe in cpm/ug
erfolgte. StA, Standardabweichung.

Die endogene PanK-Aktivitat des Stammes BL21, die in den Transformanten mit
dem Vektor pGEX ermittelt wurde, betragt das 3,5-fache der in Hefe gemessenen
Aktivitat. Die PanK-Aktivitaten beider Enzyme liegen deutlich tber dem endogenen
Niveau. Es konnte somit die heterologe Exprimierbarkeit und Funktionalitat beider
Enzyme nachgewiesen werden. Desweiteren konnte endgiltig der Nachweis
erbracht werden, dass CABL1 fur die Pantothenat Kinase in der Hefe codiert und der
Stamm JS91.14-24 einen Defekt in der PanK besitzt, der zur Auspragung des ts-
Phanotyps fuhrt.
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3.1.4 Regulation der Pantothenat Kinase

Untersuchungen in anderen Organismen ergaben eine Regulation des CoA-
Biosyntheseweges auf der Ebene der PanK durch das Endprodukt bzw. dessen
Derivate. Die zu der Gruppe | gehdrenden prokaryotischen Enzyme wie die PanK
aus E. coli (coaA Genprodukt) sind in vivo und in vitro durch freies CoA und nur in
einem geringen Mal3e durch Acetyl-CoA kompetitiv hemmbar, wobei CoA in vitro ein
5-fach stéarkerer Inhibitor ist (Vallari et al., 1987). Die vorwiegend eukaryotischen
PanKs vom Typ Il (A. nidulans, Calder et al., 1999; A. thaliana, Kupke et al., 2003;
M. musculus, Rock et al., 2000 und H. sapiens, Zhou et al., 2001) werden durch
CoA-Thioester, insbesondere Acetyl-CoA starker als durch CoA inhibiert (Rock et al.,
2002; Ramaswamy et al., 2004; Leonardi et al., 2007).

Aufgrund von Sequenzéhnlichkeiten der PanK aus S. cerevisiae zu vielen anderen
eukaryotischen Enzymen kodnnte eine Zugehdrigkeit zu der Klasse Il vermutet
werden. Ziel der folgenden Experimente war es herauszufinden, ob das Enzym in
der Hefe reguliert wird. Wenn dies zutrifft, sollte geklart werden, ob CoA oder CoA-
Thioester die effektiveren Inhibitoren sind.

3.1.4.1 Regulation der Pantothenat Kinase aus Wildt  ypzellen

Mit Hilfe des PanK-Enzymtests sollte geklart werden, ob Cabl inhibiert werden kann
und wenn ja, welches Molekul am starksten inhibierend wirkt. Dazu wurde der
Stamm JS91.15-23 mit dem Plasmid pSBS5 (MET25pro-CAB1) transformiert und ein
Proteinextrakt aus kultivierten Transformanten gewonnen. Da der Hemmtest mit
einer definierten Inhibitorkonzentration durchgefihrt werden sollte, musste der Roh-
extrakt fur dieses Experiment von Metaboliten, die einen ev. Einfluss auf das
Experiment haben konnten, befreit werden. Diese Vorreinigung des Extraktes
erfolgte im ,batch®-Verfahren mit Hilfe einer DEAE-Sepharose Matrix, an die Proteine
aufgrund ihrer Ladung binden kdnnen. Nach einigen Waschschritten erfolgte mit Hilfe
eines 800 mM NaCl enthaltenden Elutionspuffers die Ablésung der PanK und
anderer unter diesen Bedingungen eluierbarer Proteine von der DEAE-Sepharose.
Nach Reduktion des Salzgehaltes durch Dialyse konnte der PanK-Enzymtest mit
unterschiedlichen Konzentrationen an CoA bzw. Acetyl-CoA durchgefuhrt werden.
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Tabelle 3: Test auf ,Feedback“-Inhibition der PanK aus S. cerevisiae durch
CoA und Acetyl-CoA.

Inhibitor Acetyl -CoA Inhibitor CoA
UM cpm/ug % UM cpm/ug %
(StA) (StA)

0 520 (56) 100 0 477 (61) 100

10 480 (54) 92 10 457 (44) 96

30 365 (43) 70 40 415 (66) 87

50 203 (60) 39 90 417 (23) 87

90 157 (25) 30 100 376 (27) 79

120 106 (33) 20 120 309 (55) 65
160 326 (30) 68
200 282 (20) 59

Fur den Test wurde ein Proteinextrakt aus Transformanten des Wildtyp-Stammes JS91.15-
23 mit dem CAB1-Uberexpressionsplasmid pSBS5 verwendet (75 pg Gesamtprotein pro
Testansatz). Als Substrat fiir den PanK-Enzymtest diente **C-Pantothenat in Gegenwart der
Inhibitorkonzentrationen von 0 bis 200 uM CoA bzw. 0 bis 120 uM Acetyl-CoA. Die Angabe
der Aktivitat erfolgte in Zerféalle pro Minute (cpm) pro ug Protein. StA, Standardabweichung.

Aus den Ergebnissen, die in Tabelle 3 dargestellt sind, wird deutlich, dass die
Pantothenat Kinase Aktivitat von Cabl bei der Zugabe sowohl von Acetyl-CoA als
auch von CoA mit steigender Konzentration abnimmt. Dabei wirkt Acetyl-CoA starker
inhibierend als das unmittelbare Endprodukt des Biosyntheseweges, CoA. Bei einer
Konzentration von 120 uM Acetyl-CoA betragt die Aktivitat des Enzyms in Bezug auf
den nicht-inhibierten Zustand nur noch 20%, wohingegen die PanK mit derselben
Konzentration an CoA noch 60 % Aktivitat zeigt. Somit konnte gezeigt werden, dass
eine Regulation der PanK auch in der Hefe stattfindet. Die Hemmung dieses Enzyms
erfolgt durch Coenzym A und in einem starkeren MalRe durch Acetyl-CoA. Nach
diesen ersten Untersuchungen zur Inhibierbarkeit von Cabl sollte nun im Weiteren
getestet werden, ob und in welchem Mal3e eine Inhibition durch andere CoA-
Thioester wie Malonyl- und Palmitoyl-CoA erfolgt.

Tabelle 4: Test auf Inhibition der Hefe-PanK durch Malonyl- und Palmitoyl-CoA.

Inhibitor Malonyl-CoA Inhibitor Palmitoyl-CoA

0 471 (59) 100 0 445 (96) 100
200 365 (33) 77 200 297 (26) 67
400 325 (35) 69 400 265 (20) 60
800 226 (28) 48 800 158 (35) 49
1000 155 (24) 33 1000 172 (21) 36

Fur die Tests wurden Konzentrationen bis zu 1 mM Malonyl- bzw. Palmitoyl-CoA verwendet.
StA, Standardabweichung.
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Durch Malonyl- und Palmitoyl-CoA findet ebenfalls eine Hemmung der PanK statt.
Die Wirkung der beiden Stoffe auf Cabl ist vergleichbar. Bei einer Konzentration von
800 pM erreichen sie eine Inhibition der Aktivitat um 50%. Insgesamt sind im
Vergleich zu Acetyl-CoA, aber auch zu CoA sehr viel hohere Konzentrationen
notwendig, um einen sichtbar hemmenden Einfluss zu erreichen. Wegen dieser
relativ hohen Mengen der CoA-Derivate dirfte diese Inhibition des Enzyms von
untergeordneter Bedeutung sein.
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Abbildung 8: Hemmung der S. cerevisiae PanK durch CoA und CoA-Thioester.

In diesem Diagramm wurde die Inhibitor-Konzentration in uM gegen die relative Aktivitat der
PanK in Anwesenheit des auf hemmende Wirkung zu testenden Molekiils aufgetragen. Die
gestrichelte Linie gibt bei Uberschneidung der Kurve auf der X-Achse die Konzentration an,
bei der das Enzym nur noch die Halfte der Aktivitat zeigt.

Tabelle 5: Mittlere inhibitorische Konzentration vo n CoA und CoA-Thioestern.

Inhibitor IC 50 (UM)
Acetyl-CoA 36
CoA 283
Malonyl-CoA 812

Palmitoyl-CoA 891

Fur die Ermittlung des Bindungsparameters 1Cs, der Hemmungskurve wurde die Soft-
ware GraphPad Prism (GraphPad Prism Software Inc9., San Diego, USA)
verwendet.
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Aus der Auftragung der logarithmischen Konzentration gegen die Aktivitat wurde
durch das Programm GraphPad Prism anhand des ,Hill-Slope“-Modells die Inhibitor-
konzentration bestimmt, bei der eine halbmaximale Inhibition des Enzyms
beobachtet wird. Aus der grafischen Darstellung (Abbildung 8) bzw. aus den daraus
ermittelten 1Csp-Werten (Tabelle 5) wird deutlich, dass auch die PanK der Hefe eine
.Feedback“-Inhibition durch das Endprodukt CoA bzw. dessen Derivate zeigt.
Allerdings unterscheiden sich die Konzentrationen der einzelnen Metabolite, mit
denen eine Hemmung erzielt wird. Acetyl-CoA wirkt als starkster Inhibitor, da die
Konzentration, bei der die Aktivitat des Enzyms um die Halfte minimiert ist, 36 uM
betragt und somit deutlich unter denen von CoA, Malonyl-CoA bzw. Palmitoyl-CoA
liegt. Verglichen mit diesem Wert wird dieselbe Wirkung fur das Endprodukt des
Biosyntheseweges CoA mit einer 8-fachen Konzentration erreicht. Fir die getesteten
Substanzen Malonyl- und Palmitoyl-CoA wurden Konzentrationen von 800 uM
bendtigt, um die PanK-Aktivitdt um die Halfte zu senken. Wahrscheinlich spielen
diese Substanzen bei der Regulation der PanK keine Rolle, da die Hemmwirkung zu
gering ist. Zusammenfassend kann man also sagen, dass die Pantothenat Kinase in
S. cerevisiae durch Acetyl-CoA und in einem geringeren Maf3e durch Coenzym A
reguliert wird.

3.1.4.2 Mutationsanalyse des PanK-Gens CAB1lin S. cerevisiae

Ein Ziel dieser Arbeit sollte der Versuch des ,pathway engineering® des CoA-
Biosyntheseweges sein. Durch Uberexpression der daran beteiligten Gene sollte
versucht werden, eine grol3ere Menge an CoA zu erhalten. In dem vorangegangenen
Abschnitt konnte eine Hemmung der Hefe-PanK v. a. durch Acetyl-CoA (in gerin-
gerem MalRe durch CoA) festgestellt werden, wodurch die Vermutung nahe liegt,
dass eine Uberexpression der Gene, insbesondere von CAB1 wahrscheinlich nicht
zu einem hoheren CoA-Gehalt fuhren wiirde, da die Zelle durch diesen Mechanis-
mus den CoA-Gehalt reguliert. Diese These wird unterstitzt durch Untersuchungen
in E. coli, die ergaben, dass eine 76-fache Uberexpression der PanK nur zu einem
2,7-fachen Anstieg des CoA-Gehaltes fuhrt (Song et al., 1992). Im Folgenden sollten
nun durch Sequenzvergleiche geeignete Positionen fir eine gerichtete Mutagenese
identifiziert werden mit dem Ziel, eine Pantothenat Kinase zu erhalten, die funktionell
intakt ist, deren Aktivitat aber nicht mehr durch CoA oder Acetyl-CoA beeinflussbar
ist.

3.1.4.2.1 Gerichtete Mutagenese von CAB1

Die PanK aus der Hefe ist wie die bisher untersuchten anderen eukaryotischen
Enzyme starker durch CoA-Thioester als durch CoA hemmbar (Rock et al., 2002,
Calder et al., 1999, Zhang et al.,, 2005). Die raumlichen Strukturanalysen der
humanen Isoenzyme PanKla und PanK3 (Hong et al., 2007) ergaben, dass die
Substratbindestelle partiell mit der Bindestelle fur den Inhibitor Acetyl-CoA lberlappt.
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Es handelt sich somit nicht um eine allosterische Kontrolle sondern vermutlich um
eine kompetitive Hemmung. Da die Kristallisierung der humanen Isoenzyme mit
Acetyl-CoA erfolgte, sollten durch Sequenzvergleiche mit Cabl (PanKla: 40% iden-
tisch, 58% ahnlich; PanK3: 36% identisch, 53% &hnlich) dessen Reste identifiziert
werden, die spezifisch an der Acetyl-CoA-Bindung beteiligt sind, die Pantothenat-
und ATP-Bindung aber nicht betreffen. Ziel dieses Experimentes war es, an einigen
geeigneten Positionen durch gerichtete Mutagenese Aminosaureaustausche vorzu-
nehmen, die idealerweise zu einem katalytisch intakten, aber deregulierten Enzym
fuhren. Ein so modifiziertes Enzym, dessen Aktivitdt von der Menge des gebildeten
CoA und Acetyl-CoA unabhangig ist, konnte, falls es keine anderen Regulations-
mechanismen gibt, zu einem erhéhten CoA- bzw. Acetyl-CoA-Gehalt in einer Zelle
fuhren.

In Abbildung 9, die aus der Arbeit von Hong et al. (2007) tbernommen wurde, ist die
Acetyldiphosphopantethein Komponente des Acetyl-CoA dargestellt, Uber die die
Bindung durch hydrophobe Interaktionen und H-Briicken zu den dargestellten Amino-
sauren in der PanK erfolgt.
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Abbildung 9: Acetyl-CoA Bindung an die PanK3 von H. sapiens.

Dargestellt sind die einzelnen Bestandteile der Acetyldiphosphopantethein Komponente des
Acetyl-CoA mit den Aminosauren und deren Positionen in PanK3, Uber die die Bindung
erfolgt.

Durch einen Sequenzvergleich wurden die entsprechenden Positionen von PanK3
und Cab1l aus der Hefe ermittelt (vgl. Tabelle 6) und farbig unterlegt (Abbildung 10).
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Cabl (S¢) """ ——— MPRITQEISYNCDYGDNTFNLAIDIGG 27
PanK3 (Hs) MKIKDAKKPSFPWFGMDIGGTLVKLSYFEPIDITAEEEQEEVESLKSIRKYLTSNVAYGS 60
COAA (8@) === === mm e MKVGIBRGE °

. . *

Cabl (Sc) TLAKVVFSPTHSNRLMFYTIETEKIDKFMELLHSTIKEHNNGCYR--MTHITATGGGAFK 85

Pank3 (Hs) TGIRDVHLELKDLTLFGRRGNLHFIRFPTQDLPTFIQMGRDKNFSTLQTVLCATGGGAYK 120

CoaA (Sa) [EERIVQE--QDNQRTFKTELTKNIDQVVEWLNQQQ-—=--=--——- IEKLCLTGGNAGV 56
* . * .

* . * . *kk K

Cabl (Sc) FYDLLYENFPQIKGISRFEEMEGLIHGLDFFIHEIP-DEVFTYNDQODGERIIPTSSGTMD 144
PanK3 (Hs) FEKDFRT--IGNLHLHKLDELDCLVKGLLYIDSVSFNGQAECYYFANASEPERCQKMPFN 178
CoaA (Sa) IAENINIP------ AQIFVEFDAASQGLGILLKEQG ———————————————————————— 86

**

cabl (sc) sKATYPYLLVICEeVETILKVTEPNNFSBVGESSTLGGGTIWGLLSLTTGAQTYDQMLDWA 204
Pank3 (Hs) LDDPYPLLVVNIGSGVSILAVHSKDNYKRVTGTSLGGGTFLGLCSLLTGCESFEEALEMA 238
CoaA (Sa) -HDLADYIFANVGEGTSLHYFDGQ- SQRRVGGIGTG-GLGYLLSQITDIKQLTDMA 144

* * * * * Kk x * kK . * * KXo .

Cabl (Sc) QEGDNSSVDMLVGDIYGTDYNKIGLKSS.ASSFGKVFQNRMTSNKSLENNENKLYSSHE 264

PanK3 (Hs) SKGDSTQADKLVRDIYGGDYERFGLPGWAVASSFGNMIYKEKRESVSKE----—-—-----— 287
CoaA (Sa) QHGDRNTIDLKVRHIY——KDTEPPIPGDLTAANFGHVLHHLDADFTPSN ——————————— 191

** * * ** * . **

Cabl (Sc) SIEKNNGQMFKNPDICKSLLFAISNNIGQIAYLQAKINNIQNIYFGGSYTRGHLTTMNTL 324

PanK3 (Hs) ------------- DLARATLVTITNNIGSVARMCAVNEKINRVVFVGNFLRVNTLSMKLL 334
CoaA (Sa) -=-=—-=—===—------ KLAAVIGVVGEVVTTMAITVAREFKTENIVYIGISFHNNALLRKVV 237

.k * . . . . *

cabl (Sc) SHATNElSQGSKQAFFLKHEGYLGAMGAFLSASRHSSTKKTST 367
Pank3 (Hs) AYALDYWSKGQLKALFLEHEGYFGAVGALLGLPNFS------- 370
Coar (Sa) EDHTVLEG---CKPYYVENGAFSGATGALYLEK---------~- 267

** **

Sequenzhomologie

Abbildung 10: Sequenzvergleich der PanKs aus S. cerevisiae, H. sapiens und
S. aureus.

Anhand von Untersuchungen der Enzyme in S. aureus und im Menschen wurden geeignete
Positionen fur die Mutagenese in S. cerevisiae identifiziert, die weder die ATP- noch die
Pantothenat-Bindung beeintrachtigen sollten.

An der Bindung der a-Phosphatgruppe des Acetyl-CoA an PanK3 sind ein Asparagin
an Position 189 und ein Serin an Position 192 beteiligt. Die DNA-Sequenzen, die fur
dieselben Aminosauren des Hefeenzyms codieren (befinden sich an den Positionen
155 bzw. 158), sollten durch gerichtete Mutagenese jeweils zu Valin-Codons
verandert werden. Die an der Interaktion mit dem Pantothenat-Anteil des Inhibitors
beteiligten Aminosauren entsprechen denen der Bindung von Pantothenat als
Substrat und sollten daher unverandert bleiben. Eine zentrale Rolle bei der Acetyl-
CoA-Bindung nimmt Arginin-207 der humanen PanK3 ein. Diese Aminosaure bildet
eine Salzbriicke zum Carbonyl eines S&ureamids im Pantothenat und verankert
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somit das Acetyl-CoA am Enzym (Hong et al., 2007). Dieser Arginin-Rest an der
Position 233 des Hefeenzyms sollte gegen einen Alanin-Rest ausgetauscht werden,
wodurch die Bindung des Inhibitors madglicherweise verhindert wird. Weitere
Interaktionen des PanK3-Enzyms erfolgen tber die Acetyl- und die B-Mercaptoethyl-
amin-Komponente, an denen die Aminosauren Alanin-267, Valin-268, Tyrosin-340
und Tyrosin-336 beteiligt sind. Die korrespondierenden Positionen des Hefeenzyms
sind A233 (Alanin soll durch Glutaminsaure ersetzt werden) sowie 1234, F330 und
Y326 (Isoleucin, Phenylalanin und Tyrosin sollen jeweils durch Alanin ausgetauscht
werden). Diese Positionen sind besonders interessant, da die Bindung an Amino-
sauren erfolgt, die spezifisch fiir das Acetyl-CoA sind und weder die Substrat- noch
die ATP-Bindung beeinflussen sollten. Aufgrund der Strukturveranderungen, die
durch diese Mutagenese erfolgen, ware es denkbar, dass der Inhibitor nicht mehr in
der Lage ist, an das Enzym zu binden.

Eine weitere Sequenz, die bei der Suche nach geeigneten Positionen herangezogen
wurde, war die des CoaA Genprodukts aus S. aureus. Dieses Enzym ist weder durch
Coenzym A noch durch Acetyl-CoA hemmbar (Leonardi et al., 2005), da die Acetyl-
CoA-Bindestelle von zwei Aminosaureresten (Y240, R244) flankiert wird, die eine
Bindung des Inhibitors verhindern (Hong et al.,, 2007). Bei einer der beiden
Aminosauren handelt es sich um ein Arginin an der Position 244, die jeweils einem
Tryptophan an der Stelle 331 des Hefeenzyms und 341 bei PanK3 entspricht. Die
Veranderung von Tryptophan zu Arginin bewirkt die Einflhrung einer positiven
Ladung und damit vermutlich die Zerstérung einer hydrophoben Interaktion mit dem
Acetyl-CoA, so dass der Inhibitor nicht mehr binden kann (W331R Mutation im
Cabl). Tabelle 6 fasst alle geplanten Mutagenesen im CAB1 Gen zusammen.

Tabelle 6: Ubersicht der Positionen fiir die gericht ~ ete Mutagenese im CABI.

Plasmid  Mutation im Cabl Entsprechende Position in PanK3
pEB5 Y326A F330A W331A Y336 Y340 W341

pEB6 1234A V268

pEB8 Y326A F330A W331A 1234A Y336 Y340 W341 V268

pEB22 N155V N189

pEB23 S158V S192

pEB24 S161A S195

pEB25 R173A R207

pEB26 A233E A267

pEB27 W331R W341

Geeignete Mutagenese-Positionen, die die Acetyl-CoA Bindung beeinflussen koénnten,
wurden aufgrund der Raumstruktur der humanen PanK3 identifiziert und durch einen
Sequenzvergleich (Abbildung 10) auf das Hefeenzym ubertragen. Die aufgelisteten Plasmide
codieren fur die entsprechende Mutation in Cabl aus S. cerevisiae.
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Die Durchfihrung der Mutageneseexperimente erfolgte zusammen mit Eva-Maria
Bornholdt im Rahmen ihrer Diplomarbeit. Mit Hilfe des ,Quikchange® Site-Directed
Mutagenesis Kits" der Firma Stratagene wurde die Sequenz des CAB1-Gens an der
gewinschten Position im Sinne der angestrebten Veranderungen mutagenisiert. Als
Matrize fur diese Mutagenese-PCR diente pEB4, ein auf dem Vektor pUC19 basie-
rendes Plasmid, das das CAB1 Wildtypgen tragt. Dieses wurde mit Hilfe zweier
Primer, die mit der Wildtypsequenz hybridisieren und die entsprechende Mutation
aufweisen und einer DNA-Polymerase ohne ,proofreading“-Funktion amplifiziert.
Nach der PCR-Reaktion wurde die methylierte Matrizen-DNA durch einen Dpnl-
Verdau aus dem Reaktionsansatz entfernt, das Plasmid in E. coli retransformiert und
durch die Firma Agowa sequenziert. Die so entstandenen cabl-Varianten wurden in
den Hefe-Expressionsvektor p426-MET25HA ligiert. Um diese Varianten vor dem
Enzymtest qualitativ auf lhre Funktionalitdt hin zu Uberprufen, wurden sie in den
Stamm JS91.14-24, dessen Punktmutation in dem Gen CAB1 zu einem ts-Phanotyp
fuhrt, transformiert. AnschlieBend wurde ein Wachstumstest mit Inkubation der
Transformanten bei 30C und bei 37C durchgefiihrt. Alle getesteten Enzym-
varianten waren in der Lage, die Mutation im Stamm JS91.14-24 zu komplemen-
tieren, so dass ein Wachstum bei der nicht-permissiven Temperatur von 37T
maoglich war (Bornholdt, 2010).

3.1.4.2.2 Bestimmung der PanK-Aktivitdt von Cabl-Va rianten

Nachdem im vorangegangenen Abschnitt festgestellt werden konnte, dass alle durch
gerichtete Mutagenese erzeugten Cab1l-Varianten in der Lage sind, die cab1® Muta-
tion im Stamm JS91.14-24 funktionell zu komplementieren, sollte nun mit Hilfe des
PanK-Enzymtests eine quantitative Aussage Uber die Aktivitat dieser Varianten
getroffen werden. Zunachst wurden die Plasmide, die die cabl-Varianten tragen
(Auflistung vgl. Tabelle 6), zusammen mit Positiv- bzw. Negativkontrolle in den
S. cerevisiae Wildtypstamm JS91.15-25 transformiert. AnschlieBend wurde die
PanK-Enzymaktivitat der Varianten in Proteinextrakten der Transformanten ermittelt
(Tabelle 7).
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Tabelle 7: PanK-Aktivitaten bei Cabl-Varianten.

Plasmid Genvariante cpm/ug (StA) %WT
p426MET25HA - 46 (15) 9
pSBS5 CAB1 (Wildtyp) 520 (7) 100
pEB5 Y326A F330A W331A 1183 (7) 227
pEB6 1234A 25 (19) 5
pEB8 Y326A F330A W331A 1234A 45 (5) 9
pEB22 N155V 192 (9) 37
pEB23 S158V 75 (8) 14
pEB24 S161A 53 (5) 10
pEB25 R173A 24 (14) 5
pEB26 A233E 152 (10) 29
pEB27 W331R 2138 (150) 411

Die Transformation der Expressionsplasmide zusammen mit Leervektor- und Wildtyprefe-
renz erfolgte in den Wildtypstamm JS91.15-23. Fiur die Enzymtests wurden fraktionierte
Proteinextrakte, die 75 pg Gesamtprotein enthielten, mit ATP und **C-Pantothenat bei 30C
inkubiert. Die jeweilige Enzymaktivitat ist in cpm/pug Protein angegeben und wird auf die
Aktivitdt des Cabl-Wildtypenzyms normiert (100%). Durch Verwendung fraktionierter
Proteinextrakte ergeben sich Unterschiede bei einigen spezifischen PanK-Aktivitaten
gegenuber den Daten der Tabelle 1. StA, Standardabweichung.

Als ,Hintergrund” der ermittelten PanK-Enzymaktivitaten in Transformanten muss die
endogene Aktivitat des Wildtypstammes mit seiner chromosomal codierten CAB1
Genkopie (46 cpm/ug) angesehen werden. Uberexpression des CAB1-Wildtypgens
fuhrte zu einer mehr als 10-fachen Steigerung dieser Hintergrundaktivitdt. Man kann
deutliche Unterschiede bei den PanK-Aktivitaten der veranderten Enzyme erkennen
und diese grob in drei Gruppen einteilen:

(a) Die Einfuhrung der Mutationen 1234A, S158V, S161A, R173A und die Kombina-
tion der vier Mutationen Y326A F330A W331A 1234A fihrte zu einer sehr starken
Abnahme der Aktivitat, so dass teilweise nur die endogene Aktivitdt des Wildtyp-
stammes detektierbar war. Bei Verlust des Isoleucin-Rests an Position 234, der
wahrscheinlich fir die Ausbildung einer Wasserstoffbriicke mit dem Sauerstoff der
Thioestergruppe des Acetyl-CoA bendtigt wird, konnte sogar nur eine Aktivitat von
25 cpm/ug gemessen werden. Dasselbe Ergebnis wurde beim Austausch der
Aminosaure Arginin an Position 173 beobachtet, die in dem intakten Cabl eine H-
Briicke zu einem Carbonyl der Pantothenat-Komponente des Acetyl-CoA ausbildet.
Diese niedrigen Enzymaktivitdten sind auf den ersten Blick erstaunlich, da die Gen-
varianten in der Lage waren, die cab1-Mutation zu komplementieren.

(b) Die Veradnderungen der Aminosauresequenz an den Positionen 155 und 233
fuhren zu einer deutlich verminderten Aktivitat und liegen mit 37% (N155V) bzw. 29%
(A233E) deutlich unter dem Aktivitatsniveau der Wildtyp Pantothenat Kinase, aber
signifikant oberhalb der endogenen Aktivitdt des Stammes (9%). Es kdnnte sein,
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dass diese Positionen auch an der ATP- bzw. Pantothenat-Bindung beteiligt sind und
diese eingefuhrten Verdnderungen in der Proteinsequenz zu Enzymen gefuhrt
haben, die diese Substanzen nicht mehr so effektiv binden kdnnen.

(c) Eine dritte Gruppe der Genvarianten fuhrt zu Enzymen mit deutlich gesteigerter
PanK-Aktivitat. In Bezug auf die Transformante mit dem CAB1 Wildtypgen liegt die
Aktivitat in der Dreifachmutante Y326A F330A W331A bei 227% und bei W331R
war sogar eine 4-fache Aktivitat zu beobachten. Es handelt sich bei dieser Position
um die Aminosaure, die aufgrund von Sequenzvergleichen mit der PanK aus
S. aureus identifiziert wurde und mutmaflich fir deren Unempfindlichkeit gegentiber
dem Inhibitor Acetyl-CoA verantwortlich ist. Man kdnnte vermuten, dass der Grund
dieses Anstiegs in der fehlenden Inhibition durch das gebildete CoA bzw. das daraus
gebildete Acetyl-CoA liegt. Es konnte allerdings auch sein, dass es aufgrund der
Veranderung zu einer effektiveren Bindung der Substrate kommt. In Bezug auf
W331R betragt die Aktivitat der Dreifachmutante Y326A F330A W331A, in der sich
an der Position 331 allerdings ein Alanin befindet, nur noch die Halfte. Mit 227% ist
diese allerdings immer noch doppelt so hoch wie in dem Wildtyp. Der Grund fur die
Minderung konnte in den anderen verdnderten Aminosauren liegen, die den Effekt
der Einzelmutation abschwachen. Es ware allerdings auch denkbar, dass die
Ursache in den unterschiedlichen Eigenschaften der Aminoséuren Arginin und Alanin
liegt.

Wie bereits erwahnt, stehen die niedrigen PanK-Aktivitdten der Klasse (a)-Varianten
(auf dem Niveau der Hintergrundaktivitdt oder noch darunter) im vermeintlichen
Widerspruch zu der beobachteten Komplementation der cab1®-Mutation im Stamm
JS91.14-24. Mdoglicherweise sind diese Enzymvarianten in vitro instabil. Da alle
CAB1-Expressionsplasmide ein HA-Epitop vor Beginn des Leserahmens tragen,
wurden Western-Blot-Analysen mit anti-HA Antikérpern in Proteinextrakten durch-
gefuhrt, um die in vitro-Stabilitdt der PanK-Varianten zu untersuchen.
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Abbildung 11: Test auf Enz ymstabilitat und grafische D arstellung der PanK -
Aktivitaten.

A) Test auf PanK- Stabilitat: Die Western-Blot-Analyse der PanK-Varianten erfolgte mit
den mittels DEAE-Sepharose vorgereinigten Rohextrakten, die in dem Enzymtest eingesetzt
wurden. Aufgetragen wurden jeweils 75 pg Gesamtprotein. Das Ergebnis befindet sich direkt
uber dem Balken der Aktivitat der entsprechenden Variante.

B) Relative PanK- Aktivitdten: Visualisierung der Daten der Tabelle 7. Die schwarze

Linie befindet sich auf dem Niveau der pSBS5-Transformanten, deren Aktivitat auf 100%
gesetzt wurde.

Wie die in Abbildung 11 (A) gezeigte Western-Blot-Analyse belegt, werden alle unter-
suchten PanK-Varianten stabil exprimiert. Eine Degradation der Proteine, z. B. durch
vakuolare Proteinasen, die nach dem Zellaufschluss mit den cytoplasmatischen
Enzymen in Kontakt kommen, hétte eine Ursache der nach Abzug der Stammhinter-
grundaktivitat nicht detektierbaren Aktivitat sein kénnen. Vermutlich konnte die
cablts-Mutante nach Transformation mit den Cabl-Varianten wachsen, weil eine
sog. intragene Komplementation stattfand. Da PanK moglicherweise als Dimer
existiert, konnten zwei teildefekte Protein-Untereinheiten mit Mutationen an
unterschiedlichen Stellen dennoch ein (zumindest in vivo) hinreichend intaktes
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Enzym bilden. Nach Zellaufschluss und Proteinfraktionierung liegen diese
heteromeren PanKs offenbar nicht mehr vor.

3.1.4.2.3 Regulation einiger ausgewahlter Cabl-Vari anten

Bei vier Cabl-Varianten wurde gegenuber dem Stammbhintergrund eine deutlich
gesteigerte PanK-Aktivitat gemessen (W331R, Y326A F330A W331A, N155V und
A233E). Besonders interessant sind natirlich die Varianten, die auch gegenuber
einem Multikopieplasmid mit dem CAB1-Wildtyp zu signifikant gesteigerter PanK-
Aktivitat fihren (W331R und Y326A F330A W331A). Daher sollten diese Varianten
nun hinsichtlich ihrer Regulierbarkeit durch Acetyl-CoA untersucht werden, wobei
dem PanK-Testansatz Acetyl-CoA-Konzentrationen von 0-120 pM hinzugesetzt
wurden.

Tabelle 8: Hemmung der Enzymaktivitdten ausgewéhlte r PanK-Varianten in
Abhangigkeit von Acetyl-CoA.

Acetyl- Y326A
CoA Leervektor Cabl F330A N155V A233E W331R
W331A
0 46 100 520 100 1183 100 192 100 152 100 2138 100
(15) (7) (7 9) (10) (150)
10 480 92 1358 115 158 82 173 114 2173 102
(23) (55) (18) (61) (86)
30 365 70 1360 115 97 51 161 106 2186 102
(31) (98) (24) (39) (112)
50 203 39 1340 113 120 62 169 111 2143 100
17) (59) 1) (51) (80)
90 157 30 1403 119 83 43 160 106 2159 101
(55) (112) (8) (40) (80)
120 3 6 106 20 1637 138 85 44 150 98 2102 98
2 (39) (175) (12) (45) (84)

Die Enzymtests wurden unter Verwendung fraktionierter Transformantenextrakte mit jeweils
75 ug Protein und variierenden Acetyl-CoA Konzentrationen. durchgefuhrt (vgl. Tabelle 3).
Die Angabe der relativen Aktivitat (%) bezieht sich auf die nicht-inhibierte PanK-Aktivitat der
jeweiligen Variante. Die Angabe der Standardabweichung erfolgte in Klammern unter den
Messdaten.

Aus den Messdaten (Tabelle 8) bzw. auch aus der grafischen Darstellung (Abbildung
12) wird deutlich, dass drei der vier untersuchten Cabl-Varianten eine Deregulation
zeigen, ihre Aktivitat also unbeeinflusst von der Anwesenheit des Inhibitors ist. In der
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N155V-Variante, die eine Regulation durch Acetyl-CoA zeigt, kommt es bei 120 uM
zu einem Absinken der PanK-Aktivitat auf 44% des Ausgangswertes. Bei derselben
Acetyl-CoA-Konzentration ist beim Cabl-Wildtypenzym nur noch eine Aktivitat von
20% messbar. Diese und die mittlere inhibitorische Konzentration sind im Vergleich
zu N155V geringer, es ist allerdings dennoch ein deutlicher Hemmeffekt zu sehen.
Die gemessene Maximalaktivitat der N155V-Variante lag aber deutlich unter dem
Wildtyp-Niveau und betrug 37%. Aus den Ergebnissen kann man erkennen, dass der
Austausch von Asparagin durch Valin an der Position 155 nur zu einer geringen
Beeintrachtigung der Inhibitorbindung bei signifikant verminderter katalytischer
Aktivitat, vermutlich wegen reduzierter Substratbindung, gefuhrt hat.

A
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_ — Y326A F330A W331A
S —~— A233E
g 100 -e- W331R
>
< —— N155V
<
g 50 = Cabl
= —— pP426MET25HA
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AcCoA-Konzentration (M)
B
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Abbildung 12: Grafische Darstellung des Inhibitor-E influsses auf Cabl-
Varianten unter Angabe der mittleren Inhibitorkonze ntrationen.

A Darstellung der relativen Aktivitdt der vermessenen PanK-Varianten in Abhangigkeit
verschiedener Acetyl-CoA-Konzentrationen. 50% bzw. 100% der Aktivitat werden durch eine
gestrichelte Linie gekennzeichnet.

B Mittlere Inhibitorkonzentrationen fir Cabl und N155V (ermittelt mit Hilfe der Software
GraphPad Prism; GraphPad Prism Software Inc9, San Diego, USA).

Die PanK-Aktivitaten der restlichen drei untersuchten Varianten zeigten dagegen
keine Beeinflussung durch die Anwesenheit von Acetyl-CoA. Der Inhibitor ist durch
diese Veranderungen offenbar nicht mehr in der Lage, an das Enzym zu binden. In
der Dreifachmutante (Y326A F330A W331A) kam es sogar zu einem Anstieg der
Aktivitat bei gesteigerter Acetyl-CoA Konzentration: Bei der héchsten Konzentration
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von 120 pM Acetyl-CoA betrug die PanK-Aktivitat 138% des Ausgangswertes.
Zusammenfassend kann man sagen, dass drei der vier PanK-Varianten, deren
Enzymaktivitat sich deutlich von der Leervektorkontrolle unterschied, nicht mehr
durch Acetyl CoA hemmbar sind. Besonders interessant im Hinblick auf ein ev.
.pathway engineering” sind natdrlich die deregulierten Cabl-Varianten, die sich
gegenuber dem Wildtyp als hyperaktiv herausgestellt hatten (Einfachmutante W331R
und Dreifachmutante Y326A F330A W331A).

Fur die Cabl-Varianten Y326A F330A W331A und A233E wurde eine zumindest
partielle Steigerung der PanK-Aktivitat bei erhohter Acetyl-CoA Konzentration
gefunden. Daher sollte nachfolgend auch der ev. Einfluss steigender Konzentra-
tionen von CoA, Malonyl-CoA und Palmitoyl-CoA auf die Enzymaktivitdt untersucht
werden.

Cabl Y326A F330A W331A

AcCoA
CoA

malCoA
palCoA

150+

F1dd

125+
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Relative Aktivitat (%)
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Abbildung 13: Einfluss verschiedener CoA-Metabolite auf die PanK-Aktivitat

der Cabl-Variante Y326A F330A W331A.

Die Durchfihrung des PanK-Standardenzymtests erfolgte mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen an CoA, Malonyl-CoA und Palmitoyl-CoA.

Wie Abbildung 13 zeigt, ergab die Charakterisierung der Dreifachmutante Cabl
Y326A F330A W331A keinen Hinweis auf eine Hemmung durch die getesteten
Stoffe. Im Gegenteil konnte sogar, wie schon in Anwesenheit von Acetyl-CoA, eine
Erhdhung der Enzymaktivitat bis auf 148% durch Malonyl-CoA (allerdings mit 800
MM) und auf 137% durch 200 uM CoA festgestellt werden. Allerdings sank die
Aktivitat bei 1000 uM Malonyl-CoA wieder ab. Ein leichter Aktivitatsabfall war auch
fur hohere CoA-Konzentrationen zu erkennen. Bei den Enzymaktivitaten in dem
Ansatz mit Palmitoyl-CoA wurden keine signifikanten Abweichungen gegentber dem
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Ausgangswert ermittelt. Die Dreifachmutante ist somit durch keinen der in diesem
Experiment getesteten Stoffe hemmbar.

Die zweite zu charakterisierende Cabl-Variante war W331R. Die Ergebnisse, die in
Abbildung 14 dargestellt sind, verdeutlichen, dass auch diese Variante weder durch
CoA noch durch dessen Derivate reguliert wird. Die PanK-Aktivitaten liegen auf dem
Ausgangsniveau, unabhangig von der Konzentration bzw. der Art des Inhibitors. Im
Gegensatz zu der Dreifachmutante kommt es hier nicht zu einem Anstieg der
Aktivitat durch CoA, Malonyl-CoA oder Acetyl-CoA.

Cabl W331R
—— AcCOoA
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Abbildung 14: Einfluss verschiedener CoA-Metabolite auf die PanK-Aktivitat

der Cabl-Variante W331R.

Die Durchfihrung des PanK-Standardenzymtests erfolgte mit unterschiedlichen Konzentra-
tionen an CoA, Malonyl-CoA und Palmitoyl-CoA.

Als Resultat dieser Experimente ist festzuhalten, dass es gelang, zwei Cabl-
Varianten mit deutlich erhéhter PanK-Aktivitdt gegeniber dem Wildtyp und ausgefal-
lener Inhibition durch Acetyl-CoA zu identifizieren. Eine Regulation des CoA-
Gehaltes in der Zelle durch ,Feedback“-Inhibition sollte also nicht langer stattfinden,
so dass es mit diesen Cabl-Varianten moglich sein kdnnte, einen Stamm mit
erhohtem CoA- bzw. Acetyl-CoA-Gehalt zu konstruieren.

3.1.4.2.4 Regulation der PanK aus Mus musculus

In Saugetieren existieren vier Gene, die fur Isoenzyme der PanK codieren und sich
aufgrund ihrer Inhibition und gewebsspezifischen Expression unterscheiden. Im
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Folgenden sollte die PanK3 aus M. musculus, zu deren Regulation bereits
Ergebnisse vorliegen, untersucht werden. Die Untersuchungen von Zhang et al.
(2005) zu der ,Feedback“-Kontrolle ergaben, dass die Inhibition dieses Enzyms
starker durch Acetyl-CoA als durch CoA erfolgt. Die Konzentrationen, bei der eine
Minimierung der Aktivitat um 50% erfolgte, lagen mit 1 uM fir Acetyl-CoA und 60 uM
fur CoA deutlich unter den Konzentrationen, die fur die PanK in S. cerevisiae
ermittelt wurden (Abschnitt 3.1.4.1). Da beide Enzyme eine hohe Sequenzahnlichkeit
zeigen, ware es denkbar gewesen, dass sie auch hinsichtlich ihrer Regulation
Gemeinsamkeiten aufweisen. Um Fehler in der Durchfiihrung des Experimentes
auszuschlieBen und um die erhaltenen Messdaten fir Cabl mit den Befunden der
Saugerenzyme vergleichen zu kdnnen, erfolgte eine Charakterisierung der in Hefe
Uberexprimierten PanK3 der Maus. Ein Plasmid (pJO73) mit der cDNA des PanK3
Gens der Maus lag aus dem Komplementationstest der ydr531w"-Mutante bereits
vor (Abschnitt 3.1.2). Dieses wurde in den Hefe Wildtypstamm JS91.15-23 transfor-
miert und der daraus gewonnene fraktionierte Rohextrakt einem PanK-Enzymtest mit
unterschiedlichen Inhibitoren unterzogen.
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Abbildung 15: Regulation der PanK3 aus M. musculus.
Die relative PanK-Aktivitat ist in Abhéangigkeit verschiedener Konzentrationen an COA,
Acetyl-CoA, Malonyl-CoA (malCoA) und Palmitoyl-CoA (palCoA) dargestellt.

Die Ergebnisse, die in Abbildung 15 dargestellt sind, bestatigen die Befunde von
Zhang et al. (2005). So konnte ebenfalls eine ,Feedback“-Kontrolle dieses Enzyms
festgestellt werden, wobei die Hemmung durch CoA-Thioester starker ist als durch
CoA. Verglichen mit der PanK aus S. cerevisiae, die derselben Klasse angehort, sind
die Konzentrationen, mit denen eine 50%-ige Hemmung erreicht wird, deutlich
geringer (vgl. Tabelle 3 und Tabelle 4).
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Tabelle 9: Quantitativer Vergleich der Hemmung von PanK3 und Cabl durch
CoA und dessen Derivate.

1Cs0 (M)
Inhibitor PanK3 Cabl
AcCoA 1 36
CoA 60 283
MalCoA 5 812
PalCoA 4 891

Die mittleren Inhibitorkonzentrationen fir PanK3 und Cabl wurden mit Hilfe der Software
GraphPad Prism (GraphPad Prism Software Inc9, San Diego, USA) ermittelt.

Es wurden zwei eukaryotische Pantothenat Kinasen hinsichtlich ihrer inhibitorischen
Eigenschaften charakterisiert. Sie sind durch Acetyl-CoA starker als durch CoA
hemmbar und unterscheiden sich damit von Typl-PanKs, zu der das Enzym von
E. coli gehort. Die Acetyl-CoA-Konzentration, mit der die Aktivitat der PanK aus der
Maus nur noch 50 % betragt (ICsp), liegt bei 1 pM und somit um das 36-fache niedri-
ger als beim Hefeenzym. Um denselben Hemmeffekt mit CoA zu erzielen, sind
60 uM (Maus) bzw. 283 uM (Hefe) notwendig. Im Gegensatz zu S. cerevisiae ist das
Enzym in der Maus durch Malonyl-CoA und Palmitoyl-CoA zu inhibieren, wobei auch
hier sehr niedrige Konzentrationen ausreichen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass diese Arbeiten zum essentiellen
S. cerevisiae Gen YDR531W (= CAB1) gezeigt haben, dass es fir eine durch Acetyl-
CoA hemmbare Pantothenat Kinase codiert. Durch Sequenzvergleiche und unter
Ausnutzung struktureller Daten konnte durch gerichtete Mutagenese ein hyper-
aktives Enzym (Cabl W331R; erhohte PanK-Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp-
enzym) erzeugt werden, das zusatzlich keine ,Feedback“-Hemmung durch den
Hauptinhibitor Acetyl-CoA mehr zeigt (deregulierte Enzymvariante). Mit dieser Cab1-
Variante konnte es somit moéglich sein, einen Hefestamm mit erhdhtem CoA- bzw.
Acetyl-CoA-Gehalt zu konstruieren.
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3.2 Test auf heterologe Komplementation letaler Hef ~ emutationen
durch bakterielle Gene der spaten CoA-Synthese

Aufgrund von Sequenzahnlichkeiten zu den humanen Coenzym A-Biosynthesegenen
(Daugherty et al., 2002) wurden funf Gene identifiziert, die vermutlich in der Hefe
Saccharomyces cerevisiae fur Enzyme codieren, die an der Biosynthese von
Coenzym A, ausgehend vom Pantothenat, beteiligt sind. Es konnte im Rahmen
umfassender Gendeletionsprojekte (Winzeler et al., 1999; Giaever et al., 2002) bzw.
in einer friheren Arbeit (Olzhausen, 2006) gezeigt werden, dass die funf Gene
YDR531W (= CAB1), YILO83C, YKL088W, YGR277C und YDR196C) essentiellen
Charakter haben. Um aussagen zu kdnnen, ob es sich bei diesen essentiellen
Genen tatsachlich um Gene der Coenzym A-Biosynthese handelt, missten die
vermuteten Enzymaktivitaten nachgewiesen werden. Fur das CAB1 Genprodukt
Pantothenat Kinase, die den ersten Syntheseschritt katalysiert, konnte dieser Nach-
weis erbracht werden (Abschnitt 3.1.3). Wegen des Fehlens der nétigen spezifischen
Substrate wurden diese fir die verbleibenden vier Genprodukte nicht durchgefuhrt.
Da fur die entsprechenden Gene in E. coli dieser Beweis erbracht wurde, sollte im
Folgenden ein Test auf heterologe Komplementation letaler Hefemutanten durch die
bakteriellen Gene durchgefiihrt werden. Die E. coli Gene coaBC, coaD und coaE
wurden unter die Kontrolle des MET25-Promotors gebracht und in einen diploiden
Stamm mit entsprechender heterozygoter Mutation transformiert. Sollten nach der
Sporulation haploide Ascosporen entstehen, die die chromosomale Mutation sowie
ein Plasmid mit dem bakteriellen Gen enthalten, hat eine heterologe Komplementa-
tion stattgefunden und man kann davon ausgehen, dass es sich bei den durch
Ahnlichkeiten identifizierten Genen tatsachlich um Coenzym A-Biosynthese-Gene
handelt.

3.2.1 Heterologe Komplementation einer  yil083c Nullmutation durchc o0aBC

Das Gen coaBC aus E. coli codiert fur ein bifunktionelles Enzym mit Phosphopanto-
thenylcystein Synthetase (PPCS) und Phosphopantothenylcystein Decarboxylase
(PPCDC) Aktivitaten, die durch Enzymtests nachgewiesen wurden. Bei dem PPCS-
Test diente die Menge an freigesetztem *C-CO,, das durch Decarboxylierung des
aus *C-Cystein und 4 -Phosphopantothenat gebildeten 4 -Phosphopantothenyl-
cystein entsteht, als Mal3 fir die Enzymaktivitat (Strauss et al., 2001).

Das Gen coaBC wurde mit Hilfe einer PCR aus der chromosomalen DNA des E. coli
Stammes DH5a amplifiziert und das 1,2 kbp grof3e Fragment in den Vektor p426-
MET25HA ligiert. Das so entstandene Plasmid pJO74, das bereits vorliegende
Plasmid pJO1 (MET25pro-YILO83C) sowie der Vektor p426-MET25HA wurden in
den diploiden Stamm JOY1 (YILO83C/Ayil083c::HIS3) transformiert. Dieser tragt eine
Deletion in einem Allel des Gens YILO83C, das mutmallich fir ein Protein mit PPCS-
Aktivitat codiert. Die transformierten Diploiden wurden zur Sporulation gebracht und
anschlieend jeweils die Anzahl der aus 50 Uracil-prototrophen Sporen herange-
wachsenen Kolonien (enthalten das Plasmid) bestimmt, die aul3erdem noch die
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Mutation trugen (Selektion auf SCD-Ura-His). Anhand des Beispiels JOY1 + pJO74
ist in Abbildung 16 schematisch das Prinzip der Segregationsanalyse dargestellt.

JOY1+ pJO74

MATa/MATa ura3/ura3 his3/his3 leu2/LEU2 trp1l/TRP1 YILO83C/Ayil083c::HIS3

+ MET25pro-coaBC URA3

Sporulation
YILO83C YILO83C Ayil083C::HIS3 Ayil083C::HIS3
coaBC URA3 coaBC URA3
Ura'His’ Ura'His Ura'His* Ura'His*

Abbildung 16: Testprinzip der heterologen Komplemen tation einer Ayil083c
Nullmutation.

Nach Transformation des diploiden Stammes JOY1 (ura3/ura3 YILO83C/Ayil083c::HIS3) mit
pJO74 (coaBC URA3) und Selektion auf SCD-Ura-His wurde eine Transformante zur Sporu-
lation gebracht. Die Abbildung zeigt die mdglichen Verteilungsmuster der relevanten gene-
tischen Marker. Es werden keine Ascosporen mit dem Phanotyp Ura  His® erwartet, weil
YILO83C ein essentielles Gen ist. Das Auftreten Uracil- und Histidin-prototropher Ascosporen
belegt, dass coaBC auf dem URAS3-Plasmid die chromosomale Mutation Ayil083c::HIS3
komplementieren kann.

Da es sich bei YILO83C um ein essentielles Gen handelt, sollten in dem
Transformationsansatz mit dem Leervektor keine Uracil- und Histidin-prototrophen
Ascosporen auftreten. Wenn aber das bakterielle Gen coaBC wie YILO83C in der
Lage ist, die Ayil083c::HIS3 Nullmutation zu komplementieren, sollte bei diesen
Sporulationsansétzen ein vergleichbarer Anteil der Uracil-prototrophen Sporen (ent-
halten coaBC bzw. YILO83C) auch auf Histidin-freiem Medium wachsen (Kolonien
tragen die chromosomale Ayil083c::HIS3 Mutation). Genau dieses Verteilungsmuster
wurde tatsachlich beobachtet: Es wurden haploide MET25-coaBC Transformanten
mit der chromosomalen Ayil083c::HIS3 Mutation erhalten. Durch ,whole cell*-PCR
konnte das Ayil083c::HIS3 Mutantenallel mit den Primern YILO83C-Ver + HIS3P
nachgewiesen werden. Ferner gelang in den Uracil-prototrophen Ascosporen mit
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dem Plasmid pJO1 der Nachweis des vollstdndigen YILO83C-Gens (verwendete
Primer: YILO83C-Ver + YILO83COrf). Entsprechend konnte in Sporen mit pJO74 die
Anwesenheit des bakteriellen coaBC-Gens (Primer: coaBCBamHI + coaBCHindlll)
sowie die Abwesenheit von YILO83C nachgewiesen werden. Aus den Ergebnissen
lasst sich schlussfolgern, dass das bakterielle Gen coaBC in der Lage ist, die
Mutation in dem essentiellen Hefegen YILO83C funktionell zu komplementieren.

Fur die Dokumentation der erfolgreichen Komplementation wurden die Gene coaBC
als BamHI/Hindlll und YILO83C als BamHI/Xhol-Fragmente in den Vektor pRS416-
GAL1 ligiert. Dabei handelt es sich um einen Einfachkopievektor (YCp, ,Yeast
centromere plasmid“), der im Gegensatz zu dem bisher verwendeten episomalen
Plasmid p426-MET25HA nicht den effizienten Origin aus dem 2um Plasmid besitzt.
Die Gene wurden an den GAL1-Promotor fusioniert, bei dem es sich um einen bei
Galaktose-Induktion sehr starken Promotor handelt, der durch Glukose reprimiert
wird. (Broach et al., 1983). Die Plasmide pJO83 (GAL1lpro-YILO83C) und pJO80
(GAL1lpro-coaBC) wurden ebenfalls in den Stamm JOY1 transformiert und die
entstandenen Transformanten zur Sporulation gebracht. Ascosporen mit der
gewunschten Genkombination wurden anschlieend in einem Wachstumstest
phanotypisch charakterisiert (Abbildung 17).

Galaktose Glukose

_—— @
YILO83C + GAL1-YILO83C (JOY1 + pJO83)
Ayil083c + GAL1-YIL083C (JOY1 + pJO83)
YILO83C + GAL1-coaBC (JOY1 + pJO80)
Ayilo83c + GAL1-coaBC (JOY1 + pJO80)

Abbildung 17: Konditionale Komplementation einer Ayil083c Mutation.

Fur den Wachstumstest wurde jeweils eine Uracil-prototrophe und Histidin-auxotrophe Spore
mit intaktem Wildtyp-Gen YILO83C bzw. eine Uracil- und Histidin-prototrophe Spore
(Ayilo83c::HIS3 Mutantenallel) in verschiedenen Verdinnungsstufen auf ein Galaktose- bzw.
Glukose-haltiges Medium Ubertragen. Die Dokumentation des Wachstums erfolgte nach
einer Inkubation bei 30T fur zwei Tage.

In Ascosporen mit dem Ayil083c::HIS3 Mutantenallel sowie den komplementierenden
Plasmiden pJO80 und pJO83 ist unter Glukoserepressionsbedingungen kein Wachs-
tum zu erkennen, da das komplementierende Gen aufgrund des GAL1-Promotors
unter diesen Bedingungen nicht exprimiert wird. Ist allerdings Galaktose als C-Quelle
vorhanden, kommt es zur Expression und zur Komplementation der Mutation sowohl
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durch das Hefe- als auch durch das bakterielle Gen. Die C-Quelle hat allerdings
keine Auswirkungen auf das Wachstum von Stammen mit dem YILO83C-Wildtypgen.
Das bakterielle Gen coaBC, das fur eine Phosphopantothenylcystein Synthetase
codiert, ist in der Lage, einen Defekt in dem essentiellen S. cerevisiae Gen YIL083C
zu komplementieren. Dieser Befund steht im Einklang mit der Annahme, dass auch
dieses Gen fir ein Enzym mit PPCS-Aktivitat codiert und somit den zweiten Schritt in
dem Coenzym A-Biosyntheseweg, ausgehend vom Pantothenat, katalysiert. Daher
wurde das Gen YIL083C in CAB2 umbenannt.

3.2.2 Heterologe Komplementation einer  ykl088w Nullmutation durch coaBC

Das Gen YKL088W wurde als ein Gen in S. cerevisiae identifiziert, das mdglicher-
weise fur eine Phosphopantothenylcystein Decarboxylase (PPCDC) codiert und
somit den dritten Schritt der Coenzym A-Biosynthese, die Decarboxylierung von 4°-
Phosphopantothenylcystein unter Entstehung von 4’-Phosphopantethein katalysie-
ren kénnte. Fur das Genprodukt von coaBC konnte der enzymatische Nachweis der
PPCDC-Aktivitat erbracht werden (Kupke et al., 2000). In diesem Test erfolgte eine
chromatographische Auftrennung des Reaktionsansatzes und die Massendifferenz
zwischen dem Substrat 4°-Phosphopantothenylcystein (PPC) und dem des
gebildeten Produktes entsprach der Masse von CO,. Es konnte somit nachgewiesen
werden, dass eine Decarboxylierung von PPC durch das coaBC Genprodukt
stattgefunden hat. Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob dieses Gen auch
in der Lage ist, eine Aykl088w::HIS3 Mutation zu komplementieren. Ein erfolgreiches
Experiment kdnnte die mutmaliliche Enzymaktivitdt von YkIO88w und dessen Rolle
im Coenzym A-Biosyntheseweg in der Hefe bestatigen.

Der Stamm KLY16 (YKLO88W/Aykl088w::HIS3 ura3/ura3; Landsberg, unveroffent-
licht) tragt eine heterozygote Aykl088w::HIS3 Nullmutation, ist aber durch ein
intaktes YKLO88W-Allel lebensfahig. Dieser Stamm wurde mit dem Leervektor p426-
MET25HA, dem Plasmid pJO74 mit dem bakteriellen Gen coaBC (MET25pro-HA3-
coaBC; vgl. Abschnitt 3.2.1) bzw. dem Plasmid pJO3 (MET25pro-HA3-YKLO88W;
funktionelles YKLO88W Wildtypgen; Olzhausen, 2006) transformiert. Diese Plasmid
tragenden Diploiden wurden zur Sporulation gebracht und die erhaltenen Asco-
sporen phanotypisch charakterisiert.

Dabei zeigte sich, dass das Gen coaBC in der Lage ist, eine Aykl088w::HIS3 Muta-
tion mit gleicher Effizienz wie das authentische YKLO88W Gen zu komplementieren.
Durch analytische PCR mit den Primern YKLO88W-Ver und HIS3P konnte jeweils
das chromosomale Aykl088w::HIS3 Mutantenallel nhachgewiesen werden. In pJO3-
Transformanten konnte zuséatzlich das Gen YKLO88W (verwendete Primer:
YKLO88W-Ver + YKLO88WOIrf) bzw. in pJO74-Transformanten das Gen coaBC
(Primer: coaBCBamHI + coaBCHindllIl) bei gleichzeitiger Abwesenheit von YKLO88W
nachgewiesen werden.
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Fur die Dokumentation der Komplementation wurde wiederum ein Wachstumstest
mit konditionalen Allelen durchgefuhrt. Dazu wurde zunachst das Gen YKL0O88W als
BamHI/HindllI-Fragment in den Vektor pRS416-GAL1 ligiert, so dass das Plasmid
pJO84 entstand, in dem sich das Gen unter der Kontrolle des GAL1-Promotors
befindet. Der Stamm KLY16 wurde nun mit den Plasmiden pJO84 (GALlpro-
YKLO88W) und pJO80 (GALlpro-coaBC), das aus dem vorangegangenen
Experiment bereits vorlag, transformiert und anschliel3end zur Sporulation gebracht
(Abbildung 18).

Galaktose Glukose

—— ——
YKLO88W + GAL1-YKLO88W (KLY16 + pJO84)
Aykl088w + GAL1-YKLO88W (KLY16 + pJO84)
YKLO88W + GAL1-coaBC (KLY16 + pJO80)
Aykl088w + GAL1-coaBC (KLY16 + pJO80)

Abbildung 18: Konditionale Komplementation einer Aykl088w Mutation.

Fur den Wachstumstest wurde jeweils eine Uracil-prototrophe und Histidin-auxotrophe Spore
mit intaktem Wildtyp-Gen YKLO88W bzw. eine Uracil- und Histidin-prototrophe Spore
(Ayklo88w::HIS3 Mutantenallel) in verschiedenen Verdiunnungsstufen auf ein Galaktose-
bzw. Glukose-haltiges Medium Ubertragen. Die Dokumentation des Wachstums erfolgte
nach einer Inkubation bei 30<C fur zwei Tage.

Deutlich wird der Effekt der Glukoserepression, da unter diesen Bedingungen keine
Expression der unter der Kontrolle des GAL1-Promotors stehenden Gene coaBC
bzw. YKLO88W und somit keine Komplementation stattfindet.

Die Mutation in dem Gen YKLO88W konnte durch das bakterielle Gen coaBC
heterolog komplementiert werden. Daher ist es plausibel anzunehmen, dass auch
dieses Gen fir ein Enzym codiert, das die Decarboxylierung des 4 -Phosphopanto-
thenylcysteins und somit die dritte Reaktion des Coenzym A-Biosyntheseweges,
ausgehend vom Pantothenat, katalysiert. Somit erhielt YKLO88W die neue Genbe-
zeichnung CABS3.
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3.2.3 Heterologe Komplementation einer  ygr277c Nullmtation durch coaD

Die Phosphopantethein Adenyltransferase katalysiert die Ubertragung eines AMP-
Restes auf Phosphopantethein, so dass Dephospho-CoA entsteht. In E. coli wird
dieses Enzym durch das Gen coaD (Geerlof et al., 1999) codiert. Die Aktivitats-
bestimmung erfolgte in umgekehrter Richtung nach einem Test von Lamprecht und
Trautschold (1974), in dem die Messung des gebildeten ATP aus Dephospho-CoA
erfolgt. Es bestand die Vermutung, dass das Gen YGR277C in S. cerevisiae fir ein
Enzym mit diesen Eigenschaften codiert. Im Folgenden sollte nun getestet werden,
ob coaD eine Aygr277c::HIS3 Mutation heterolog komplementieren kann. Dazu
wurde zunachst das 480 bp grof3e bakterielle Gen mit Hilfe der Primer coaDBamHlI
und coaDHindlll sowie chromosomaler DNA aus E. coli DH5a in einer PCR
amplifiziert und an den MET25-Promotor in dem Vektor p426-MET25HA fusioniert,
so dass das Plasmid pJO75 entstand. Auf entsprechende Weise entstand das
Plasmid pJO70, das den YGR277C Leserahmen aus S. cerevisiae tragt, der mit Hilfe
der Primer COA6BamStart und COA6HindStop sowie chromosomaler Hefe-DNA
amplifiziert worden war.

Diese beiden Plasmide sowie der Leervektor als Kontrolle wurden in die am
YGR277C Genort heterozygote Diploide SBY1 transformiert (ura3/ura3 his3/his3
YGR277C/Aygr277c::HIS3; S. Burkhardt, unveroffentlicht). Die transformierten
Diploiden wurden zur Sporulation gebracht und die erhaltenen Ascosporen
anschlieRend untersucht.

Auch hier wurde deutlich, dass das Plasmid pJO75 mit dem coaD Gen in der Lage
ist, eine Aygr277c::HIS3-Mutation ahnlich wie das authentische YKLO88W Gen im
Plasmid pJO70 zu komplementieren. Durch analytische PCR mit den Primern
COAG6end und HIS3P konnte jeweils das chromosomale Aygr277c::HIS3 Mutanten-
allel nachgewiesen werden. In pJO70-Transformanten konnte zusatzlich das Gen
YGR277C (verwendete Primer. COA6BamStart + COA6HIindStop) bzw. in pJO75-
Transformanten das Gen coaD (Primer: coaDBamHI + coaDHindIIl) bei gleichzeitiger
Abwesenheit von YGR277C nachgewiesen werden.

Um die Komplementation durch einen Wachstumstest zu dokumentieren, erfolgte die
Transformation von SBY1 mit den Plasmiden pJO81 (GALlpro-coaD) und pJO85
(GAL1pro-YGR277C), in denen die Gene unter der Kontrolle des durch Glukose
reprimierbaren GAL1-Promotors stehen.
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Galaktose Glukose
‘

YGR277C + GAL1-YGR277C (SBY1 + pJO85)
Aygr277c + GAL1-YGR277C (SBY1 + pJO85)
YGR277C + GAL1-coaD (SBY1 + pJO81)

Aygr277c + GAL1-coaD (SBY1 + pJO81)

Abbildung 19: Konditionale Komplementation einer Aygr277c Mutation.

Fur den Wachstumstest wurde jeweils eine Uracil-prototrophe und Histidin-auxotrophe Spore
mit intaktem Wildtyp-Gen YGR277C bzw. eine Uracil- und Histidin-prototrophe Spore
(Aygr277c::HIS3 Mutantenallel) mit den Plasmiden pJO85 bzw. pJO81 in verschiedenen
Verdunnungsstufen auf ein Galaktose- bzw. Glukose-haltiges Medium (bertragen. Die
Dokumentation des Wachstums erfolgte nach einer Inkubation bei 30C fur zwei Tage.

Die Abbildung 19 zeigt, dass eine heterologe Komplementation der Aygr277c::HIS3
Mutation durch das E. coli Gen coaD mdglich war. Man kann daher davon ausgehen,
dass das Gen YGR277C fur ein Protein mit PPAT-Aktivitat codiert. Daher erhielt es
als neue Genbezeichnung den Namen CABA4.

3.2.4 Heterologe Komplementation einer  ydr196c¢ Nullmutation durch coaE

Die Dephospho-CoA Kinase (DPCK) katalysiert den finalen Schritt des CoA-Biosyn-
theseweges, die Phosphorylierung von Dephospho-CoA, so dass CoA entsteht. Das
bakterielle Gen coaE codiert fur dieses Enzym, dessen Aktivitat in einem photometri-
schen Test mit Dephospho-CoA als Substrat ermittelt wurde (Mishra et al., 2001).
Das Gen coaE wurde mit Hilfe chromosomaler DNA des E. coli Stammes DH5a und
der Primerkombination coaEBamHI + coaEHindlIIl amplifiziert. AnschlieRend erfolgte
die Ligation des 621 bp groRen Fragments in den Vektor p426-MET25HA, so dass
das Plasmid pJO76 entstand. Durch Sequenzvergleiche wurde in S. cerevisiae
YDR196C identifiziert, dessen Genprodukt vermutlich dieselbe Funktion bei der CoA-
Biosynthese Ubernimmt. Das Plasmid pJO71 enthalt diesen 726 bp grol3en Lese-
rahmen, der aus chromosomaler DNA des Hefe Wildtypstammes JS91.15-23 amplifi-
ziert (verwendete Primer: coa7BamsStart + coa7HindStop) und ebenfalls in den
Vektor p426-MET25HA ligiert wurde.

Diese beiden Plasmide sowie der Leervektor als Kontrolle wurden in die am
YDR196C Genort heterozygote Diploide SBY2 transformiert (ura3/ura3 his3/his3
YDR196C/Adr196c¢::HIS3; S. Burkhardt, unveroéffentlicht). Die transformierten
Diploiden wurden zur Sporulation gebracht und die erhaltenen Ascosporen
anschlieRend untersucht.
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Es zeigte sich, dass sowohl das Plasmid pJO76 mit dem coakE Gen als auch pJO71
mit dem authentischen Gen YDR196C in der Lage ist, eine Aydr196c::HIS3-Mutation
zu komplementieren. Die Verifizierung der korrekten Genotypen in den analysierten
Ascosporen erfolgte wiederum durch analytische PCR. AbschlieRend wurden die
Plasmide pJO86 (GALlpro-YDR196C) und pJO82 (GALlpro-coaE) konstruiert,
indem die beiden Leserahmen als BamHI/HindllI-Fragmente in den Vektor pRS416-
GAL1 ligiert wurden.

Galaktose Glukose

YDR196C + GAL1-YDR196C (SBY2 + pJO86)
Aydr196¢ + GAL1-YDR196C (SBY2 + pJO86)

YDR196C + GAL1-coaE (SBY2 + pJO82)

Aydr196¢ + GAL1-coaE (SBY2 + pJ082)

Abbildung 20: Konditionale Komplementation einer Aydr196¢ Mutation.

Fur den Wachstumstest wurde jeweils eine Uracil-prototrophe und Histidin-auxotrophe Spore
mit intaktem Wildtyp-Gen YDR196C bzw. eine Uracil- und Histidin-prototrophe Spore
(Aydr196c¢::HIS3 Mutantenallel) mit den Plasmiden pJO86 bzw. pJO82 in verschiedenen
Verdunnungsstufen auf ein Galaktose- bzw. Glukose-haltiges Medium ubertragen. Die
Dokumentation des Wachstums erfolgte nach einer Inkubation bei 30C fur zwei Tage.

Die erfolgreich verlaufene heterologe Komplementation einer Aydr196c::HIS3 Null-
mutante durch das E. coli Gen coaE deutet darauf hin, dass auch der Leserahmen
YDR196C aus S. cerevisiae fur ein Protein mit DPCK codiert und somit den letzten
Schritt in der CoA-Synthese katalysiert. Daher erhielt es als neue Genbezeichnung
den Namen CAB5. Zusammenfassend belegen alle diese individuell erfolgreich
verlaufenen Tests auf funktionelle Komplementation durch heterologe E. coli Gene
mit bekannter Funktion, dass die Coenzym A-Biosynthese in der Hefe S. cerevisiae
auf die gleiche Weise erfolgt wie in Bakterien. Die hier charakterisierten Gene CAB1-
CABS codieren fur Proteine, die die CoA-Biosynthese ausgehend vom Pantothenat
katalysieren.
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3.3  Expression der Coenzym A-Biosynthesegene

Coenzym A und CoA-Derivate haben eine grol3e Bedeutung fir den Stoffwechsel
und beeinflussen viele Stoffwechselwege, besonders die Einschleusung von Ethanol
(Uber Acetyl-CoA) in den Zitronensaure- und Glyoxylat-Zyklus. Daher sollte die
Expression der CoA-Biosynthesegene hinsichtlich ihrer Regulation durch die C-
Quelle und die Verfugbarkeit von Aminosauren untersucht werden. Bisherige Unter-
suchungen in Saugerzellen ergaben eine Abhangigkeit der Expression des PanK
codierenden Gens von dem physiologischen Status der Zelle (Robishaw et al., 1982;
Rock et al., 2000). Im Gegensatz dazu gibt es keine Hinweise darauf, dass eine
transkriptionale Kontrolle der PanK in E. coli erfolgt. Es sollte in diesem Experiment
getestet werden, ob und unter welchen Bedingungen eine Expressionssteigerung
maoglich ist. Falls eine signifikant regulierte Genexpression stattfindet, kénnte sich
das eventuell auch auf den CoA-Gehalt der Zelle auswirken.

Zur Untersuchung der Genexpression wurden die Promotorregionen der CoA-
Biosynthesegene translational an das lacZ-Reportergen fusioniert, so dass ev.
variierende [(-Galaktosidase-Aktivitaten in Transformanten als Beleg fir eine
Regulation  betrachtet werden konnten. Die benétigten  vollstandigen
Promotorregionen wurden mit Hilfe der PCR aus chromosomaler Wildtyp-DNA
amplifiziert und nach einem Restriktionsschnitt in den Vektor YEp357 inseriert. Dabei
handelt es sich um ein Plasmid mit dem effizienten 2um origin, dem URA3-Gen als
Selektionsmarker und dem lacZ-Gen, an welches die zu testenden Promotoren ligiert
werden. In Tabelle 10 sind die fir das jeweilige Gen verwendeten spezifischen
Primer, die in der PCR amplifizierten Fragmentgrof3en und die entstandenen
Plasmide aufgelistet.

Tabelle 10: Klonierungsstrategie fur translationale lacZ-Fusionen der CoA-
Gene.

Genfusion Primer Fragment Vektor Plasmid
CAB1-lacZ $SQ§’§F1’(/‘\’/’]“P$§°mBam 1024 bp YEp357 0JO60
CAB2-lacZ i:tg;gmﬁ‘m 861 bp YEp357 pJO29
CAB3-lacZ KOO CoR] 752 bp YEp357 0JO48
CAB4-lacZ ggﬁpﬁzm 1339 bp YEp357 pJO58
CABS5-lacZ \ég:?%ifgésmm%m 560 bp YEp357 0JO51

Die Amplifikation der Promotorbereiche erfolgte mit Hilfe der angegebenen Primer und
chromosomaler DNA des Stammes JS91.15-23 in einer Standard-PCR. Diese wurden
anschliel3end in den geschnittenen Vektor YEp357 inseriert.
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Die Plasmide mit den CAB-lacZ-Fusionen wurden jeweils in den regulatorischen
Wildtyp-Stamm JS42 transformiert (MATa ura3; isogen zu dem sonst verwendeten
Wildtyp-Stamm JS91.15-23), dessen einzige Auxotrophie durch die Transformation
komplementiert wurde, so dass alle Aminosauren regular synthetisiert werden
kénnen. Die Anzuchten fur den Test auf Veranderungen der Genexpression durch
die C-Quelle erfolgten in synthetischem Medium ohne Uracil mit Glukose (2%) bzw.
Ethanol (3%). Die Abhangigkeit von der Aminosaureverfigbarkeit wurde in einem
Aminosaure-haltigen Medium (SCD-Ura) bzw. einem Medium ohne Aminosauren
(SM) untersucht. Von jedem Transformationsansatz wurden flinf Kolonien hinsicht-
lich ihrer B-Galaktosidase-Aktivitat untersucht.

A B
Genfusion Spez. 3-Galaktosidase-
Aktivitat (U/mg) CAB1-lacZ
(StA)

SCD- SCE- SM
CAB1-lacz 135 205 110

(25) (40 (25) CAB3-lacz
CAB2-lacz 115 210 200

(20) (40) (45)
CAB3-lacz 40 30 60 CAB4-lacz

(5) (5) (10)
CAB4-lacz 15 20 20

(4) (4) (5) CAB5-lacZ g
CAB5-lacZ 12 25 20 —

3 - 2 0 50 100 150 200 250

ESM = SCE-Ura mSCD-Ura

Abbildung 21: Einfluss von Kultivierungsbedingungen auf die Expression der
CAB-Gene.

A Die translationalen lacZ-Fusionen wurden nach der Transformation in den Stamm JS42
einem B-Galaktosidase-Enzymtest unterzogen, dessen Aktivitat als Maf3 fur die Genexpres-
sion angesehen werden kann. StA, Standardabweichung

B Balkendiagramm der gemessenen spezifischen 3-Galaktosidase-Aktivitaten der CAB-lacZ-
Fusionen unter variierenden Kultivierungsbedingungen

Wie die spezifischen B-Galaktosidase-Aktivitaten zeigen, sind die Promotoren der
CoA-Biosynthesegene schwach bis maRig stark. Die Kontrollregionen der Gene
CAB3 - CABS5 sind schwach und die Beeinflussungen durch Anderungen der C-
Quelle bzw. der Verfugbarkeit von Aminosauren sind gering. Bei der Verwertung der
nicht-fermentierbaren C-Quelle Ethanol kommt es lediglich bei der CAB5-lacZ-Fusion
zu einer Verdoppelung der p-Galaktosidase-Aktivitat. Die Expression von CAB3 und
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CAB4 wird dadurch nicht beeinflusst. Die Abwesenheit von Aminosduren bewirkt bei
CAB3 einen Anstieg um 50%. Im Gegensatz dazu findet keine Beeinflussung der
CAB4-Genexpression statt. Die Expressionssteigerung der mafig exprimierten Gene
CAB1 und CAB2 auf das 1,5- bzw. 1,8-fache war nach einer Anzucht mit Ethanol als
C-Quelle zu beobachten. Denselben Effekt wie die C-Quelle hatte bei CAB2 die
Abwesenheit der Aminosauren. Insgesamt handelt es sich aber um geringe Effekte
der C-Quelle bzw. der Aminosaureverfiigbarkeit auf die Expression der CoA-Gene,
die in keinem Verhaltnis zur Situation bei typisch glucosereprimierbaren Genen wie
ADH2, ACS1 und ICL1 stehen (zusammengefasst bei Schiiller, 2003).
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3.4  Uberexpression der CoA-Biosynthesegene und zell ulare
CoA-Synthese

Um einen Hefestamm mit erhohtem zellularem CoA- bzw. Acetyl-CoA-Gehalt zu
erhalten, mussen Eingriffe in den Biosyntheseweg (,pathway engineering®) erfolgen.
Zunachst einmal musste das Expressionsniveau aller funf Biosynthesegene durch
Verwendung eines starken Promotors erhéht werden, da frihere Untersuchungen
(vgl. Abschnitt 3.3) gezeigt haben, dass die naturlichen Promotoren schwach bis
mafRig stark sind. In dem Pank-Enzymtest fuhrte die Verwendung des starken
MET25-Promotors, unter dessen Kontrolle sich das Gen CAB1 befand, zu einer 55-
fachen Steigerung der Enzymaktivitat (Abschnitt 3.1.3.1). Bei den bisher verwende-
ten Uberexpressionskassetten handelt es sich um ,Multi-copy*-Plasmide mit dem
,Origin“ des 2um Plasmids. Dieser gewahrleistet zwar eine hohe Genkopienzahl und
damit auch eine starke Uberexpression der Gene, allerdings sind diese Vektoren
nicht stabil. Fir die Konstruktion eines Stammes, der alle finf CoA-Biosynthesegene
in Uberexprimierter Form enthalt, ware es daher sinnvoll, diese in die chromosomale
DNA zu integrieren, um eine Stabilitat aller Kassetten zu gewahrleisten. Aufgrund der
.Feedback”-Kontrolle der Pantothenat Kinase, die durch Acetyl-CoA hemmbar ist
(Abschnitt 3.1.4.1), wiirde es wahrscheinlich trotz Uberexpression des Gens nicht
oder nur zu einem geringen Anstieg des CoA-Gehalts kommen, wie es fir E. coli
beschrieben wurde (Song et al., 1992). Somit ware die Verwendung der durch
Mutagenese erzeugten deregulierten Cabl-Variante W331R notwendig. Im Mittel-
punkt dieses Experiments sollen die Konstruktion geeigneter Uberexpressions-
kassetten fur die funf CoA-Biosynthesegene und deren Integration in das S. cerevi-
siae-Genom stehen. Ferner soll die Auswirkung dieser Genuberexpression auf den
zellularen CoA-Pool untersucht werden.

3.4.1 Konstruktion einer Expressionskassette zur In  tegration an Ty-Elementen

Ty-Elemente (,Transposon of yeast’) sind Retrotransposons mit ,long terminal
repeat“-Sequenzen, die organisatorisch und funktionell Retroviren ahneln (Boeke et
al., 1989). Es handelt sich dabei um DNA-Sequenzen, die sich innerhalb eines
Genoms Uber ein RNA-Intermediat ausbreiten kdénnen. Die nach der Transkription
der Ty-DNA entstehende mRNA wird zunachst zu den Genprodukten TyA und TyB
translatiert. Dartber hinaus dient diese mMRNA aber auch als Substrat der Reversen
Transkriptase (TyB-Genprodukt) und wird in eine cDNA umgeschrieben, die mittels
der Integrase-Aktivitdt des TyB-Genprodukts Uber eine nicht-homologe Rekombina-
tion an einer neuen Position in das Genom integrieren kann. Durch diese Aktivitat
kann es zu genomischen Veranderungen wie Translokationen, Inversionen und
Transpositionen kommen (McClintock et al., 1957; Roeder et al., 1980). Da Ty-
Elemente in relativ gro3er Anzahl vorkommen (ca. 35 Kopien des haufigsten Tyl-
Typs pro haploide Zelle) und keine essentiellen Funktionen fir die Hefezelle
besitzen, sollten diese Positionen fiir die Integration von Uberexpressionskassetten
der CoA-Biosynthesegene genutzt werden. Dazu sollte eine mehrfach verwendbare
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Integrationscassette konstruiert werden, die flankierende Sequenzen der Tyl-
spezifischen Gene TyA und TyB enthalt (sog. pTyMEX-Kassette), wodurch ein
lineares Fragment bevorzugt am Ort eines Tyl-Elements integrieren kann. Eine
pTyMEX-Kassette soll ferner einen Selektionsmarker zur integrativen Transformation
sowie den MET25-Promotor zur Fremdgenexpression (z. B. der CoA-Biosynthese-
gene) enthalten.

Fur die Konstruktion dieser Kassette wurde zunéchst mit Hilfe der Primer TyLNotl
und TyLSpel und chromosomaler Wildtyp-DNA ein ca. 800 bp grof3es Fragment als
linke Flanke in einer PCR amplifiziert, das Sequenzen des Gens TyA (codiert flr ein
Nucleocapsid-artiges Strukturprotein) enthélt. Das Plasmid pTyMEX1 entstand durch
die Ligation dieses Fragments in den Vektor pBluescript, der zuvor mit den Restrik-
tionsendonukleasen Notl und Xbal geschnitten wurde. Die rechte Flanke, die partiell
den Leserahmen TyB enthalt (codiert fir eine Protease, Integrase, Reverse
Transcriptase und Ribonuclease H) wurde mittels der Primer TyRSall und TyRKpnl
amplifiziert und ebenfalls in den mit Sall und Kpnl geschnittenen Vektor pBluescript
ligiert (pTyMEX2). Beide Plasmide wurden anschlieBend sequenziert, um
ausschlielen zu konnen, dass die amplifizierten Sequenzen Schnittstellen
beinhalten, die in einem der weiteren Klonierungsschritte noch verwendet werden
sollten. Die rechte Ty-Flanke wurde danach aus pTyMEX2 mit einem Sall/Kpnl-
Verdau herausgeschnitten und in den Xhol/Kpnl geschnittenen Vektor pTyMEX1
ligiert. Dieses Plasmid pTyMEX3 enthélt, flankiert von Notl-Schnittstellen, die beiden
Ty-Flanken. Der nachste Schritt bestand in dem Einfligen des LEU2-Gens, das eine
Selektion in der Hefe ermdglicht. Dieses wurde mit den Primern LEU2-LBam und
LEU2-RXho sowie dem Plasmid pJS491 als Matrize als ein ca. 1,7 kbp grolRes
Fragment amplifiziert und in pTyMEX3 (BamHI/Sall-geschnitten) inseriert. In das so
entstandene Plasmid pTyMEX4 wurde in einem letzten Schritt der MET25-Promotor
und der CYC1-Terminator samt ,multi-cloning site* eingefuigt. Als Matrize fur die
Amplifizierung dieser Kassette diente das Plasmid p416-MET25 und als Primer
wurden MET25-Nhe und CYC1-Bgl eingesetzt. Die Insertion erfolgte in das Plasmid
pTyMEX4, das zuvor mit BamHI und Spel geschnitten wurde. Als Ergebnis ist
pTyMEX5 entstanden, welches die folgenden Funktionselemente enthalt:

« flankierende Notl-Schnittstellen fiir die Freisetzung der Kassette

« MET25-Promotor fir die Uberexpression, Polylinker zur Insertion der CoA-
Biosynthesegene, CYC1-Terminator

* LEU2-Gen als Selektionsmarker mit flankierenden loxP-Stellen fiir das spatere
Entfernen des Markers mit Hilfe der cre-Rekombinase

* TyL-Sequenz, die den partiellen TyA-Leserahmen enthalt

* TyR-Sequenz mit partiellem TyB-Leserahmen
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der pTyMEX-G  enexpressions-
kassette.

Diese Kassette kann mittels eines Notl-Restriktionsverdaus aus dem Plasmid freige-
setzt, in einen Leucin-auxotrophen Stamm transformiert und dabei tber eine homo-
loge Rekombination an einem Genort mit Tyl-Element integriert werden. Nach der
Integration der Kassette in eines der vielen Tyl-Elemente ermdglichen es die loxP-
Stellen, das LEU2 Gen zu entfernen und die Auxotrophie des Stammes wiederherzu-
stellen (,marker rescue”). Diese Reaktion erfolgt mit Hilfe der cre-Rekombinase
(Sauer et al., 1988), die die loxP-Stellen erkennt, an diese bindet und die DNA
schneidet, wobei die zwischen zwei loxP-Stellen gelegenen Sequenzen verloren
gehen. Es ist nun moglich, diese Kassette mit einem anderen Gen in den Stamm
unter Verwendung des LEUZ2-Selektionsmarkers zu transformieren. Das ist ein
Vorteil aufgrund der begrenzten Anzahl an verfligbaren Selektionsmarkern fur die
Hefe. Es waére ebenso moglich, mehrere Kassetten desselben Gens in
unterschiedliche Ty-Elemente zu integrieren, um die Expression zu erhdhen.

Tabelle 11: Expression von CoA-Biosynthesegenen im pTYMEX-System.

Gen Primer FragmentgroRe (bp) Plasmid
I e oo
CAB5 COA7-Bam Start

COA7-Hind Stop 723 pJO65

Die codierenden Bereiche der genannten Gene wurden mit Hilfe der aufgelisteten spezifi-
schen Primer und chromosomaler DNA des Stammes JS91.15-23 amplifiziert. Die
geschnittenen PCR-Fragmente wurden in den pTyMEX-Vektor ligiert, so dass die Plasmide
pJO63-pJO67 entstanden.
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Im Folgenden sollten nun die finf CoenzymA-Biosynthesegene CAB1-CAB5 in die
multi-cloning site der TYMEX-Kassette inseriert werden.

3.4.2 Integration von Uberexpressionskonstrukten de r CoA-Biosynthesegene
in Ty-Elemente

Fur die Integration der Uberexpressionskassetten, die die an der Biosynthese von
CoA beteiligten Gene enthalten, wurde der Leucin-auxotrophe Stamm JS91.15-23
verwendet. Die Freisetzung der CAB2-Kassette aus dem Plasmid pJO66 erfolgte
durch einen Notl-Verdau. Es folgte eine Transformation des linearen Fragments mit
Flanken aus Ty-Sequenzen in den genannten Stamm mit einer anschlieBenden
Selektion auf SCD-Leu. Der Einbau der Kassette erfolgte tiber homologe Rekombi-
nation an einem der Ty-Elemente. Nach erfolgreicher erster Transformation sollten
die Transformanten nun von dem LEU2-Marker mit Hilfe des ,marker rescue*-
Systems befreit werden (Guldener et al., 1996), um anschlieBend weitere Expres-
sionskassetten mit demselben Marker integrieren zu kénnen. Dazu wurde eine
Transformante mit dem Plasmid pSH62, welches ein Gen fir die cre-Rekombinase
unter der Kontrolle des GAL1-Promotors und ein HIS3-Gen fir die Selektion tragt,
transformiert. Eine dieser Transformanten wurde unter nicht-selektiven Bedingungen
mit Galaktose als C-Quelle fir 60 min kultiviert. Bei Galaktoseinduktion kommt es zu
einer Expression der cre-Rekombinase, das die loxP-Stellen in der integrierten
CAB2-Uberexpressionskassette erkennt und bindet. Dabei handelt es sich um eine
34 bp lange Erkennungssequenz, die aus zwei 13 bp langen Rekombinase-Binde-
Elementen (RBE) besteht. Diese ,inverted repeats” sind durch eine 8 bp lange
Sequenz getrennt, in der das Enzym schneidet. Durch diese Reaktion wird der
LEU2-Marker, der sich zwischen den loxP-Stellen befindet, herausgeschnitten und
diese anschlieBend wieder verknipft (Sauer et al., 1987). Auf dem Chromosom
bleibt eine einzelne loxP-Stelle zuriick. Der Verlust des Selektionsmarkers wurde
durch Replikaplattierung auf SCD-His (Wachstum) und SCD-Leu (kein Wachstum)
Uberpruft. Die Verifizierung des entstandenen Stammes JOY15 (Ty::MET25-
CAB2::loxP) erfolgte durch analytische PCR mit Hilfe geeigneter Primer (Met25Pr.5"
und Cab2-87 Stop Xhol).

Da das S. cerevisiae-Genom ca. 35 Kopien des Tyl-Elements enthalt, schien es
plausibel, anzunehmen, dass sukzessive Transformationen nach diesem Muster zu
Integrationen am Ort anderer Tyl-Elemente fihren wirden, zumindest solange eine
hinreichend grof3e Zahl von Ty-Elementen ohne Expressionskassette Ubrig bleibt.

Nach dem Schema (1) Transformation der CAB-Expressionskassette, (II) Transforma-
tion des cre-Rekombinase-Expressionsplasmids, (Ill) anschlieRende Kontrolle auf
Verlust des Selektionsmarkers und (IV) abschliel3ende Verifizierung der Integration
mittels PCR wurden die Kassetten mit den Genen CAB3, CAB4 und CAB5 nachein-
ander integriert. Die Leserahmen von CAB2, CAB4 und dem zuletzt integrierten
CAB5 konnten mit Hilfe genspezifischer Primer (Cab2-87stopXho; Cab4-
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147stopHind bzw. Cab5-80stopHind) sowie dem Primer MET25Pr.5" nachgewiesen
werden. Allerdings war es nicht mdglich, ein Signal mit MET25Pr.5" und dem CAB3-
spezifischen Primer (Cab3-50stopHind) zu erhalten, obwohl die zugehdrige Expres-
sionskassette zuvor in den Stamm transformiert worden war. Dieser Befund spricht
dafur, dass die Integration der CAB4- oder CAB5-Genexpressionskassette an der
Stelle im Chromosom stattgefunden hat, an der CAB3 bereits integriert vorlag.

Ein paralleler Ansatz zeigte ein vergleichbares Ergebnis. Es wurden zunachst CAB1,
CAB4 und CAB5 (pJO63-65) integriert und erfolgreich im Genom nachgewiesen. Bei
der vierten Transformation gelang die Integration der CAB3-Kassette, wéahrend
CAB4 nicht langer detektierbar war. Durch die zwei verschiedenen Ansatze konnte
gezeigt werden, dass der Verlust einer bereits integrierten Expressionskassette nicht
an dieser spezifischen Kassette liegt, denn dieses Ergebnis wurde nach Transforma-
tion der linearisierten Plasmide pJO65 bzw. pJO67 und somit zwei verschiedenen
Kassetten erhalten. Weitere Transformationen fuhrten ebenfalls zu keiner zusatz-
lichen Integration. Es scheint mit Hilfe dieser TyMEX-Konstrukte nicht mdglich zu
sein, mehr als drei Expressionskassetten in das Genom zu integrieren. Anscheinend
werden bei der homologen Rekombination die Bereiche mit bereits vorhandenem
CAB-Uberexpressionskonstrukt den verbleibenden Ty-Elementen gegeniiber vorge-
zogen, vermutlich weil die homologen Bereiche zwischen den Kassetten gréf3er sind
als bei der Ty-Sequenz. Somit wird eine bereits integrierte Kassette ersetzt, so dass
es nicht aussichtsreich erschien, die funf CoA-Biosynthesegene mit dieser Methode
in das Genom zu integrieren.

3.4.3 Integration der CoA-Gene mit Hilfe integrativ  er Plasmide

Da die Methode der multiplen Integration an Ty-Elementen nicht erfolgreich war und
eine Integration flr eine stabile Expression aller funf CoA-Biosynthesegene
notwendig ist, wurde auf integrative Plasmide mit individuellen Selektionsmarkern
zuruckgegriffen. Dabei handelt es sich um Vektoren ohne eigenen ,Origin“, die nach
der Integration durch homologe Rekombination passiv durch den Rezipientenstamm
mitrepliziert werden. Der Ort der Rekombination und somit der Integration wird durch
den im Plasmid enthaltenen Selektionsmarker (URA3, LEU2, HIS3 oder TRP1)
bestimmt. Aufgrund der begrenzten Anzahl geeigneter Plasmide wurde fur dieses
Experiment der Stamm JOY15 verwendet, in dem mit Hilfe der pTyMEX-Kassette
das Gen CAB?2 integriert vorliegt. Die Gene wurden als MET25-Promotor-Fusionen in
die integrativen Plasmide ligiert und nach Linearisierung (Tabelle 12) sukzessive in
den Stamm JOY15 transformiert.
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Tabelle 12: Ubersicht tiber die verwendeten = CAB-Expressionsplasmide.

Gen Plasmid Vektor Selektionsmarker Linearisierung
CAB1 pJO153 Yip211 URA3 Apal
CAB1WS331R pJO148 Yip211 URA3 Apal
CAB3 pJO137 pRS403 HIS3 Nhel
CAB4 pJO152 Y1p128 LEU2 EcoRV
CABS5 pJO138 Y1p204 TRP1 EcoRV

Die MET25-CAB-Kassetten wurden in die angegebenen Vektoren inseriert und die entstan-
denen Plasmide nach einer Linearisierung in den Stamm JOY15 transformiert.

Zunadchst wurden in den Stamm JOY15 in einer Doppeltransformation die
linearisierten Plasmide pJO137 und pJO138 integriert, so dass JOY16 entstand. Die
Selektion dieses Stammes, in dem die Gene CAB2, CAB3 und CABS integriert sind,
erfolgte auf dem doppelt-selektiven Medium SCD-His-Trp. Im nachsten Schritt wurde
die MET25pr0o-CAB4-Kassette am chromosomalen LEU2-Genort integriert (JOY17).
In einer letzten Transformation wurde in den Stamm JOY17 das Gen CABl1
eingebracht, wobei sowohl das Wildtypgen als auch die hyperaktive CAB1W331R
Variante (vgl. Abschnitt 3.1.4.2.1) parallel verwendet wurden. Nach Selektion auf ein
intaktes URA3 Gen entstanden die Stamme JOY18 (tragt das Wildtyp-Allel) und
JOY19 (enthéalt die durch gerichtete Mutagenese erzeugte CAB1W331R Variante).

Tabelle 13: Strategie zur Integration  MET25-kontrollierter CoA-Biosynthese-
gene.

Stamm Genotyp

JOY15 Ty::MET25pro-CAB2

JOY16 Ty-METZSPRo-CABZ hiS3::MET25pRo-HA3-CAB3::H|S3
trpl::MET25pr0o-HA3-CABS5::TRP1

JOY17 Ty-METZSPRo-CABZ hiS3::MET25pRo-HA3-CAB3::H|S3
trp1::MET25pro-HA3-CAB5::TRP1 leu2::MET25pro-HA3-CAB4::.LEU2

JOY18 Ty-METZSPRo-CABZ hiS3::MET25pRo-HA3-CAB3::H|S3

trp1::MET25pro-HA3-CAB5::TRP1 leu2::MET25pro-HA3-CAB4:.LEU2
ura3::MET25pr0-HA-CAB1::URA3

JOY19 Ty-MET25pro-CAB2 his3::MET25pro-HA3-CAB3::HIS3
trpl::MET25pro-HA3-CABS5:: TRP1 leu2::MET25pr0-HA3-CAB4::LEU2
ura3::MET25pro- HA3-CAB1W331R::URA3

Der Stamm JOY15, in dem CAB2 mittels pTyMEX-Kassette integriert wurde, diente als
Ausgangsstamm fir die sukzessive Integration der verbleibenden vier CoA-Gene.

Die Verifizierung aller konstruierten Stamme erfolgte zunachst durch Replikaplattie-
rung auf Selektivmedien zum Test auf die verwendeten Selektionsmarker und
danach durch analytische PCR mit genspezifischen Primern sowie dem Primer
Met25Pr.5".



ERGEBNISSE 54

JOY18 JOY19

Abbildung 23: Nachweis der MET25-kontrollierten CAB-Gene in den Stammen
JOY18 und JOY109.

Die Verifizierung der Stamme erfolgte durch analytische PCR mit den Primern MET25-
Pr5°und COA3-HindStop (Spurl/CAB1), Cab2-87HindStop (Spur2/CAB2), Cab3-50HindStop
(Spur3/CAB3), Cab4-147HindStop (Spur4/CAB4) und Cab5-80HindStop (Spur5/CABS).
Dargestellt ist die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte auf einem 2%igen
Agarosegel.

Wie dieses Experiment zeigt, war es mit Hilfe integrativer Plasmide mdglich, zwei
Stamme zu konstruieren, die die finf CoA-Biosynthesegene unter der Kontrolle des
MET25-Promotors integriert enthalten und sich nur durch das CAB1-Allel unter-
scheiden.

3.4.3.1 Bestimmung des CoA-Gehaltes in Stammen mit  Gberexprimierten CAB-
Genen

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden konnte, liegen in den Stammen
JOY18 und JOY19 alle funf CoA-Biosynthesegene unter Kontrolle des MET25
Promotors integriert vor. Weiterhin vorhanden sind nattrlich auch die CAB Gene, die
durch ihren eigenen Promotor kontrolliert werden. In den folgenden Experimenten
sollte nun geklart werden, wie hoch der zellulare CoA-Gehalt in diesen Stdmmen im
Vergleich zu einem nicht transformierten Stamm ist und ob sich die deregulierte
CAB1-Variante (W331R) auf den CoA-Gehalt auswirkt. Dieser Test zur Bestimmung
des CoA-Gehaltes mit Hilfe der Phosphotransacetylase (EC 2.3.1.8) wurde modifi-
ziert nach Stadtman (1955) durchgefuhrt und beruht auf dem Transfer der Acetyl-
Gruppe aus dem Acetylphosphat auf das in der Probe enthaltene CoA durch die
Phosphotransacetylase unter der Bildung von Acetyl-CoA und Phosphorsaure. Durch
die Entstehung einer Thioester-Bindung ergibt sich ein Absorptionsunterschied
zwischen CoA und Acetyl-CoA bei einer Wellenlange von 233 nm, so dass das
gebildete Acetyl-CoA quantifiziert werden kann.

Coenzym A + Acetylphosphat - Acetyl-CoA + Phosphorséaure
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Als Kontrolle fiir den CoA-Gehalt ohne Uberexpression der CAB-Gene diente der
Stamm JS91.15-23, in den die linearisierten Vektoren YlIp211, pRS403, YIp128 und
Y1p204 integriert wurden, so dass der entstandene Stamm JOY22 hinsichtlich der
Biosynthese aller Aminosauren bzw. Basen prototroph ist. Die Anzucht der Stamme
JOY18, JOY19 und JOY22 erfolgte in einem synthetischen Medium (SCD-HULT).
Als Kontrolle diente eine Probe mit einem bekannten CoA-Gehalt (0,18 mM CoA).

Tabelle 14: Relativer CoA-Gehalt in Extrakten der S tdmme JOY18, JOY19 und
JOY22.

Stamm JOY22 JOY18 JOY19
Kontrolle CAB1 CAB1W331R
CoA (umol/qg) 170 205 203

StA (42) (38) (39)

Nach Gewinnung des Rohextraktes erfolgte die Deproteinisierung mit Hilfe von Perchlor-
saure (1 M HCIO,). Fur den Test wurde zunachst ein Tris-Puffer mit einer Acetylphosphat-
Losung gemischt, die vor jedem Test frisch angesetzt werden musste. Diese Mischung
wurde in eine Quarzkivette Uberfihrt und mit der Probe versetzt, deren Volumen je nach
CoA-Gehalt variiert werden konnte. AnschlieRend wurde die Ausgangsextinktion bei 233 nm
gegen Tris-Puffer gemessen. Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe der Phospho-
transacetylase-Losung, deren Verlauf in Form der Absorptionssteigerung am Photometer
verfolgt wurde. War keine Extinktionsanderung mehr zu beobachten, wurde die optische
Dichte (OD) erneut gemessen. Der CoA-Gehalt in mmol/l wurde mit Hilfe der in Abschnitt
5.15.2 aufgefiihrten Formel berechnet. AnschlieBend erfolgte eine Normierung auf den
vorher bestimmten Proteingehalt. Die Mittelung der Werte erfolgte mit den Ergebnissen aus
vier unabhangig voneinander durchgefiihrten Einzelmessungen. StA, Standardabweichung.

Die mittels des Phosphotransacetylase-Tests ermittelten CoA-Gehalte liegen in den
vermessenen Stammen JOY22, JOY18 und JOY19 einheitlich ungefahr bei
200 pmol/g. Im Kontrollstamm wurde zwar ein etwas geringerer Wert als in den
Stammen mit den Uberexpressionskonstrukten ermittelt, allerdings ist dieser Unter-
schied nicht signifikant. Die Uberexpression der fiinf CoA-Biosynthesegene bzw. die
Deregulation der PanK hat somit keinen Einfluss auf den intrazellularen CoA-Gehalt.

3.4.3.2 Bestimmung des Acetyl-CoA-Gehaltes in Stamm  en mit Gberexprimier-
ten CAB-Genen

Da keine signifikante Veranderung beim CoA-Gehalt messbar war, kbnnte es sein,
dass das gebildete CoA rasch zu Acetyl-CoA weiter reagiert, denn diese Substanz ist
auch fur die ,feedback“-Regulation der Pantothenat Kinase und somit die Regulation
des CoA-Gehaltes in der Zelle verantwortlich ist (vgl. Abschnitt 3.1.4.1). Der Acetyl-
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CoA-Gehalt sollte durch einen gekoppelten Citrat-Synthase (CS, EC 2.3.3.1) / Malat-
Dehydrogenase (MDH, EC 1.1.1.37) Enzymtest nach Bergmeyer (1983) erfolgen. In
der ersten Reaktion, die durch die Malat Dehydrogenase katalysiert wird, entsteht
aus Malat und NAD Oxalacetat, das in einer zweiten Reaktion durch die Citrat
Synthase mit Acetyl-CoA zu Citrat und CoA umgesetzt wird. Die Bildung von NADH
im Verlauf der vorgeschalteten Indikatorreaktion kann fotometrisch durch die Extink-
tionszunahme bei 339 nm verfolgt werden und dient als Mal3 fir den Acetyl-CoA
Gehalt in der Probe:

Malat + NAD" - Oxalacetat + NADH + H* (MDH-Reaktion)
Acetyl-CoA + Oxalacetat + H,O -> Citrat + CoA (CS-Reaktion)
Acetyl-CoA + Malat + NAD" + H,O - Citrat + NADH + H" + CoA (Gesamtreaktion)

Die Kultivierung der Stamme JOY 18, JOY19 und JOY22 erfolgte wie in Abschnitt
3.4.3.1 beschrieben.

Tabelle 15: Relativer Acetyl-CoA-Gehalt in Extrakte n der Stamme JOY18,
JOY19 und JOY22.

Stamm JOY22 JOY18 JOY19
Kontrolle CAB1 CAB1W331R
Acetyl -CoA (umol/g) 115 229 681
(StA) (34) (35) (154)

Der gewonnene Rohextrakt der Stamme JOY18, JOY19 und JOY22 wurde zunachst mittels
4 M Perchlorsdure deproteinisiert. Nach Neutralisierung der Saure, Einstellen des pH-Werts
auf ca. 6,5 und dem Abzentrifugieren der Proteine konnte der Extrakt fir die
Metabolitbestimmung eingesetzt werden. In einer Quarzkiivette wurden der Rohextrakt, Tris-
Puffer, Malat-Losung und NAD-L6sung gemischt. Die Messung der Wellenlange erfolgte bei
339 nm gegen Luft. Sobald sich die OD nicht mehr &nderte, wurde die Malat
Dehydrogenase-Lésung hinzugegeben, gemischt und die OD ermittelt. Die Umsetzung von
Acetyl-CoA und Oxalacetat zu Citrat und CoA wurde durch Zugabe der Citrat Synthase-
Losung gestartet. Nach Beendigung der Absorptionssteigerung wurde erneut die OD
gemessen. Aus den ermittelten Daten wurde die Extinktionsédnderung und anhand dieses
Werts der Acetyl-CoA-Gehalt in der Probe (mmol/l) berechnet und anschlieBend eine
Normierung auf den vorher ermittelten Proteingehalt vorgenommen (zu Einzelheiten vgl.
Abschnitt 5.15.3). Die Mittelung der Werte erfolgte mit den Ergebnissen aus vier unabhangig
voneinander durchgefihrten Einzelmessungen. StA, Standardabweichung.

In den untersuchten Stdmmen, die sich hinsichtlich der Expressionsstéarke der CoA-
Biosynthesegene und der Regulation des Biosyntheseweges unterscheiden, gibt es
deutliche Unterschiede hinsichtlich des Acetyl-CoA-Gehalts. Die Uberexpression der
funf CAB-Gene durch den MET25-Promotor in dem Stamm JOY18 spiegelt sich in
der Verdopplung des Acetyl-CoA-Gehaltes im Vergleich mit dem Kontrollstamm
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wider, in dem die Gene unter der Kontrolle der naturlichen Promotoren stehen. Der
Acetyl-CoA Gehalt im Stamm JOY19 mit der deregulierten Cabl-Variante betragt
das 6-fache des Kontrollstammes JOY22 und das 3-fache von JOY18 (regulierbare
PanK), worin sich der Einfluss der ,feedback*-Regulation widerspiegelt. Der Gehalt
an Acetyl-CoA in der Zelle ist abhéngig von der Genexpressionsstarke und der
Regulation der Pantothenat Kinase durch den Inhibitor Acetyl-CoA.

3.4.3.3 Einfluss der CAB1W331R-Mutation auf den CoA-Pool

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Coenzym A-Gehalt in der Zelle durch
die Starke der CAB Genexpression und die aufgehobene Inhibition der PanK nicht
signifikant beeinflusst wird. Im Gegensatz dazu reagiert der Acetyl-CoA-Gehalt
deutlich auf die getesteten genetischen Variationen. Bereits die einheitliche Verwen-
dung des MET25-Promotors fuhrte zu einer Verdoppelung des Acetyl-CoA-Gehalts.
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Metabolit-Gehalt (umol/g)

JOY22 JOY18 JOY19

Abbildung 24: Einfluss von Genvariationen auf CoA- und Acetyl-CoA-Gehalte.
Grafische Darstellung der ermittelten CoA- und AcCoA-Werte in den Stammen JOY22,
JOY18 und JOY19.

Deutlich wird der Einfluss der Inhibition der PanK auf den CoA-Biosyntheseweg und
insbesondere auf den Gehalt an Acetyl-CoA. Die Deregulation dieses Schlissel-
enzyms bewirkt unter Uberexpressionsbedingungen einen weiteren Anstieg des
Acetyl-CoA-Gehaltes um das Dreifache. Somit hat die Deregulation der PanK durch
die Mutation W331R einen ausgepragteren Einfluss auf den Acetyl-CoA-Pool als die
gesteigerte CAB-Genexpression. Es konnte mit JOY19 ein Stamm konstruiert
werden, der gegenuber dem Wildtyp die 5-fache Menge an Acetyl-CoA produziert.
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3.5 Untersuchung des CoA-synthetisierenden Enzymkom plexes

In der Literatur gibt es Hinweise, dass die Genprodukte der Coenzym A —
Biosynthesegene von Saccharomyces cerevisiae in einem Komplex, dem
sogenannten CoA-SPC vorliegen (Morrisson et al., 1975). Nach der Praparation und
Aufreinigung des 375 — 400 kDa groRen Enzymkomplexes konnten nicht alle
Enzymaktivitaten, die erwartet wurden, wenn man einen konservierten CoA-
Biosyntheseweg auch fur die Hefe unterstellt, tatsachlich nachgewiesen werden
(Bucovaz et al., 1997). Aufgrund der fehlenden PanK-Aktivitdt in dem Komplex
stellten diese Autoren die Vermutung auf, dass in der Hefe ein alternativer
Biosyntheseweg existiert, der sich gegenuber Bakterien und dem Menschen
unterscheidet. Lediglich die PPAT- und DPCK-Aktivitdten des konventionellen
Weges, die durch die Gene CAB4 und CAB5 codiert werden, konnten nachgewiesen
werden. In dieser Arbeit konnten aber durch heterologe Komplementation bzw. den
PanK-Enzymtest funf Gene identifiziert werden, die fur die Enzymaktivitaten
codieren, die fur den ubiquitdren Biosyntheseweg bendétigt werden. Die Idee der
Existenz eines CoA-Biosynthesekomplexes sollte jedoch aufgegriffen und untersucht
werden, ob dieser (wenn auch anders als urspringlich postuliert) in der Hefe
existiert.

3.5.1 Chromatografischer Nachweis des CoA-SPC

Die Existenz eines CoA-SPC (,CoA synthesizing protein complex®) sollte mit Hilfe
einer GrolRenausschlu3-Chromatographie nachgewiesen werden. Mit dieser so
genannten Gelfiltration ist die Fraktionierung von Proteinen aufgrund ihres Molekular-
gewichtes moglich. Fur diesen Versuch sollte ein Stamm verwendet werden, der fir
Epitop-markierte Varianten zweier CoA-Biosyntheseenzyme codiert. Falls der CoA-
SPC existiert, sollte unter nativen Reinigungsbedingungen eine Cofraktionierung der
beiden antigenen Signale zu beobachten sein.

3.5.1.1 Herstellung eines Hefe-Stammes fiur den Nach weis und die Aufreini-
gung des CoA-SPC Komplexes

Die Konstruktion eines Stammes, in dem die chromosomalen Kopien der Gene
CAB3 und CAB5 C-terminal mit dem HA-Epitop markiert wurden, fihrte, trotz
Aufkonzentrierungsmalinahmen, zu Proteinextrakten, in denen Cab3 und Cab5
kaum detektierbar waren. Wahrscheinlich sind die schwachen Promotoren dieser
Gene dafur verantwortlich (vgl. Abschnitt 3.3). Im Folgenden kamen daher MET25-
HAs-Uberexpressionskassetten, die schon in Abschnitt 3.4.3 beschrieben wurden, fur
die Integration in das Hefegenom zum Einsatz. Cab3 und Cab5 wurden ausgewahlt,
da sie aufgrund ihrer GroRe von 65 kDa und 27 kDa nach einer Western-Blot
Analyse leicht zu unterscheiden sind. Daher wurde der Stamm JS91.15-23 mit den
linearisierten Plasmiden pJO137 (MET25pro-HA3-CAB3 HIS3) und pJO138
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(MET25pro-HA3-CABS TRP1) transformiert. Die Verifizierung der auf doppelt-selek-
tivem SCD-His-Trp Medium wachsenden Transformanten erfolgte mit Hilfe einer
analytischen PCR und den Primern MET25Pr und Cab3-50HindStop bzw. Cab5-
80HindStop.

Der so entstandene Stamm JOY14 wurde in 3 Litern SCD-Trp-His Medium kultiviert
und nach der Zellernte ein zellfreier Rohextrakt durch Aufschluss mit Glasperlen
hergestellt. Um eine Anreicherung der gewiinschten Proteine bzw. des vermuteten
Komplexes zu erreichen und um den Extrakt von stdrenden Metaboliten zu befreien
wurde eine Vorreinigung mit DEAE-Sepharose im ,batch“-Verfahren durchgefiihrt (zu
methodischen Detail vgl. Abschnitt 5.14.1). Zunachst erfolgte ein Test in kleinem
Mal3stab, um die geeignete Salzkonzentration zu ermitteln. Die Elution der
gebundenen Proteine erfolgte nach einigen Waschschritten mit Hilfe eines Puffers,
der ansteigende NaCl-Konzentration enthielt, wodurch CAB3, CAB5 und andere
unter diesen Bedingungen eluierbare Proteine von der Sepharose abgeldst wurden.
Um die Effektivitat der Aufreinigung zu testen, erfolgte ein immunologischer
Nachweis der HAz-Epitop-markierten Proteine Cab3 und Cab5 (vgl. Abbildung 25).

65 kDa — . - -
27 kDa — - - e
RE DL E600 [ES00  E1000

Abbildung 25: Aufreinigung eines Rohextraktes mit e pitopmarkierten Cab-
Proteinen durch DEAE-Anionenaustauschchromatographi e.

Der Rohextrakt (RE) nach dem Zellaufschluf3, die nicht gebundenen Proteine im Durchlauf
(DL) sowie die Eluate mit 600 mM (E600), 800 mM (EB00) bzw. 1 M NaCl-haltigem Elutions-
puffer (E1000) wurden hinsichtlich der Expression von Cab3 und Cab5 untersucht. Der
immunologische Nachweis der HAs;-markierten Proteine erfolgte durch eine Western-Blot-
Analyse, fir die anti-HA-Antikérper mit konjugierter Peroxidase verwendet wurden. Pro Spur
wurden jeweils ca. 100 pg Gesamtprotein eingesetzt.

Die effektivste Elution beider Proteine erfolgte mit 800 mM NaCl (pH 7,4) und fuhrte
im Western-Blot zum starksten Signal. Die eigentliche Reinigung des Zellextraktes
erfolgte mit diesem Puffer. Nach Konzentrierung dieses Eluats durch Ultrafiltration
(10 kDa-Ausschlussvolumen) erfolgte eine Proteinbestimmung von 5mg/ml nach
Bradford (5.13.2).
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3.5.1.2 Test auf Cofraktionierung von Cab3 und Cab5

Es sollte im Folgenden Uberprift werden, ob eine Cofraktionierung von Cab3 und
Cab5 nach einer Gelfiltrationschromatographie (Trennung von Proteinen aufgrund
ihrer Gro3e) erfolgt. Hierzu wurde eine Trennsaule mit Sephacryl S-300HR 16/60 als
Gelmaterial (Porengrof3e: 47 pm, Volumen: 120 ml) verwendet. Grol3e Proteine
kénnen nicht in die Poren dieses Trennmaterials eindringen, so dass ihnen beim
Durchlaufen nur das Ausschlussvolumen (36 ml) zur Verfigung steht und sie somit
friher eluiert werden. Kleineren Proteinen steht aul3erdem noch das Volumen in den
Poren, das sogenannte Einschlussvolumen zur Verfigung. Sie bendtigen daher
mehr Zeit fur den Durchlauf und werden zu einem spateren Zeitpunkt eluiert. Vor
dem Auftragen der Probe wurde die Saule aquilibriert. Es wurde 1 ml des durch
lonenaustauschchromatographie vorgereinigten Proteinextrakts mit 5 mg Gesamt-
protein auf die Saule aufgetragen. Die Aufreinigung des Extraktes erfolgte mit Hilfe
des Akta Chromatographie-Systems (GE Healthcare). Nach Einengen der Fraktionen
im Vakuum wurden diese einer Western-Blot-Analyse mit Anti-HA-Antikdrpern
unterzogen.

A 80 kDa

E2s0

399 kDa
332 kDa

<51 kDa

HHHH\

5 10 19 20 21 22 23 32 36 40 Fraktion

i — = S EE ‘«— 65kDa

Abbildung 26: Groéf3enfraktionierung eines Proteinext rakts durch Gelfiltration
und Western-Blot-Analyse ausgewahlter Fraktionen.

A Chromatogramm (Proteinprofil) der Gelfiltration mit SephacrylS-300HR 16/60. Der verwen-
dete Eichstandard enthielt Ferritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa) und BSA (66 kDa).

B Nachweis der HA-markierten Proteine Cab3 und Cab5 durch Westernblot-Analyse ausge-
wahlter Fraktionen.
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Da die antigenen Signale von Cab3 und Cab5 v. a. in den Fraktionen 21-23 gemein-
sam auftreten, kann man von einer Cofraktionierung beider Proteine Uber zwei
chromatographische Trennschritte mit unterschiedlichen Trennkriterien (Ladung bzw.
Molekilgro3e) ausgehen. In friheren Fraktionen wurden keine Cab-Signale identifi-
ziert, wahrend in den Fraktionen 32, 36 und 40 die Einzelsignale nachweisbar sind.
Die maximale Intensitat der antigenen Signale wurde in Fraktion 22 beobachtet, was
einem Molekulargewicht von ca. 327 kDa entspricht (vgl. Eichung der Fraktionen in
Tabelle 16). Da dieser Wert betrachtlich tber den Molekulargewichten von Cab3 und
Cab5 liegt, kann man davon ausgehen, dass ein CoA-SPC von ca. 327 kDa existiert,
der zumindest die Proteine Cab3 und Cab5 enthalt.

Tabelle 16: Ermittlung der Molekulargewichte aufgru nd des Elutionsverhaltens
von Eichproteinen.

Fraktion Molekulargewicht (kDa)

19 452
20 406
21 364
22 327
23 293
32 111
36 72

40 46

Die Zuordnung der Molekulargewichte zu einer bestimmten Fraktion erfolgte durch Auftra-
gung der logarithmierten Molekulargewichte gegen das Elutionsvolumen.

3.5.2 Interaktionen zwischen individuellen CAB Genprodukten

Ein chromatographischer Nachweis fur einen ca. 330 kDa grol3en Proteinkomplex,
der zumindest die Proteine Cab3 und Cab5 enthalt, konnte erbracht werden. Im
Folgenden sollte durch in vitro Interaktionstests geklart werden, welche weiteren
Proteine in diesem Komplex enthalten sind. Weiterhin kénnten durch die Kartierung
von Interaktionsdomanen Aussagen Uber die Feinstruktur des Komplexes erhalten
werden. Hierzu wurde eine affinitdtschromatographische Strategie verfolgt, bei der
unterschiedlich markierte Testproteine zum Einsatz kamen (GST ,Pull-down®). Ein
mutmallicher Interaktionspartner, der translational an die Glutathion-S-Transferase
(GST) fusioniert wurde, ist dadurch in der Lage, an Glutathion-Sepharose als Matrix
zu binden (sog. ,Kdoderprotein®, ,bait‘). Findet eine Interaktion mit einem zweiten
Protein, das N-terminal mit einem HA-Epitop markiert wurde (,Beuteprotein®, ,prey*),
statt, werden beide Proteine an die GSH-Sepharose binden. Der Komplex kann
durch kompetitive Verdrdngung mit freiem Glutathion von der Sepharose-Matrix
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abgeldst werden. Der Nachweis der Interaktion erfolgt nach einer Proteinauftrennung
durch eine anschlieRende Western-Blot-Analyse, bei der ein HA-markierter Inter-
aktionspartner mit Hilfe einer Chemilumineszenz-Reaktion auf einem RoOntgenfilm
sichtbar gemacht wird.

3.5.2.1 Analyse von Protein-Protein-Interaktionend er Cab-Vollangenproteine

Im Folgenden sollte getestet werden, welche Proteine, die an der CoA-Biosynthese
in der Hefe beteiligt sind, miteinander interagieren und somit den CoA-SPC bilden.
Die volistandigen Leserahmen der CoA-Biosynthesegene wurden sowohl mit dem
HAs-Epitop (Verwendung des Expressionsvektors p426-MET25HA) als auch dem
GST-Gen in dem Vektor pGEX-SCS fusioniert. Die Plasmide pSBS5 (Schibbe,
2001), pJO1 und pJOS3 (Olzhausen, 2006; zu den Genotypen vgl. Tabelle 17) lagen
aus friheren Arbeiten bereits vor. Die Transformation der Plasmide, die fur HAz-mar-
kierte Proteine codieren, erfolgte in den Proteinase-defizienten Hefestamm C13-
ABYS.86, der eine Uberexpression von Proteinen ohne Protease-Abbau ermdglicht.

Tabelle 17: Plasmide, die fur HA- und GST-Fusionen der Cab-Proteine codieren.

Gen HA3-Fusion GroRRe (kDa) GST-Fusion GroRRe (kDa)
CAB1 pSBS5 (Schiibbe) 41 pJO59 70
CAB2 pJO1 42 pJO93 71
CAB3 pJO3 65 pJO79 94
CAB4 pJO70 34 pJO77 63
CAB5 pJO71 27 pJO78 56

Aufgelistet sind die Plasmide, die die entsprechenden Fusionsgene enthalten sowie die
Molekulargewichte der Volllangenfusionsproteine. Folgende angepasste Gesamtprotein-
mengen wurden wegen unterschiedlicher Expressionsausbeuten fir die Vorklarung der
Transformantenextrakte mit GSH-Sepharose eingesetzt: Cabl: ca. 200 ug, Cab2: ca. 200
Kg, Cab3: ca. 35 ug, Cab4: ca. 400 pg, Cab5: ca. 400 pg.

Die Inkubation der entsprechenden Extraktmenge mit der GSH-Sepharose dient der
Entfernung unspezifisch an die Matrix bindender Proteine des Rohextraktes, so dass
keine falsch-positiven Signale in dem ,Pull-down“-Experiment auftreten. Die Trans-
formation und Expression der GST-Proteine inklusive der Negativkontrolle pGEX-
SCS (Leervektor) erfolgte in dem E. coli-Stamm BL21, der aufgrund zusatzlicher
Gene fur seltene tRNAs eine effektive Expression von Hefe-Proteinen in E. coli
ermdglicht (McCarter et al., 2004). Die Effizienz der bakteriellen Synthese der GST-
Cab-Fusionen wurde durch Inkubation von Proteinextrakten mit GSH-Sepharose,
Waschungen, Elution mit freiem GSH und anschlieBende SDS-PAGE abgeschétzt.
Fur die eigentlichen Interaktionsexperimente wurde die Menge der bakteriellen
Extrakte so normiert, dass jeweils vergleichbare Mengen der ,Kdderproteine” verfug-
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bar waren. Dabei wurden die beiden moglichen Interaktionspartner Uber Nacht
gemeinsam inkubiert und durch freies Glutathion von der GSH-Sepharose abgel6st.
Dieses Eluat wurde durch SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse auf die Anwesen-
heit des HA3z-markierten Cab-Proteins Uberprtift.

A
Protein HA ;-Cabl HAs-Cab2 HA3z-Cab3 HA3z-Cab4  HA3z-Cab5

B

GST GST- GST- GST- GST- GST-
Cabl Cab2 Cab3 Cab4 Cabs

R L B

Interaktion

Il  — I =
- - - + - -

Interaktion
| HAsCabs [ e _
- + + +

Interaktion -

+

e B R T E e
- - - + - +

Interaktion

Interaktion

- - - + + -

Abbildung 27: Stabilitdtskontrolle der HA3 -Cab Fusionen und paarweiser Test
auf in vitro Interaktion zwischen Cab -Proteinen.
A Western-Blot Kontrolle von Transformantenextrakten (Stamm C13-ABYS.86) zur Uberpri-

fung der Expressionsstarken. Es wurden folgende Gesamtproteinmengen eingesetzt: Cabl,
Cab2: 25 pug; Cab3: 5 ug; Cab4, Cab5: 50 ug.

B Als ,Beuteproteine” der Interaktionsexperimente dienten HAs;-markierte Cab-Volllangen-
proteine, deren Bindung an alle GST-Cab Fusionen (ebenfalls Volllangenproteine) getestet
wurde. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pGEX-SCS, der lediglich GST exprimiert.
Nach wiederholten Waschungen erfolgte eine Elution ev. gebildeter Komplexe durch 20 mM
Glutathion. Gebundenes HAz-markiertes Protein wurde durch eine Western-Blot-Analyse mit
Chemilumineszenzdetektion nachgewiesen.

Als eindeutiger Befund muss festgehalten werden, dass weder GST-fusioniertes
Cabl mit den HA-markierten Proteinen Cab2-Cab5 noch GST-fusionierte Proteine
Cab2-Cab5 mit HA-markiertem Cabl interagieren. Diese Interaktionsexperimente
belegen folglich, dass die Pantothenat Kinase (Cabl) nicht mit anderen Cab-
Proteinen assoziiert vorliegt und folglich auch nicht an der Bildung des CoA-SPC
beteiligt ist. Das mit 65 kDa grol3te Protein des Komplexes Cab3, dessen Assoziation
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zumindest mit Cab5 schon im vorherigen Abschnitt durch Cofraktionierung nach-
gewiesen werden konnte, interagiert mit Cab2, Cab4 und Cab5 sowie mit sich selbst
und ist daher zu einer Multimerisierung befahigt. Eine weitere Protein-Protein-
Wechselwirkung, die durch Affinitditschromatographie nachgewiesen werden konnte,
ist die zwischen Cab4 und Cab5, welche die finalen Schritte der CoA-Biosynthese
katalysieren. Aus diesen Einzelbefunden ergibt sich die Folgerung, dass die Proteine
Cab2, Cab3, Cab4 und Cab5 (nicht aber die PanK Cabl) an der Bildung des CoA-
SPC beteiligt sein durften. Alle Proteine sind offenbar in der Lage, eine Interaktion
mit Cab3 (PPCDC) einzugehen. In weiteren Untersuchungen sollten diese Interaktio-
nen ndher charakterisiert und die minimalen Interaktionsdomanen ermittelt werden.

3.5.2.2 Charakterisierung der Interaktion zwischen Cab2 und Cab3

3.5.2.2.1 Kartierung der mit Cab2 interagierenden C ab3-Domane

In den vorangegangenen Experimenten konnte eine Interaktion zwischen HA;-Cab2
und GST-Cab3 nachgewiesen werden. Es sollte nun geklart werden, welche
minimalen Abschnitte des Cab3 Proteins dafir notwendig sind. Dazu wurden
zunachst GST-markierte Langenvarianten von Cab3 hergestellt, die eine moglichst
exakte Eingrenzung des Interaktionsbereichs im Cab3 ermdglichen.

Tabelle 18: Ubersicht aller fir Interaktionsstudien eingesetzten GST-Cab3
Varianten .

Plasmid 5 -Primer 3"-Primer Cab3-Fragment (AS)
pJO90 YKLO88W Start YKLO88W (252)Hindlll 1-252
pJO95 YKLO88W Start CAB3-200HindStop 1-200
pJO94 YKLO88W Start CAB3-100HindStop 1-100
pJO119 YKLO88WStart CAB3-50StopHind 1-50
pJO120 CAB3-51StartBam CAB3-100StopHind 51-100
pJO121 CAB3-101BamStart CAB3-150HindStop 101 - 150
pJO123 CAB3-101StartBam CAB3-200StopHind 101 - 200
pJO122 CAB3-151BamStart CAB3-200HindStop 151 - 200
pJO91 YKLO88W (201)BamHIl YKLO88W (409)Hindlll 201 - 409
pJO97 YKLO88W (201)BamHI CAB3-349HindStop 201 - 349
pJO96 YKLO88W (201)BamHI  YKLO88W (252)Hindlll 201 - 252
pJO98 CAB3-250StartBam YKLO88W Stop 250 - 571
pJO92 YKLO88W (349)BamHI YKLO88WStop 349 -571
pJO99 CAB3-349BamStart CAB3-409HindStop 349 - 409
pJO100 CAB3-410BamStart YKLO88W Stop 410 -571

Die aufgelisteten Plasmide entstanden durch die Ligation der amplifizierten CAB3-Teil-
sequenzen (angegeben in Aminosaurepositionen) als BamHI/Hindlll-Fragmente in den
Vektor pGEX-SCS. Die Expression dieser GST-Fusionsproteine fand nach Transformation
der Plasmide in den E. coli Stamm BL21 statt.
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Der Test auf in vitro Interaktion erfolgte wiederum mit Hilfe der ,pull-down“-Methode,
in dem die neu konstruierten GST-Cab3 Langenvarianten (sowie GST ohne
Fusionsanteil als Negativkontrolle) auf Wechselwirkung mit HA3z-Cab2 getestet
wurden. Dieses Protein wurde durch die Transformation des Plasmids pJO1 (2um
URA3 MET25-HA3-CABS) in den S. cerevisiae Stamm C13-ABYS.86 zur Expression
gebracht (vgl. Abschnitt 3.5.2.1).

GST-Cab3 Verkiurzung Interaktion ~Pull-
GST-Cab3 [

mit down*-
HA3-Cab2 Bande

] 1-252 + —
[ ] 1-100 - -
] 1-200 + -
[ ] 101 - 150 + -

] 151 - 200 . -
] 201 - 409 " -

] 201 - 349 ¥ -

] 201 - 252 " -
B o571 : s

Abbildung 28: Interaktion von GST-Cab3-Langenvarian  ten mit HA 3-Cab2.

Die eingesetzten Cab3 Langenvarianten sind maf3stabsgerecht neben dem Ergebnis des
Interaktionsstests mit Cab2 dargestellt. Vor der Durchfiihrung des Interaktionstests erfolgte
eine Vorklarung des HAs-Cab2-haltigen Proteinextrakts mit GSH-Sepharose. Nach Inkuba-
tion vergleichbarer Mengen der an GSH-Sepharose immobilisierten GST-Cab3 Verkirzun-
gen mit HAs-Cab2 wurde der Ansatz zweimal mit PBS durch Schwenken gewaschen. GST
ohne Cab3-Anteil diente als Negativkontrolle. Nach anschlieender Elution mit 20 mM
Glutathion erfolgte die Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE und der Transfer auf eine
Nitrocellulose-Membran, die dann einer Anti-HA-Antikorper-Peroxidase-Reaktion unterzogen
wurde.

Zu Beginn der Experimente wurden drei Uberlappende Cab3-Fragmente untersucht
(Cab31.252, Cab3,01-409 Und Cab3349.571), Wobei sich eine Interaktion von Cab2 mit den
Varianten Cab3;s, und Cab3;p1.409 zeigte. Durch weitere Eingrenzungen mit
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kirzeren Cab3-Segmenten stellte sich schliel3lich heraus, dass die Aminosauren
201-252 fur eine Interaktion hinreichend sind. Aber auch die Cab3-Aminosauren
1-200, denen dieser Abschnitt fehlt, waren zur Bindung von Cab2 in der Lage.
Weitere Verkirzungen im N-terminalen Bereich von Cab3 fuhrten zur Identifizierung
einer weiteren Interaktionsdoméne unter der Beteiligung der Aminoséuren 101-150.

3.5.2.2.2 Eingrenzung der mit Cab3 interagierenden Cab  2-Domane

Um herauszufinden, welche Bereiche des Cab2-Proteins fur die Interaktion mit Cab3
bendtigt werden, wurden HAs-fusionierte Langenvarianten des Proteins hergestellt
und auf Interaktion mit Cab3 untersucht. Da fur dieses Protein im vorangegangenen
Abschnitt bereits eine Eingrenzung erfolgte, wurden die folgenden Interaktionstests
nur mit GST-Cab3i01.150 und GST-Cab3,01.252 sowie der Negativkontrolle
durchgefuihrt. Die Herstellung der Cab2-Langenvarianten erfolgte im Rahmen der
Diplomarbeit von E.-M. Bornholdt.

A
Protein Cab2 1-87 Cab21_135 Cab2136_365 Cab2273_365
B

Verkirzun . . . .
9 Interaktion mit Interaktion mit

e HA(SAg?bZ GST-Cab301150  GST-Cab3z015:
pEB10 1-87 - ]

PEB11 1-185 || G N
pPEB14 186 - 365 B -

pEB15 273 - 365 B

Abbildung 29: Interaktion von HA 3-Cab2 Langenvarianten mit Cab3

A Nachweis der stabilen Expression der Cab2-Langenvarianten im Stamm C13-ABYS.86
durch Western-Blot-Analyse. Eingesetzt wurden jeweils 50 pg Gesamtprotein.

B Interaktionsexperiment der Cab2-L&ngenvarianten mit zwei Cab3-Doménen. Folgende
Gesamtproteinmengen mit HAz Proteinen wurden eingesetzt: Cab2;g¢;,: 200 pg; Cab2; 1gs:
200 pg; Cab2ige3es5: 400 pg; Cab2,73365: 400 pg. Der Interaktionsansatz wurde einmal mit
PBS gewaschen und anschlielend mit 20 mM Glutathion von der Glutathion-Sepharose
eluiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte auf einem 15%-igen Acrylamid-Gel.
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Es konnte gezeigt werden, dass fur die Wechselwirkung mit den beiden getesteten
Cab3-Verklrzungen der N-terminale Bereich von Cab2 (Aminosauren 1-185) verant-
wortlich ist. Die extrem schwache Interaktion, die zwischen Cab2;.g7 und Cab3,p1.252
detektiert wurde, belegt, dass der Bereich von Cab2, der die Aminosauren 88-185
beinhaltet, fir die Interaktion mit Cab3 notwendig ist. Da allerdings keine weiteren
Eingrenzungen vorgenommen wurden, kann die C-terminale Grenze der Cab2-
Interaktionsdomane nicht praziser definiert werden.

3.5.2.2.3 Interaktion zwischen bakteriell syn thetisierten Cab2 und Cab3
Proteinen

Fur die bisherigen Interaktionsexperimente wurden HAs-markierte Cab2 Proteine
verwendet, die in S. cerevisiae exprimiert wurden. Somit sind alle Cab-Proteine und
weitere Faktoren in dem verwendeten Rohextrakt vorhanden, so dass zunachst nicht
eindeutig unterschieden werden kann, ob es sich um eine direkte Interaktion handelt
oder ob andere Proteine fiir diese Wechselwirkung erforderlich sind. Aus diesem
Grund sollte auch das HA-markierte Cab2-Protein in E. coli (also heterolog) syntheti-
siert werden. Der Vektor pASK-IBASHA (Jens Hoppen, unveréffentlicht) erlaubt eine
bakterielle Expression von HA-Fusionsproteinen in dem Stamm BL21. Das Plasmid
pJO154 enthélt das vollstandige CAB2 Gen hinter dem HA-Epitop unter Kontrolle
einer Tet-Repressor kontrollierten Promotor-Operator-Region.

Expression Interaktion mit Interaktion mit
HA3'Cab2 in E.coli GST'Cab3101_150 GST'Cab3201_252

pI0154 e s —  e—

Plasmid

Abbildung 30: Heterologe Expression von HA 3-Cab2 und Test auf direkte
Interaktion mit GST- Cab3 Varianten.

Der Expressionsnachweis von HA;z-Cab2 in pJO154-Transformanten des E. coli-Stammes
BL21 erfolgte nach Induktion des tet-Promotor/Operators durch Anhydrotetracyclin (AHT) in
einer Western-Blot-Analyse, fur die ein Extrakt mit ca. 25 pg Gesamtproteingehalt eingesetzt
wurde. Fur die Vorklarung der HA-Proteine im Rahmen des Interaktionsexperiments wurde
durch Ultraschallaufschluss gewonnener Zellextrakt mit 150 ug Gesamtprotein verwendet.
Nach Inkubation mit den an die GSH-Sepharose gebundenen GST-Proteinen Cab31¢;.150 Und
Cab3,41.25, erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS die Elution der Proteine durch 20
mM freies Glutathion. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pGEX-SCS (nicht gezeigt).

Die Western-Blot-Analyse in Abbildung 30 zeigt, dass das Fusionsprotein HA3-Cab2
im E. coli-Stamm BL21 gut exprimierbar ist und fur eine ,pull-down“-Untersuchung
verwendet werden kann. Mit beiden GST-Cab3 Verkirzungen (101-150 bzw.
201-252) ist ein deutliches Interaktionssignal auf dem Rontgenfilm zu erkennen. Da
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sowohl Cab2 als auch Cab3 heterolog in E. coli synthetisiert wurden, sind fur die
Interaktion zwischen HAz-Cab2 und GST-Cab31p1-150 bzw. GST-Cab3,01-250 keine
weiteren Proteine aus S. cerevisiae erforderlich, so dass es sich mit hoher Wahr-
scheinlichkeit um eine direkte Wechselwirkung handelt.

3.5.2.3 Charakterisierung der Cab3-Dimerisierung
3.5.2.3.1 Kartierung der Cab3-Cab3-Interaktionsdoma& nen

Die in Abschnitt 3.5.2.1 dargestellten Untersuchungen zu Protein-Protein-Inter-
aktionen zwischen Cab-Proteinen hatten gezeigt, dass Cab3 zu einer Dimer- bzw.
Multimerbildung befahigt ist. Diese Folgerung ergab sich aus dem Nachweis einer
Interaktion zwischen einer GST-Cab3 Fusion und einem HAz-markierten Cab3. Um
diese Wechselwirkung detaillierter zu untersuchen, wurden zunachst variable Cab3-
Abschnitte mit GST fusioniert.

Der Test auf in vitro Interaktion erfolgte wiederum durch ,pull-down“-Experimente mit
den in Tabelle 18 aufgelisteten GST-Cab3 Langenvarianten und dem HA-markierten
Cab3 Volllangenprotein, das durch Transformation des Plasmids pJO3 (2um URA3
MET25-HA3-CAB3) in den S. cerevisiae-Stamm C13-ABYS.86 synthetisiert wurde.

Zunachst wurden drei lAngere Uberlappende GST-Cab3 Proteine (1 — 252, 201 — 409
und 349 — 571) auf Interaktion mit dem HAs-markierten Cab3-Volllangenprotein
getestet (Abbildung 31). Es konnte eine Interaktion mit Cab3;.,5; und Cab3201-409
nachgewiesen werden. Um zu klaren, wie viele Interaktionsbereiche es gibt und um
diese mdglichst prazise einzugrenzen, wurden weitere Cab3-Langenvarianten mit
GST fusioniert. Dabei stellte sich heraus, dass es zwei separate Bereiche fur die
Dimerisierung von Cab3 gibt. Dabei ist Cab3;.50 einer dieser Bereiche. Aus dieser
Interaktion resultieren die positiven Ergebnisse mit den Ladngenvarianten 1 — 252, 1 —
100 und 1 — 200, die jeweils diesen eingegrenzten Interaktionsbereich enthalten.
Durch die negativen Ergebnisse der Interaktionsexperimente mit Cab3si1.100 und
Cab3101-200 konnte die Existenz eines weiteren Dimerisierungsbereichs zwischen den
Aminosauren 50 und 200 ausgeschlossen werden. Ein zweiter Interaktionsbereich
befindet sich zwischen den Aminosauren 201 und 252. Auf diesen Abschnitt sind die
positiven Ergebnisse von Cab3;01-409, Cab3201-349 Und teilweise die von Cab3; 25,
zurtckzufiihren. Um auszuschliel3en, dass sich im C-Terminus ein weiterer Bereich
befindet, der fir eine Interaktion mit HA3-Cab3 bendtigt wird, erfolgte ein Test mit der
Langenvariante 250 — 571, die ebenfalls keine Interaktion zeigte. Somit konnten
auch fur die Dimer- bzw. Multimerbildung von Cab3 mit 1-50 und 201-252 zwei
Bereiche identifiziert und auf ca. 50 Aminosauren eingegrenzt werden. Cab320;.25 ist
damit sowohl fur die Interaktion mit Cab3 als auch mit Cab2 verantwortlich.
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Abbildung 31: Interaktion von GST -Cab3-Langenvarianten mit HA 3-Cab3.

Die eingesetzten Cab3 Langenvarianten sind maRstabsgerecht neben dem Ergebnis des
Interaktionsstests mit Cab3 dargestellt. Vor der Durchfihrung des Interaktionstests erfolgte
eine Vorklarung des HA;-Cab3-haltigen Proteinextrakts mit GSH-Sepharose (Extrakt aus
pJO3-Transformanten mit 35 ug Gesamtprotein). Die Expressionsstarken der GST-Fusions-
proteine wurden durch Proteinbestimmung ermittelt und gleiche Mengen der an die Gluta-
thion-Sepharose gebundenen Proteine mit dem vorgeklarten HA;-Cab3 inkubiert. Der Ansatz
wurde dreimal mit PBS gewaschen, und nach Elution mit 20 mM Glutathion erfolgte die
Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE. Nach Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran
wurden HA-markierte Proteine mit Hilfe einer Anti-HA-Antikorper-Peroxidase-Reaktion
detektiert.
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3.5.2.3.2 Interaktion zwischen bakteriell synthetisierten Cab 3 Proteinen

Fur die Multimerisierung von Cabg3 sollte ebenfalls geklart werden, ob fiir diese Inter-
aktion noch weitere Proteine bendtigt werden oder ob es sich um eine direkte
Wechselwirkung handelt. Zu diesem Zweck wurde der CAB3-Leserahmen an ein
HAs-Epitop in dem bakteriellen Vektor pASK-IBASHA fusioniert, der eine Expression
von HA3-Cab3 in E. coli ermdglicht, so dass der Interaktionstest vollstandig mit
bakteriellen Zellextrakten erfolgen kann. Getestet wurden dabei die Verkirzungen
GST-Cab31-5o und GST-Cab3201.252.

. Expression Interaktion mit Interaktion mit
Plasmid

HA3-Cab3 in E.coli GST-Cab31_50 GST-Cab3201_252

pJO155 ‘ + = o+ Q

Abbildung 32: Heterologe Expression von HA 3;-Cab3 und Test auf direkte
Interaktion mit GST- Cab3 Varianten.

Der Expressionsnachweis von HAs-Cab3 in pJO155-Transformanten des E. coli-Stammes
BL21 erfolgte nach Induktion des tet-Promotor/Operators durch Anhydrotetracyclin (AHT) in
einer Western-Blot-Analyse, fir die ein Extrakt mit ca. 5 pg Gesamtproteingehalt eingesetzt
wurde. Fur die Vorklarung der HA-Proteine im Rahmen des Interaktionsexperiments wurde
durch Ultraschallaufschluss gewonnener Zellextrakt mit 35 pug Gesamtprotein verwendet.
Nach Inkubation mit den an die GSH-Sepharose gebundenen GST-Proteinen Cab3;.5, und
Cab3,41.25, erfolgte nach Waschen mit SA-125 und PBS (dreimal) die Elution der Proteine
durch 20 mM freies Glutathion. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pGEX-SCS (nicht
gezeigt).

Fur das HA3-Cab3-Fusionsprotein konnte eine starke bakterielle Expression erreicht
werden. Aul3erdem konnten die Interaktionen mit GST-Cab3;.50 und mit GST-
Cab3201-252 auch bei Abwesenheit weiterer hefespezifischer Proteine nachgewiesen
werden. Die Doppelbanden auf dem Rontgenfilm sind wahrscheinlich das Resultat
der Uberexpression oder eines proteolytischen Abbaus. Somit handelt es sich bei
der Dimerisierung von Cab3 auch um eine direkte Interaktion.

3.5.2.3.3 Cab3-Proteininteraktion in vivo

In einem weiteren ergdnzenden Experiment zur Cab3-Dimerisierung sollte getestet
werden, ob die Interaktion auch in vivo erfolgt. Der Nachweis sollte mit Hilfe des
»Yeast Two-Hybrid“-Systems erbracht werden (Fields und Song, 1989). In diesem
Test wird der modulare Aufbau eukaryotischer Transkriptionsfaktoren ausgenutzt,
der die Maoglichkeit zur Trennung der transkriptionsaktivierenden von der DNA-
bindenden Funktionsdomane bietet. Diese Trennung wird durch die Kodierung der
beiden Domanen des hier verwendeten Transkriptionsfaktors Gal4 auf zwei
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verschiedenen Plasmiden erreicht. Dieser bewirkt normalerweise durch die Bindung
an UASga -Motive eine Initiation der Transkription, die allerdings durch die
getrennten Domé&nen nicht mdoglich ist. Es kommt zu einem Verlust der
Transkriptionsaktivierung. Werden diese getrennten Doménen (DBD und TAD) nun
mit Proteinen fusioniert, die nicht-kovalent miteinander interagieren, kommt es zu
einer Rekonstruktion des Aktivators. Durch diese Interaktion der Gal4-Hybridproteine
werden die DNA-Bindedomane und die Transkriptionsaktivierungsdoméne wieder in

Kontakt gebracht, so dass es zur Wiederherstellung der transkriptionsstimulierenden
Aktivitdt kommt.

Cab3
Cab3 GaI4TAD

UASgaL GAL2-ADE?2 GAL7-lacZ GAL1-HIS3

Abbildung 33: Aktivierung UAS ¢aL-abhéngiger Reportergene durch Gal4-Cab3
Hybridproteine.

Die Wiederherstellung der transkriptionsstimulierenden Aktivitat erfolgt durch die Bildung des
Hybridaktivators aufgrund der Dimerisierung von Cab3. Durch die Verbindung von Gal4pgp
und Galdrap kbnnen UASga -abhéngige chromosomal integrierte Reportergene wie GAL2-
ADE2, GAL7-lacZ und GAL1-HIS3 in dem Stamm PJ69-4A (James et al., 1996) aktiviert
werden. Der Nachweis der Interaktion beruht auf Gal4-abhangiger Transkription des ADE2

Gens, wodurch die Adeninprototrophie wiederhergestellt und ein Wachstum auf Adenin-
mangelmedium ermaoglicht wird.

Fur die Herstellung der Gal4-Fusionsproteine standen die Vektoren pGAD-C1 und
pGBD-C1 (James et al., 1996) zur Verfugung, die die GAL4-DNA-Bindedoméane bzw.
die GAL4-Transkriptionsaktivierungsdomane unter der Kontrolle des ADH1-
Promotors enthalten.

Tabelle 19: Ubersicht der konstruierten ~ GAL4-Fusionsplasmide.

Plasmid Genetische Marker Vektor Schnittstellen
pJ0124 ADHlpRo-Ga|4TAD-CA83-ADH1TER LEU2 pGAD-Cl BamHI/Hindlll
pJ0125 ADHlpRo-Ga|4DBD-CA83-ADH1TER TRP1 pGBD-Cl BamHI/Hindlll

Nach Amplifizierung des CAB3-Leserahmens erfolgte die Ligation als BamHI/Hindlll-
Fragment in die ebenfalls geschnittenen Vektoren pGAD-C1 (enthalt die Gal4-TAD) bzw.
pGBD-C1 (enthalt die DBD von Gal4).



ERGEBNISSE 72

Fur den Test auf eine Cab3-Cab3 in vivo Interaktion wurde in diesem ,Two-Hybrid"-
System der S. cerevisiae Stamm PJ69-4A mit einer Agal4 Agal80 Doppelmutation
verwendet (James et al., 1996). Dieser enthalt die Fusionsgene GAL2-ADE2, GAL7-
lacZ und GAL1-HIS3, deren Transkription von dem an UASga -Elemente bindenden
Gal4-Aktivator abhéangig ist. Die Plasmide pJO124 + pJO125 sowie pGAD-C1 +
pGBD-C1 als Negativkontrollen und pJW1 (GAL41ap-SIN3;1.300) + pJW8 (GAL4pgp-
OPI1;.106; Wittmann, 2000) als Positivkontrollen wurden in den Hefestamm PJ69-4A
transformiert mit anschlielender Selektion der Transformanten auf SCD-Leu-Trp
Medium. Diese wurden auf Wachstum auf einem Adeninmangelmedium untersucht,
so dass die Interaktion in diesem Experiment lediglich qualitative untersucht wurde.

Der Wachstumstest zeigt ein deutliches Wachstum der Cab31ap/Cab3pgp Transfor-
manten auf dem Adeninmangelmedium (SCD-ALT), &hnlich wie bei der Positiv-
kontrolle mit pJW1 + pJW8 (Wittmann, 2000). Das bedeutet, dass durch die Dimeri-
sierung von Cab3 die beiden Doménen des Gal4-Transkriptionsfaktors wieder in
sterische Nahe zueinander gebracht wurden, so dass die Transkriptionsaktivierung
des Fusionsproteins GAL2-ADE2 erfolgte. Somit wird diesen Transformanten ein
Wachstum ohne Adenin ermdglicht. Die Negativkontrolle mit den Vektoren pGAD-C1
+ pGBD-C1 zeigte kein Wachstum auf Adenin-freiem Medium. Mit Hilfe dieses , Two-
Hybrid“-Experimentes konnte eine in vivo-Interaktion von Cab3 mit sich selbst
nachgewiesen werden.

SCD-LT SCD-ALT
Stamm Gal4 1ap Plasmid Gal4 pep Plasmid

‘ ‘
igaléo Sin31300 pIW1 Opilis pIWS O ome® o
ga ;
eu2 trpl - pGAD-C1 - pGBD-C1
GAL2- cap3 pJO124  Cab3 pJO125 o ofle o

ADE?2

Abbildung 34: ,Two-Hybrid“-Experiment mit DBD-Cab3 und TAD-Cab3
Fusionen.

Die Transformation der Plasmide, die die Galdrap bzw. Galdpgp beinhalten, erfolgte
nacheinander in den S. cerevisiae Stamm PJ69-4A (James et al., 1996), dessen Gene GAL4
und GALS8O deletiert vorliegen und der auxotroph hinsichtlich der Leucin- und Tryptophan-
Biosynthese ist. Die erhaltenen Transfomanten wurden in unterschiedlichen Verdinnungs-
stufen mittels Metallstempel auf ein SCD-Leu-Trp (SCD-LT) und ein SCD-Ade-Leu-Trp
(SCD-ALT) Medium gestempelt. Die Inkubation erfolgte bei 30 C fir drei Tage.
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3.5.2.4 Charakterisierung der Interaktion zwischen Cab3 und Cab4
3.5.2.4.1 Kartierung der mit Cab4 interagierenden C  ab3-Doméne

Auch fur die Cab3 und Cab4 Volllangenproteine konnte nachgewiesen werden, dass
sie miteinander interagieren (vgl. Abschnitt 3.5.2.1). Daher sollten die fur die Inter-
aktion verantwortlichen Bereiche durch Verwendung verschiedener GST-Cab3
Langenvarianten und des vollstandigen HAs-markierten Cab4 Proteins Kartiert
werden. Die zur Amplifikation der bendtigten CAB3-Sequenzen verwendeten PCR-
Primer und die konstruierten Plasmide sind in Tabelle 18 dargestellt.

GST-Cab3 mit down*-
HAs-Cab4 Bande
- (GST) :

] 201-349 - g
[ ] 201 - 252 - -
B 340-571 + =
B s0-571 - R
[ ] 349 — 409 + —

Abbildung 35: Interaktion von GST-Cab3-Langenvarian  ten mit HA 3-Cab4.

Die eingesetzten Cab3 Langenvarianten sind maRstabsgerecht neben dem Ergebnis des
Interaktionsstests mit Cab4 dargestellt. Vor der Durchfiihrung des Interaktionstests erfolgte
eine Vorklarung des HA;-Cab4-haltigen Proteinextrakts mit GSH-Sepharose (Extrakt aus
pJO70-Transformanten mit 400 pg Gesamtprotein). Die Expressionsstarken der GST-
Fusionsproteine wurden durch Proteinbestimmung ermittelt und gleiche Mengen der an die
Glutathion-Sepharose gebundenen Proteine mit dem vorgeklarten HAs-Cab4 inkubiert. Der
Ansatz wurde zweimal mit PBS gewaschen. Nach Elution mit 20 mM Glutathion erfolgte die
Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE (10%iges Trenngel). Nach Transfer auf eine
Nitrocellulose-Membran wurden HA-markierte Proteine mit Hilfe einer Anti-HA-Antikorper-
Peroxidase-Reaktion detektiert.
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Der in vitro Test auf Protein-Protein-Wechselwirkung durch GST “pull-down“-Experi-
mente erfolgte mit HA3-Cab4, das als 34 kDa grol3es Protein in pJO70-Transfor-
manten (2um URA3 MET25-HA3-CAB5) des Stammes C13-ABYS.86 enthalten war.
Getestet wurden verschiedene GST-Cab3 Langenvarianten sowie als Negativ-
kontrolle der Vektor pGEX-SCS, die jeweils im E. coli-Stamm BL21 zur Expression
gebracht wurden.

Wiederum wurden zunéchst drei langere Uberlappende GST-Cab3 Proteine (1-252,
201-409 und 349-571) auf Interaktion mit dem HAs-markierten Cab4-Volllangen-
protein getestet. Dabei konnte eine Interaktion mit GST-Cab3,1.409 Und GST-
Cab3349.571 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu war keine Wechselwirkung
mit dem N-Terminus im Bereich 1-252 des Proteins nachzuweisen. In den folgenden
Untersuchungen wurde der Bereich 201-409 weiter eingegrenzt, indem die
Langenvarianten Cab3;p1.340 und Cab301252 getestet wurden. Diese zeigten
allerdings keine Interaktion mit HAz-Cab4, so dass daraus geschlossen werden kann,
dass die Interaktion von Cab3 mit Cab4 in dem Bereich von 349-409 stattfindet.
Diese Vermutung konnte experimentell bestatigt werden. Eine weitere C-terminale
Langenvariante, die die Aminosauren 252-571 beinhaltet, ergab ebenso ein posi-
tives Interaktionsergebnis, das auf den darin enthaltenen Bereich 349-409 zurtickzu-
fUhren ist. Unterstitzt wurde dieses Ergebnis durch das Experiment mit Cab3410-571,
das den nachgewiesenen Interaktionsbereich nicht enthadlt und mit dem keine
Wechselwirkung nachweisbar war. Zusammenfassend ergibt sich aus diesen in vitro
Interaktionsstudien, dass Cab4 an den Sequenzbereich Cab3349.409 bindet.

3.5.2.4.2 Eingrenzung der mit Cab3 interagierenden  Cab4-Domane

Um weitere Aussagen hinsichtlich des Cab3..0.400 / Cab4 Interaktionsbereichs treffen
zu konnen, wurden HAs-markierte Langenvarianten von Cab4 hergestellt und in
S. cerevisiae zur Expression gebracht. Vom Cab4-Protein (305 Aminosauren)
wurden drei nicht-Uberlappende Verkirzungen hergestellt, die die Aminosauren
1-147, 148-261 und 262-305 reprasentieren. Mit Hilfe der in Tabelle 18 genannten
Primer wurden die entsprechenden Genabschnitte aus chromosomaler Wildtyp-DNA
amplifiziert und als BamHI/Hindlll-Fragmente in den Expressionsvektor p426-
MET25HA inseriert. Dabei entstanden die Plasmide pJO113, pJO114 und pJO115.

Das GST “pull-down“-Experiment zeigte, dass GST-Cab3349.409 an einen Bereich von
Cab4 bindet, der die Aminosauren 262-305 beinhaltet, wahrend mit den Langen-
varianten Cab4.147 und Cab414s.261 keine Interaktion nachweisbar war.
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A

"HAs-Cab4-Variante  5-Primer  3-Primer  Plasmid Expression
Cab4.147 COAG6-Bam Start  Cab4-147stopHindlll  pJO113 -
Cab4 45061 Cab4-148-BamHI  Cab4-261stopHindlll  pJO114 '-—
Cab4s6.305 Cab4-262-BamHI COAG6-Hind Stop pJO115 -
B

Plasmid Verkirzung Interaktion mit GST -

HA-Cab4 (AS) Cab3us s
pJO113 1-147 e -

xR 4

pJO114 148 - 261 e . P
-

pJO115 262 - 305 B b
| W

Abbildung 36: Interaktion von HA 3-Cab4 Langenva rianten mit Cab3 .

A Konstruktion der Cab4-Expressionsplasmide und Nachweis der stabilen Expression der
Cab4-Langenvarianten im Stamm C13-ABYS.86 durch Western-Blot-Analyse. Eingesetzt
wurden jeweils 50 pg Gesamtprotein.

B Interaktionsexperiment der Cab4-Langenvarianten mit GST-Cab3349.409. FOlgende Gesamt-
proteinmengen mit HA; Proteinen wurden eingesetzt: Cab4,.147: 200 pg; Cab4i4s.061: 400 ug;
Cab4,65.305: 200 pg. Nach Inkubation der Glutathion-Sepharose mit GST- und HA-Proteinen
wurde der Interaktionsansatz zweimal mit PBS gewaschen und anschlielend mit 20 mM
Glutathion eluiert. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pGEX-SCS (nicht gezeigt).
Nach Auftrennung der Proteine auf einem 15%-igen Acrylamid-Gel erfolgte ein Western-Blot
mit Immunodetektion.

3.5.2.4.3 Interaktion zwischen bakteriell synthetisierten Cab 3 und Cab4
Proteinen

In den vorangegangenen Experimenten konnte eine Interaktion zwischen Cab4;-305
und Cab3s49.400 Nachgewiesen werden, wobei Cab4 verwendet wurde, das in
S. cerevisiae-Extrakten enthalten war. Im Folgenden sollte nun die Frage geklart
werden, ob es sich bei dieser Wechselwirkung um eine direkte oder indirekte unter
der Beteiligung weiterer Hefeproteine handelt. Zu diesem Zweck sollte die Expres-
sion des HAsz-markierten Cab4 im bakteriellen Wirt E. coli BL21 stattfinden. Dafur
wurde der CAB4 Leserahmen als BamHI/Hindlll-Fragment in den Vektor
pASK-IBA5HA kloniert, so dass das Plasmid pJO156 entstand. Nach Induktion des
tet-Promotors mit AHT wurde ein E. coli Extrakt mit HA3-Cab4 erhalten (Abbildung
37).
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Expression HA 3-Cab4 Interaktion mit GST -
in E.coli Cab3349-409

Abbildung 37: Heterologe Expression von HA 3;-Cab4 und Test auf direkte
Interaktion mit GST-Cab3  349.409.

Der Expressionsnachweis von HAs-Cab4 in pJO156-Transformanten des E. coli-Stammes
BL21 erfolgte nach Induktion des tet-Promotor/Operators durch Anhydrotetracyclin (AHT) in
einer Western-Blot-Analyse, fur die ein Extrakt mit ca. 50 pg Gesamtproteingehalt eingesetzt
wurde. Fur die Vorklarung der HA-Proteine im Rahmen des Interaktionsexperiments wurde
durch Ultraschallaufschluss gewonnener Zellextrakt mit 400 pg Gesamtprotein verwendet.
Nach Inkubation mit dem an die GSH-Sepharose gebundenen GST-Protein Cab3z49.400
erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS die Elution der Proteine durch 20 mM freies
Glutathion. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pGEX-SCS (nicht gezeigt).

Plasmid

Die GST-,pull-down“-Analyse mit dem HA3-Cab4 haltigen bakteriellen Proteinextrakt
belegte eine Interaktion von Cab4 mit GST-Cab3349.400 bei gleichzeitigem Fehlen
einer Bande in der Negativkontrolle mit reinem GST (nicht gezeigt). Somit handelt es
sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine direkte Interaktion von Cab3 mit Cab4, an
der keine weiteren Hefe-Proteine beteiligt sind.

3.5.2.5 Charakterisierung der Interaktion zwischen Cab3 und Cab5s
3.5.2.5.1 Kartierung der mit Cab5 interagierenden Cab3 -Domane

Da auch das fur den finalen Schritt der CoA-Biosynthese verantwortliche Enzym
Cab5 an Cab3 bindet (vgl. Abschnitt 3.5.2.1), sollten wiederum die Interaktions-
bereiche in beiden Proteinen kartiert werden. Um die minimalen Interaktionsbereiche
zu identifizieren, sollten zunachst verschiedene GST-Cab3-Verkirzungen auf eine
Interaktion mit HAz-Cab5 hin untersucht werden.

Plasmide, die fur Cab3-Langenvarianten codieren, lagen aus den vorangegangenen
Experimenten bereits vor und sind in Tabelle 18 aufgelistet. Fur den in vitro Test auf
Protein-Protein-Wechselwirkung durch GST “pull-down“-Experimente wurden
Transformanten des Stammes C13-ABYS.86 mit dem Plasmid pJO71 (2um URA3
MET25-HA3;-CAB5) verwendet. Untersucht wurden verschiedene GST-Cab3
Langenvarianten sowie als Negativkontrolle der Vektor pGEX-SCS, die jeweils im E.
coli-Stamm BL21 zur Expression gebracht wurden.
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Abbildung 38: Interaktion von GST-Cab3-Langenvarian  ten mit HA 3-Cabb.

Die eingesetzten Cab3 Langenvarianten sind maR3stabsgerecht neben dem Ergebnis des
Interaktionsstests mit Cab4 dargestellt. Vor der Durchfiihrung des Interaktionstests erfolgte
eine Vorklarung des HA;-Cab4-haltigen Proteinextrakts mit GSH-Sepharose (Extrakt aus
pJO71-Transformanten mit 400 pug Gesamtprotein). Die Expressionsstarken der GST-
Fusionsproteine wurden durch Proteinbestimmung ermittelt und gleiche Mengen der an die
Glutathion-Sepharose gebundenen Proteine mit dem vorgeklarten HAs-Cab4 inkubiert. Der
Ansatz wurde einmal mit PBS gewaschen. Nach Elution mit 20 mM Glutathion erfolgte die
Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE (10%iges Trenngel). Nach Transfer auf eine
Nitrocellulose-Membran wurden HA-markierte Proteine mit Hilfe einer Anti-HA-Antikorper-
Peroxidase-Reaktion detektiert.

Im Verlauf der Interaktionsstudien konnte eine Wechselwirkung von HA3-Cab5 mit
GST-Cab3;.252 nachgewiesen werden. Langenvarianten, die die Aminoséduren 201-
571 abdeckten, zeigten keine in vitro Interaktion. Fir die weitere gezielte Eingren-
zung des Interaktionsbereichs wurden Verkirzungen im Bereich der Aminosauren
1-200 vorgenommen. So war eine Interaktion von HAz-Cab5 mit GST-Cab3;.200,
allerdings nicht mit GST-Cab3;.100 hachweisbar. Daraus kann man schlussfolgern,
dass sich der Bereich auf die Aminosduren 100-200 beschrankt. Durch eine
Zweiteilung dieses Proteinfragmentes konnte der Bereich auf 50 Aminosauren
eingegrenzt werden, da eine Interaktion mit GST-Cab3i01-150 erfolgreich nachzu-
weisen war. Im Gegensatz dazu scheinen die Aminosauren 151-200 nicht an der
Ausbildung der Protein-Protein-Wechselwirkung mit Cab5 beteiligt zu sein.
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3.5.2.5.2 Eingrenzung der mit Cab3 interagierenden Cab5 -Domane

Um schlieBlich auch den Cab5-Bereich, der mit GST-Cab3,0;:-150 interagiert, weiter
eingrenzen zu konnen, wurde eine Dreiteilung des Leserahmens vorgenommen.
Vom Cab5-Protein (241 Aminosauren) wurden drei nicht-uberlappende Verkirzun-
gen hergestellt, die die Aminosauren 1-80, 81-160 und 161-241 reprasentieren. Mit
Hilfe der in Abbildung 39 (A) genannten Primer wurden die entsprechenden Genab-
schnitte aus chromosomaler Wildtyp-DNA amplifiziert und als BamHI/HindlllI-
Fragmente in den Expressionsvektor p426-MET25HA inseriert. Dabei entstanden die
Plasmide pJO116, pJO117 und pJO118, die in den Stamm C13-ABYS.86 transfor-
miert wurden. Entsprechende Proteinextrakte mit HA3z-Cab5 Langenvarianten
wurden auf ihre Fahigkeit zur Interaktion mit GST-Cab310;1-150 getestet.

A

"HAs-Cab5-Variante 5 -Primer 3 -Primer _ Plasmid  Expression
Cab5:.g COA7-Bam Start  Cab5-80StopHindlll pJO116 P e
Cab5g;1.160 Cab5-81BamHI Cab5-160StopHindill  pJO117 -
Cab5 161941 Cab5-161BamHI  COA7-Hind Stop pJO118 ,.5-"-"
B

Plasmid Verkirzung Interaktion mit GST-

HA;-Cab5 (AS) Cab3101.150

pJO116 1-80 [ ]
pJO117 81 - 160 [ + G

pJO118 161 - 241 [ -

Abbildung 39: Interaktion von HA 3-Cab5 Langenvarianten mit Cab3

A Konstruktion der Cab5-Expressionsplasmide und Nachweis der stabilen Expression der
Cab5-Langenvarianten im Stamm C13-ABYS.86 durch Western-Blot-Analyse. Eingesetzt
wurden jeweils 50 ug Gesamtprotein.

B Interaktionsexperiment der Cab5-Langenvarianten mit GST-Cab3i01.15. Folgende
Gesamtproteinmengen mit HAz; Proteinen wurden eingesetzt: Cab5;.gy: 400 pg; Cab5g;.160:
200 ug; Cabbie1.041: 400 pg. Nach Inkubation der Glutathion-Sepharose mit GST- und HAz-
Proteinen wurde der Interaktionsansatz einmal mit PBS gewaschen und anschlieZend mit
20 mM Glutathion eluiert. Nach Auftrennung der Proteine auf einem 15%-igen Acrylamid-Gel
erfolgte ein Western-Blot mit Immunodetektion. Als Negativkontrolle diente der Leervektor
pPGEX-SCS (nicht gezeigt).
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Durch das erhaltene positive Signal bei der in vitro Analyse konnte die Interaktions-
doméne im Cab5 auf den Bereich der Aminosauren 81-160 festgelegt werden
(Abbildung 39 B).

3.5.2.5.3 Interaktion zwischen bakteriell synthetisierten Cab 3 und Cab5
Proteinen

Auch fur die Bindung von HA3z-Cab5 an GST-Cab3;0:-150 Sollte durch Verwendung
ausschlief3lich bakteriell synthetisierter Proteine untersucht werden, ob eine direkte
Interaktion ohne Beteiligung weiterer Hefeproteine stattfindet. Zu diesem Zweck
wurde der CAB5-Leserahmen mit Hilfe spezifischer Primer (COA7BamStart und
COAT7HindStop) amplifiziert und in den Vektor pASK-IBA5SHA Kkloniert, so dass das
Plasmid pJO157 entstand. Nach Induktion des tet-Promotors mit AHT wurde ein
E. coli Extrakt mit HA3-Cab5 erhalten (Abbildung 40).

Expression HA 3-Cab5 Interaktion mit GST -
in E.coli Cab3101-150

Abbildung 40: Heterologe Expression von HA 3;-Cab5 und Test auf direkte
Interaktion mit GST-Cab3 10;-150.

Der Expressionsnachweis von HAs-Cab5 in pJO157-Transformanten des E. coli-Stammes
BL21 erfolgte nach Induktion des tet-Promotor/Operators durch Anhydrotetracyclin (AHT)
mittels einer Western-Blot-Analyse, fur die ein Extrakt mit ca. 50 pg Gesamtproteingehalt
eingesetzt wurde. Fur die Vorklarung der HA-Proteine im Rahmen des Interaktionsexperi-
ments wurde durch Ultraschallaufschluss gewonnener Zellextrakt mit 100 pg Gesamtprotein
verwendet. Nach Inkubation mit dem an die GSH-Sepharose gebundenen GST-Protein
Cab3101.150 erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS die Elution der Proteine durch
20 mM freies Glutathion. Als Negativkontrolle diente der Leervektor pGEX-SCS (nicht
gezeigt).

Plasmid

Das Protein HA3;-Cab5 zeigte eine gute Expression in dem heterologen Organismus
E. coli, die durch eine Western-Blot-Analyse verdeutlicht wurde. Es konnte die
Interaktion zwischen HA3z-Cab5 und GST-Cab3j01.150 auch in den bakteriellen
Zellextrakten nachgewiesen werden. Somit konnte fir alle vier Untereinheiten des
CoA-SPC (Cab2, Cab3, Cab4 und Cab5) nachgewiesen werden, dass sie direkt an
relativ kurze Segmente von Cab3 binden, das sich damit als Gerustprotein dieses
Komplexes ansehen lasst.
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4 Diskussion

4.1  Allgemeine Untersuchungen zur Pantothenat Kinas e

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen setzten vorangegangene
Studien zur Funktion des essentiellen S. cerevisiae Gens YDR531W fort (Olzhausen,
2006; Schibbe, 2001). Aufgrund von Sequenzahnlichkeiten war vermutet worden,
dass YDR531W fur eine Pantothenat Kinase (PanK) codiert. Es konnte gezeigt
werden, dass eine urspringlich als fettsdurebedurftig beschriebene temperatursensi-
tive (ts) Mutante (Stamm JS91.14-24) Veranderungen im Gen YDR531W tragt.
Durch vergleichende DNA-Sequenzierung und gerichtete Mutagenese des Wildtyp-
allels wurde nachgewiesen, dass eine G351S ,missense“-Mutation Ursache des ts-
Phanotyps ist. Diese ts-Mutante spielte schliel3lich eine zentrale Rolle bei der
Klarung der Frage, ob es sich bei YDR531W um ein PanK codierendes Gen handelt.
Zunachst war es maglich, die ydr531wG351S-Mutation durch das Gen der PanK in
E. coli (coaA) zu komplementieren. Fur dieses Enzym liegt der enzymatische Nach-
weis der PanK-Aktivitat vor (Vallari et al., 1987), so dass die Komplementation durch
eine PanK, die keine Ahnlichkeiten zu dem Enzym in der Hefe aufweist, bedeutet,
dass YDR531W ebenfalls fur eine PanK codieren dirfte. Als neue Genbezeichnung
fur YDR531W wurde daher CAB1 (Coenzym A - Biosynthese) gewabhilt.

Der endgiltige Nachweis, dass es sich bei YDR531W bzw. CAB1 um ein PanK
codierendes Gen handelt, wurde durch einen Enzymtest erbracht, der auf einer
Phosphorylierung des radioaktiv markierten Substrats Pantothenat beruht (Vallari et
al., 1987). Im Stamm JS91.14-24 konnte unter nicht-permissiven Bedingungen
(37C) keine PanK-Enzymaktivitat nachgewiesen werde n. Bei 30C war eine endo-
gene Aktivitat detektierbar, die allerdings nur bei 50% des Wildtypwertes lag.
Umgekehrt filhrte die Uberexpression des CAB1 Gens mit Hilfe des MET25-
Promotors und eines Multikopieplasmids zu einer dramatischen Zunahme der PanK-
Aktivitét, die das 55-fache des endogenen Niveaus erreichte. Obwohl die coaA-
codierte PanK aus E. coli keine Ahnlichkeit zu Cab1 zeigt, war bei Verwendung des
gleichen Hefeexpressionsvektors immerhin eine 3-4-fache Aktivitdtszunahme festzu-
stellen.

Ein Gendosiseffekt war nicht nur in S. cerevisiae, sondern auch bei bakterieller
Expression von CAB1 zu beobachten. Das mit Hilfe des tac-Promotors in E. coli
exprimierte CAB1 Gen fihrte zu einer 26-fachen Zunahme der PanK-Aktivitat. Somit
gehort CAB1 neben coaA aus E. coli (Vallari et al., 1987), PANK aus A. nidulans
(Calder et al., 1999) sowie mPANK1 aus M. musculus (Rock et al., 2000) zu den
PanK codierenden Genen, fur die der enzymatische Aktivitdtsnachweis erfolgte.
Unklar ist allerdings, weshalb die G351S Mutation im CAB1 Gen zu einem konditio-
nalen Phénotyp fuhrt. Die Position G351 des Hefeenzyms entspricht G361 der
PanK3 aus H. sapiens. Fir dieses Enzym liegt eine Réntgenstrukturanalyse vor, die
auch Aussagen zur Bindung des Substrats Pantothenat zulasst (Hong et al., 2007).
Aufgrund seiner Position durfte G351 aber weder an der Dimerisierung der PanK
noch an der Substratbindung beteiligt sein, so dass eine Beeintrachtigung der
katalytischen Funktion nicht zu erwarten ist. Dennoch durfte G351 funktionell wichtig
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sein, denn dieser Rest zeigt eine klare Konservierung bei den eukaryotischen PanK-
Enzymen vom Typ Il sowie der prokaryotischen PanK aus S. aureus.

Durch einen Komplementationstest sollte ferner geklart werden, ob das Protein
Ygr205w aus S. cerevisiae ebenfalls eine PanK ist, denn es zeigt Ahnlichkeiten zu
den bakteriellen Enzymen. Die Aminosauresequenzen von CoaA und Ygr205w sind
zu 15% identisch und zu 21% ahnlich (vgl. Abbildung 41). Dagegen wurden keine
Ahnlichkeiten zu Cab1 gefunden. Strukturell gesehen dhnelt dieses Protein allerdings
einer prokaryotischen PanK (de la Sierra-Gallay et al., 2004). Vermutlich handelt es
sich um eine Kinase, bei der es noch keine Hinweise auf die Substratspezifitat gibt.

CoaA MSIKEQTLMTPYLQFDRNQWAALRDSVPMTLSEDE |ARLKGINEDLSLEEVAEIYLPLSR 60
Ygr205w MCDKSKTVLDYTIEFLD ------------------ ----KYIPEWFETGNKCPLFIFFSG 38

* * * . * Kk Kk . .
CoaA LLNFYISSNLRRQAVLEQFLGTNGQRIPYIISIAG SVAVGKSTTARVLQALLSRWPEHRR 120
Ygr205w PQ—GSGKSFTSIQIYNHLMEKYG ---------- GE KSIGYASIDDFY ------------ 74
CoaA VELITT BGFLHPNQVLKERGLMKKKGFPESYDMHRLVKFVSDLKSGVPN-----\\}AF75
Ygr205w ---LTHEDQLKLNEQFKNNKLLQGRGLPGTHDMKL LQEVLNTIFNNNEHPDQDTVVLPKY 131

sk e ke ke ke ke akek sokke . * Kk

CoaA S [EL!Y----DVIPDGDKTVVQPDILILEGLNVLQSGMDYPHDPHHVFVSDFWSIYVDA 231

Ygr205w DKSQFKGEGDRCPTGQKIKLPVDIFILEGWFLGFN PILQGIENNDLLTGDMVDVNAKLFF 191

* ok okek - kkekkkk e Kekk

CoaA PEDLLQT---------- W MINRFLKFREGAFTDPDSYFHNYAKLTKEEAIKTAMTLWKEI 281
Ygr205w YSDLLWRNPEIKSLGIVFTTDNINNVYGWRLQQEH ELISKVGKGMTDEQVHAFVDRYMPS 251

*%k%

CoaA NWLNLKQNILP—TRERASLILTKSANHAVEEVRLRK—316
Ygr205w YKLYLNDFVRSESLGSIATLTLGIDSNRNVYSTKT RCIE 290
*

* k- *** ** .

Abbildung 41: Sequenzvergleich der bakteriellen Pan K mit Ygr205w.

Grau unterlegt in der CoaA Sequenz wurden die Aminosauren, die in E. coli an der ATP-
Bindung beteiligt sind. Die Interaktionen mit dem Substrat Pantothenat erfolgen mit Hilfe der
schwarz hervorgehobenen Aminoséauren.

Es war jedoch nicht moglich, durch Uberexpression des YGR205W Gens eine
Komplementation des Gendefekts in der ts-PanK des Stammes JS91.14-24 zu
erreichen. Man kann also davon ausgehen, dass es sich nicht um ein Isoenzym der
PanK in der Hefe handelt.
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4.2  Regulation der Pantothenat-Kinase

Fur mehrere eukaryotische Pantothenat Kinasen wurde eine Hemmung v. a. durch
Acetyl-CoA, deutlich weniger durch CoA, beschrieben (Rock et al., 2002, Zhang et
al., 2005). Die hier durchgefuhrten Untersuchungen zur Inhibierbarkeit der PanK aus
S. cerevisiae ergaben, dass dieses Enzym ebenfalls einer Feedback-Regulation
durch die Endprodukte des Biosynthesewegs unterliegt. Die starkste Inhibition
erfolgte wiederum durch Acetyl-CoA, fur das eine 50%ige Hemmung bei einer Kon-
zentration von 36 pM (ICsp) ermittelt wurde. Ahnlich hohe Konzentrationen bewirken
in der eukaryotischen PanK aus A. nidulans (Calder et al., 1999) eine halbmaximale
Aktivitat. Fur die gleiche 50%ige Hemmung der PanK-Aktivitat war, verglichen mit der
Acetyl-CoA Konzentration, die 8-fache CoA-Menge notwendig, wahrend die I1Cso-
Werte der CoA-Thioester Malonyl-CoA und Palmitoyl-CoA so hoch lagen (gegeniber
der CoA-Konzentration nochmals ca. 3-fach gesteigert), dass diese Substanzen bei
der Regulation vermutlich keine Rolle spielen. Eine eher untergeordnete Rolle von
Malonyl- bzw. Palmitoyl-CoA bei der Feedback-Regulation konnte ebenfalls bei der
Ratte festgestellt werden (Halvorsen und Skrede, 1982). Dieses Resultat steht im
Einklang mit dem Befund, dass der Anteil von Malonyl- und Palmitoyl-CoA am
Gesamt-CoA-Pool in der Leber der Ratte sehr gering ist (S6ling und Volkmann,
1987; McGarry et al., 1978). So wirkt der starkste Inhibitor Acetyl-CoA der PanKs
aus S. cerevisiae, A. nidulans und PanK1p der Maus ungefahr in derselben
Konzentration (36 puM, 50 uM und 32 uM).

Somit ist die PanK der Hefe, ahnlich wie die friher untersuchten eukaryotischen
Enzyme, durch Acetyl-CoA starker inhibierbar als durch CoA. Dieser Befund konnte
durch eigene Untersuchungen zu der PanK3 aus M. musculus bestétigt werden, flr
die bereits eine Konzentration von 1 pM Acetyl-CoA zu einer 50%igen Hemmung
fuhrt, wahrend fur das Hefeenzym die 36-fache Konzentration notwendig ist.
Dagegen ist der ICso-Wert fur CoA bei der Hefe-PanK (Cabl) nur etwa 5-fach
gegeniber PanK3 gesteigert (283 uM gegentber 60 uM). Im Unterschied zur Hefe-
PanK ist die PanK3 aus der Maus bereits durch geringe Mengen an Malonyl-CoA
und Palmitoyl-CoA inhibierbar. Diese Metaboliten wirken 12- bis 15-fach starker
hemmend als CoA. Somit variieren die Inhibitorkonzentrationen und die Effektivitaten
der Inhibitoren zwischen den Organismen. Die in dieser Arbeit ermittelten Daten
hinsichtlich der PanK3 stimmen weitgehend Uberein mit den bereits von Zhang et al.
(2005) publizierten Werten; lediglich fir CoA ermittelten diese Autoren eine 1,6-fach
hohere Konzentration, bei der eine 50%ige Hemmung erfolgt. Dieser Umstand andert
allerdings nichts an der Tatsache, dass CoA der schwéchste getestete Inhibitor der
PanK3 ist.

Das gegenuber einer ,Feedback*-Kontrolle sensitivste Enzym ist die PanK2
(Leonardi et al., 2007). Der Unterschied in der Acetyl-CoA Konzentration, die eine
halbmaximale Aktivitat dieser Isoform zwischen den Organismen H. sapiens
(0,12 pM) und M. musculus (0,06 uM) hervorrufen, ist nicht signifikant im Vergleich
mit den anderen Isoformen (Leonardi et al., 2007). So ist fur die Inhibition der PanK3
eine 10-fache Menge und fur denselben Effekt in der Hefe die 300- (hPanK2) bzw.
600-fache (mPanK2) Acetyl-CoA Menge erforderlich.
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Eine Abweichung der ,Feedback“-regulierten Enzyme vom Typ Il stellt die PanK aus
Spinat dar. Diese ist nur durch Malonyl-CoA (5 uM) hemmbar. Das Endprodukt CoA
und dessen wichtigster Thioester Acetyl-CoA bewirken keine Verminderung der
PanK-Aktivitat (Falk und Guerra, 1992). Somit hat dieser bei den anderen Enzymen
starkste Inhibitor keinen Einfluss auf die Aktivitat der PanK in Spinat. Fur die PanK1
und PanK2 aus A. thaliana konnte die Pantothenat phosphorylierende Aktivitat durch
heterologe Komplementation einer Mutante nachgewiesen werden (Kupke et al.,
2003; Tilton et al., 2006). Allerdings wurden keine Untersuchungen zur
Inhibierbarkeit der Enzyme durchgefuhrt, so dass man keine Aussage treffen kann,
ob die Inhibition durch Malonyl-CoA und die Unempfindlichkeit gegeniiber Acetyl-
CoA und CoA typisch fur die Regulation der pflanzlichen Enzyme ist.

Deutlich abweichende regulatorische Eigenschaften wurden dagegen fir die meisten
bakteriellen PanKs ermittelt, von denen das Enzym aus E. coli am reprasentativsten
fur den Typ | ist. Dieses ist in vivo und in vitro durch freies CoA und nur in einem
geringen Mal3e durch Acetyl-CoA kompetitiv hemmbar, wobei CoA in vitro ein 5-fach
starkerer Inhibitor ist (Vallari et al., 1987). Malonyl- und Acetyl-CoA wirken erst in
hohen Konzentrationen hemmend, so dass das Enzym bei einer Acetyl-CoA
Konzentration von 1 mM noch 40% Aktivitat zeigt (Vallari et al., 1987). Die Ursache
fur die starkere Wirkung von CoA im Vergleich zu Acetyl-CoA liegt in der aus der
Sequenz resultierenden Struktur, die keinerlei Ahnlichkeiten zu den eukaryotischen
Enzymen aufweist. Die Thiol-Gruppe des CoA befindet sich bei der Bindung an das
Enzym in einer hydrophoben Tasche, die durch die Seitenketten aromatischer
Aminosauren gebildet werden (Rock et al., 2002). Aufgrund der Grol3e der
gebundenen Acetyl-Gruppe und der dadurch blockierten Thiol-Gruppe kann Acetyl-
CoA nicht so effektiv binden wie CoA (Rock et al., 2002).

4.3  PanK-Varianten und deren Regulation

Mit Hilfe der gerichteten Mutagenese sollte die CABl-Gensequenz so verandert
werden, dass diese fir eine katalytisch aktive aber deregulierte, d. h. gegenuiber dem
Inhibitor Acetyl-CoA unempfindliche PanK codiert. Die zu verandernden Positionen
sollten daher die Inhibitor-, allerdings nicht die Substrat-Bindung betreffen. Die
Identifizierung geeigneter Positionen erfolgte nach Sequenzvergleichen der PanKs
aus S. cerevisiae, S. aureus und H. sapiens. Anhaltspunkte daftr lieferte die Arbeit
von Hong et al. (2007), in der es gelang, die beiden humanen Enzyme PanKla und
PanK3 mit gebundenem Acetyl-CoA zu kristallisieren.

Aufgrund der Ergebnisse zur PanK-Aktivitat kann man die erzeugten Cabl-Varianten
hinsichtlich ihrer Aktivitat und der Empfindlichkeit gegentber Inhibitoren in drei
Gruppen einteilen:

a) Katalytisch inaktive Cabl-Varianten: Die erste Gruppe umfasst PanKs, die
Verdnderungen an den Einzelpositionen [1234A, R173A, S158V und S161A
aufweisen. Ebenso verhielt sich die Vierfachmutante 1234A Y326A F330A W331A.
Nach Transformation entsprechender Plasmide in einen Wildtypstamm konnte bei
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allen Varianten nur eine PanK-Aktivitat detektiert werden, die der endogenen Aktivitat
dieses Stammes entspricht. Da keine Steigerung der Aktivitat eintrat, handelt es sich
bei diesen Varianten um Proteine, die katalytisch nicht intakt sind. Allerdings stehen
die nicht detektierbaren PanK-Aktivitdten dieser Varianten im vermeintlichen Wider-
spruch zu der beobachteten Komplementation der cabl®-Mutation im Stamm
JS91.14-24. Es konnte zu einer intragenen Komplementation zwischen dem durch
gerichtete Mutagenese erzeugten Mutantenallel und dem ts-Allel von JS91.14-24
gekommen sein, so dass die gegenseitige Ergdnzung der beiden Defektmutationen
zu einem positiven Komplementationstest fuhrte. Diese Deutung passt zu dem
Befund einer Western-Blot Analyse, die zeigte, dass alle Varianten stabil exprimiert
werden und nicht einem proteolytischen Abbau in vitro aufgrund einer Fehlfaltung
unterliegen, die eine mdgliche Ursache flr die nicht nachweisbaren PanK-Aktivitaten
hatte darstellen kénnen.

Untersuchungen in S. aureus (Hong et al., 2006) und H. sapiens (Hong et al., 2007)
ergaben, dass diese Klasse Il Enzyme als Homodimere vorkommen. Falls diese
Vermutung auch auf das Hefe-Enzym zutrifft, kénnte das Vorhandensein des
Mutantenallels auf einem Uberexpressionsplasmid bei gleichzeitigem Vorhandensein
des CAB1 Wildtyp- bzw. ts-Allels zu einer Heterodimerisierung katalytisch intakter
Genprodukte mit teildefekten Proteinen bzw. zu einer Dimerisierung zweier teil-
defekter Proteinuntereinheiten in vivo gefiihrt haben, die ein hinreichend intaktes
Enzym bilden. Die Existenz solcher Heterodimere, bestehend aus CoaA(K101M) und
CoaA konnte in E. coli nachgewiesen werden (Song und Jackowski, 1994). Diese
PanK-Variante wurde stabil exprimiert und dimerisierte ohne Beeintrachtigung; in
vitro konnte jedoch ebenfalls keine PanK-Aktivitat nachgewiesen werden. In
H. sapiens fuhrten 22% der untersuchten Mutanten zu stabil exprimierten, aber
katalytisch defekten Proteinen (Hong et al., 2007) mit Veranderungen der ATP-
Bindung und der Dimerisierung. Somit stehen diese Ergebnisse im Einklang mit den
Untersuchungen in der Hefe. Es ware denkbar, dass diese Heterodimere in vitro
nach einem Zellaufschluss und einer Proteinfraktionierung nicht mehr vorliegen und
die funktionsunfahigen Monomere nicht mehr in der Lage sind, Pantothenat zu
phosphorylieren.

Die Aminosaure V268 in PanK3 (entspricht 1234 in S. cerevisiae) ist in H. sapiens an
der Ausbildung einer H-Briicke mit dem Sauerstoff der Acetylgruppe sowie dem
Stickstoff der B-Mercaptoethylamin-Komponente des Inhibitors Acetyl-CoA beteiligt
(vgl. Abbildung 9 in Abschnitt 3.1.4; Hong et al., 2007). Daher war zunéchst erwartet
worden, dass die 1234A Mutation nur die Inhibitorbindung stéren wirde. Nachdem
der PanK-Aktivitatstest jedoch zeigte, dass ein inaktives Enzym entsteht, liegt der
Gedanke an eine gestoérte Substratbindung nahe, auch wenn diese Deutung aus den
Befunden von Hong et al. (2007) nicht unmittelbar abzuleiten ist. Dagegen betrifft die
Position S195 der humanen PanK3 (entspricht S161 des S. cerevisiae-Enzyms) die
Interaktion des Enzyms mit einem Carbonyl-Sauerstoff des Pantothenats, so dass
der Nachweis einer inaktiven PanK plausibel wird.

Ebenfalls katalytisch inaktiv zeigte sich die Variante S158V, bei der allerdings die
Interaktion der a-Phosphatgruppe des Acetyl-CoA betroffen sein sollte. Vermutlich ist
der Mechanismus der Inhibition auch in der Hefe ein kompetitiver, so dass die
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Bindestellen fur den Inhibitor und fiir eines der Substrate partiell Uberlappen (Hong et
al., 2007). Somit kénnte es sein, dass S158 nicht nur an der Inhibitorbindung beteiligt
ist sondern ebenso fur die Interaktion mit der Phosphatgruppe des ATP bendtigt wird.
Vergleichbar ware diese Variante dann mit CoaA (K101M) in E. coli (Hannink und
Donoghue, 1985), deren fehlendes Arginin eigentlich fir die ATP-Bindung bendétigt
wird (ATP-Bindungsmotiv zwischen den Aminosauren 95-102; Song und Jackowski,
1992). Es wurde aus den Ergebnissen geschlussfolgert, dass die Aminosaure 101 fur
die Substrat- und Inhibitorbindung verantwortlich ist (Rock et al., 2003). Eine weitere
fur die Substrat- und Inhibitorbindung entscheidende Position ist R173, die R207 in
PanK3 entspricht und fir die Ausbildung einer H-Briicke mit der Pantothenat-
Komponente des Acetyl-CoA verantwortlich ist (Hong et al., 2007). Diese Position
stellt auch beim S. aureus-Enzym und in der zur Gruppe lll gehérenden PanK aus
P. aeruginosa eine entscheidende Aminosaure dar (Hong et al., 2006).

b) Katalytisch beeintrachtigte Cabl-Varianten: Diese Gruppe umfasst die
Varianten N155V und A233E, die gegentber dem Wildtyp eine verminderte PanK-
Aktivitdt aufwiesen. Wurden entsprechende Plasmide in einen Wildtypstamm
transformiert, konnten PanK-Aktivitaten detektiert werden, die sich deutlich von
dessen Hintergrundaktivitat abhoben, aber unter dem Niveau eines zusatzlichen
intakten Gens lagen. Da auch die Aminosaure A233 mit dem (-Mercaptoethylamin-
Anteil des Inhibitors Acetyl-CoA, nicht aber mit dem Substrat Pantothenat interagiert,
war eine deregulierte Enzymvariante erwartet worden. In der Tat ist die Variante
A233E gegenuber einer Inhibition durch Acetyl-CoA unempfindlich, zeigt aber nur
29% der Wildtyp-Aktivitat. Moglicherweise ware ein aktiveres Enzym entstanden,
wenn anstelle des Alanins nicht Glutamat, sondern eine andere Aminosaure
eingefugt worden ware. Vielleicht interferiert die negative Ladung des Glutamats mit
der Carboxylgruppe im Pantothenat und bewirkt eine partiell gestorte
Substratbindung.

Zu einem &ahnlichen Ergebnis kamen Rock et al. (2003) bei der mutagenen Analyse
in E. coli, in der die deregulierten Mutanten CoaA[R106A] (54% Wildtyp-Aktivitat),
CoaA[H177Q] (6% Wildtyp-Aktivitat) und CoaA[F247V] (25% Wildtyp-Aktivitét)
entstanden, die eine verminderte Enzymaktivitat, verglichen mit dem Wildtyp, aufwie-
sen. Diese Aminosauren sind an spezifischen Interaktionen zwischen Phosphatrest
(CoaA[R106A]) bzw. der Adenin-Komponente des Inhibitors (CoaA[H177Q] und
CoaA[F247V]) beteiligt (Rock et al., 2003).

Der Asparagin-Rest N155 ist an einer wasservermittelten Interaktion mit der a-Phos-
phatgruppe des Acetyl-CoA beteiligt. Die Variante N155V mit 37% Wildtyp-Aktivitat in
S. cerevisiae konnte durch Acetyl-CoA inhibiert werden. Allerdings war die doppelte
Menge des Inhibitors, verglichen mit dem Wildtyp-Enzym, notwendig, um eine
50%ige Hemmung der PanK zu bewirken. Wahrscheinlich ist die Aminoséure 155 an
der Interaktion mit dem Substrat und dem Inhibitor beteiligt, denn die Enzymaktivitat
ist vermindert und die Toleranz gegeniiber dem Inhibitor erhéht. Im Gegensatz dazu
stehen Cab1S158V und CoaA[K101M], die ebenfalls fir Substrat- und Inhibitor-
bindung verantwortlich sind, allerdings nicht zu einem katalytisch aktiven Enzym
fuhren (diese Arbeit; Song und Jackowski, 1994).
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c) Katalytisch aktive, deregulierte Cabl-Varianten: Die dritte Gruppe der im
Rahmen der mutagenen Analyse entstandenen PanK-Varianten umfasst zwei
deregulierte Enzyme (W331R und Y326A F330A W331A; kompletter Verlust der
Hemmung durch Acetyl-CoA) mit darliber hinaus gesteigerter Enzymaktivitat. In
beiden PanK-Varianten wurde eine Veranderung an der Stelle 331 vorgenommen,
die anhand eines Sequenzvergleichs der PanKs aus S. cerevisiae, S. aureus und H.
sapiens ermittelt wurde. Das S. aureus-Enzym ist natirlicherweise unempfindlich
gegenuber einer ,Feedback”-Regulation (Hong et al., 2007). Die dafiir mutmaflich
verantwortlichen Reste sind Y240 und R244, denn sie begrenzen die Acetyl-CoA-
Bindestelle und verhindern die Bindung des Inhibitors (Hong et al., 2007). Die S.
aureus PanK stellt als prokaryotisches und dereguliertes Enzym eine Ausnahme dar,
das aufgrund der Sequenzahnlichkeiten der Gruppe Il zugeordnet wurde.
Dementsprechend sind die Cabl-Varianten W331R (411% Wildtyp-Aktivitat) und
Y326A F330A W331A (227% Wildtyp-Aktivitat) hyperaktiv und weder durch das
Endprodukt CoA noch durch die getesteten Thioester Acetyl-CoA, Malonyl-CoA und
Palmitoyl-CoA inhibierbar.

Man konnte vermuten, dass der Grund dieses Anstiegs in der fehlenden Inhibition
liegt. Es konnte allerdings auch sein, dass es aufgrund der Veranderung zu einer
effektiveren Bindung der Substrate kommt. Im Vergleich zur Variante W331R betragt
die Aktivitat der Dreifachmutante Y326A F330A W331A, in der sich an der Position
331 ein Alanin befindet, nur noch die Halfte. Der Grund fur den geringeren Anstieg
der Aktivitdt gegenidber W331R konnte in den anderen veranderten Aminosauren
Y326 und F330 liegen, die den Effekt der Einzelmutation abschwéchen. Es ist aber
auch denkbar, dass durch Alanin bzw. Arginin unterschiedliche Eigenschaften an der
Acetyl-CoA-Bindestelle vermittelt werden. Daher kénnte bei kinftigen Arbeiten eine
Sattigungsmutagenese an der Position 331 vorgenommen werden (Ersatz nur des
Tryptophans gegen alle Ubrigen Aminosauren). Eine Kombination der deregulierten
Variante Y326A F330A W331A mit der I1234A Mutation zur Vierfachmutante 1234A
Y326A F330A W331A fuhrte zu einem katalytisch defekten Enzym, wie es schon bei
der 1234A Einfachmutation der Fall war (s. 0.).

Ein moderater Anstieg der Enzymaktivitat nach einer gerichteten Mutagenese konnte
ebenfalls fur einige PanK3-Varianten in H. sapiens beobachtet werden (auf bis zu
185% des Wildtypwertes; Hong et al., 2007). Auch bei anderen Proteinen konnten
hyperaktive Varianten identifiziert werden, z. B. bei der Xylanase aus S. lividans,
deren Aktivitat bei 150% lag und beim Blutgerinnungsfaktor IX in H. sapiens, mit dem
eine Gerinnungsaktivitat von 300% beobachtet werden konnte (Moreau et al., 1994,
Chang et al., 1998). Die gesteigerte biologische Wirkung der Faktor IX-Variante kann
nicht mit dem Fehlen einer ,Feedback“-Regulation erklart werden.

Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen zur Inhibierbarkeit der Cabl-Variante
Y326A F330A W331A durch CoA, Acetyl-CoA und Malonyl-CoA wurde ein Anstieg
der Aktivitaten auf bis zu 140% der Werte in den Effektor-freien Testansatzen
festgestellt. Im Unterschied zum Wildtyp-Enzym wirkten sich CoA bzw. seine Deri-
vate hier also wie leichte Aktivatoren aus. Allerdings kann dieses Phanomen nicht
auf die veranderte Position 331 zurtickgefuhrt werden, da es in der W331R-Variante
nicht auftrat. Eine Stimulierung der PanK durch freies CoA konnte ebenfalls fur das
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Enzym in S. aureus festgestellt werden. Allerdings war dieser Effekt nicht so
ausgepragt. Es konnte ein Anstieg der PanK-Aktivitat auf 120% gemessen werden
(Leonardi et al., 2004). In den ebenfalls durch gerichtete Mutagenese erzeugten
deregulierten PanK Mutanten R106A, F247V und H177Q in E. coli trat diese
Aktivierung nicht auf (Rock et al., 2003). Bei der durch Acetyl-CoA regulierten
mPanK1p aus M. musculus konnte ein Anstieg der Aktivitdt durch CoA ebenfalls auf
140% beobachtet werden (Rock et al., 2000). Da dieser Effekt im S. cerevisiae
Wildtyp-Enzym nicht vorkam, wird er wahrscheinlich durch die Mutationen Y326
und/oder F330A hervorgerufen. Diese Hypothese lie3e sich durch Konstruktion
entsprechender Einfachmutanten mit intakter W331-Position dberprifen. Die
Ursache fur diese ,Aktivierung® bleibt unklar.

Um weitere Aussagen bezuglich der an der Substrat- bzw. an der Inhibitor-Binding
beteiligten Aminoséauren treffen zu kénnen, ware ferner eine Kiristallisierung der
deregulierten Hefe-PanK denkbar. Dabei konnte ebenfalls die Bedeutung der konser-
vierten Aminosaure G351S geklart werden (4.1), die urséchlich fur den ts-Phanotyp
des Stammes JS91.14-24 ist.

4.4  Einfluss der Uberexpression der CoA-Biosynthese  gene auf
den zellularen CoA-Pool

In einem weiteren Teil dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich die Uberexpression
der funf CoA-Biosynthesegene mit Hilfe des moderat starken MET25-Promotors auf
die zellulare Syntheseleistung auswirkt. Um einen Plasmidverlust minimal zu halten,
wurden entsprechende Konstrukte in einen Wildtyp-Stamm chromosomal integriert.
Der Vergleich der CoA-Gehalte der Stamme JOY18 (Wildtyp-PanK) und JOY19
(deregulierte CablW331R-Variante) sollte die Rolle der Feedback-Regulation der
PanK in der Hefe verdeutlichen. Als Referenz zur Bestimmung des CoA-Pools unter
physiologischen Bedingungen diente JOY22, in dem die leeren Expressionsvektoren
integriert vorlagen, so dass alle drei Stamme hinsichtlich ihrer Aminoséaure- und
Basenprototrophien vergleichbar sind.

Nach Untersuchung der l6slichen Zellextrakte zeigte sich, dass der CoA-Gehalt
sowohl von der Uberexpression der CoA-Biosynthesegene als auch von dem Fehlen
der PanK-Regulation unbeeinflusst ist. Im Gegensatz dazu konnten beim Acetyl-
CoA-Gehalt deutliche Unterschiede zwischen den Stammen festgestellt werden. Die
Uberexpression einer regulierten PanK &uRerte sich in einer Verdopplung des Acetyl-
CoA-Gehaltes. In diesem Ergebnis wird die Feedback-Regulation des Enzyms
deutlich, da die Verwendung des starken MET25-Promotors zu einer 55-fach
gesteigerten PanK-Enzymaktivitat gefihrt hatte. Das steht im Einklang mit Unter-
suchungen in E. coli, die einen 3-fachen Anstieg des CoA-Gehaltes bei 76-fach
gesteigerter PanK-Aktivitat dank der Verwendung eines Uberexpressionskonstrukts
ergeben hatten (Song und Jackowski, 1992). Zu einem &hnlichen Ergebnis kamen
Rock et al. (2000) mit einer 250-fach Uberexprimierten mPanK1f in M. musculus, die
zu einem 13-fachen Anstieg des CoA-Gehaltes fuhrte. Neben diesem Effekt der
Uberexpression sollten die Auswirkungen der ,Feedback“-Kontrolle auf den CoA-
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Pool untersucht werden. Nach Abzug des bei natirlicher Gendosissituation
produzierten Acetyl-CoA-Gehaltes ergibt sich eine 5-fache Erhdhung des Gehaltes
aufgrund der Deregulation der CablW331R-Variante. Diese aufgrund eines
Sequenzvergleiches identifizierte Position ist wahrscheinlich die Ursache fir die
nicht-regulierte PanK aus S. aureus. Der nicht vorhandene Kontrollmechanismus
resultiert bei diesem Organismus in einem sehr hohen CoA-Gehalt im Millimolar-
Bereich (delCardayre et al., 1998). Als Ergebnis der mutagenen Analyse in E. coli
entstand die PanK-Variante CoaA (R106A), die nicht mehr in der Lage ist, mit dem
Phosphat-Rest des Inhibitors CoA zu interagieren. Dieses deregulierte Enzym besitzt
50% der Wildtyp-Enzymaktivitat und fihrt zu einer Verdopplung des CoA-Gehaltes
(Rock et al., 2003). Verglichen damit ist der Effekt der Deregulation in der Hefe
grof3er, denn es war moglich, ein Enzym mit 411% Wildtyp-Aktivitat zu erzeugen.

Es konnte gezeigt werden, dass bei niedrigen extrazellularen Pantothenat-Konzen-
trationen (1 pM) die Menge, die durch die de novo Synthese hergestellt wird, in
S. cerevisiae nicht fur ein reguldres Wachstum ausreicht (Stolz et al., 2004).
Mutanten, die einen Defekt in dem Pantothenat-Transporter Fen2 trugen, waren nicht
in der Lage, auf einem Medium mit geringer Pantothenat-Konzentration zu wachsen.
Es ware somit denkbar, dass die Pantothenat-Gesamtmenge, die aus der de novo
Synthese und der Aufnahme externen Pantothenats durch die saturierbaren Trans-
portproteine resultiert, fur eine gesteigerte CoA-Synthese in Zellen mit einer Uber-
exprimierten und deregulierten PanK limitierend ist. Eine Steigerung der Panto-
thenat-Konzentration von 2 uM auf 5 mM im verwendeten synthetischen Medium
fuhrte allerdings zu keiner Verdnderung bei dem Gehalt an CoA/Acetyl-CoA. Im
Gegensatz dazu konnte in E. coli-Zellen, in denen die PanK Uberexprimiert wurde,
nach Zugabe von Pantothenat ab einer Konzentration von 50 uM ein Anstieg des
CoA- bzw. Acetyl-CoA-Gehaltes gemessen werden (Vadali et al.,, 2004). Es wird
zwar die 15-fache Menge des unter physiologischen Bedingungen benétigten Panto-
thenats durch E. coli produziert, allerdings werden davon 90% an das Medium
abgegeben (Jackowski et al., 1981). Die zuséatzliche Supplementierung des Mediums
mit Pantothenat fuhrt aufgrund von Diffusionsprozessen zu einem Anstieg der
intrazellularen Pantothenat-Konzentration. Aufgrund des erhéhten Pantothenat-
Niveaus in der Zelle kommt es zu einer verstarkten Pantothenat-Phosphorylierung
durch die PanK (Cronan et al.,, 1982). Es kdnnte sein, dass in S. cerevisiae die
intrazellulare Konzentration im Vergleich zu E. coli héher ist, so dass ein Panto-
thenat-Zusatz keinen Einfluss auf den CoA-Pool hat.

Dennoch ist eine Uberexpression von FEN2 ein Ansatz fur weitere Experimente. In
der Plasmamembran sollte es somit zu einem verstarkten Einbau von Pantothenat-
Transportern kommen, so dass die intrazellulare Menge an Pantothenat ansteigen
durfte. Fur das homologe Transportprotein Liz1l aus S. pombe konnte gezeigt
werden, dass eine Uberexpression zu einer 430-fachen Erh6hung des Transports
fuhrt (Stolz et al. 2004). Falls das fiir S. cerevisiae ebenfalls realisierbar ware, kbnnte
somit eine Limitation der CoA-Synthese durch fehlendes Substrat ausgeschlossen
werden.
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Fur E. coli wurde gezeigt, dass die Zusammensetzung des CoA-Pools (also das
Verhéltnis von CoA zu Acetyl-CoA) von mehreren Faktoren abhangig ist, namlich von
der Zusammensetzung des Mediums (u. a. vom Pantothenat-Gehalt), der Wachs-
tumsphase und der Expressionsstarke der PanK. In der Anpassungsphase (lag-
Phase) dominierte CoA den CoA-Pool, wahrend in der exponentiellen Phase Acetyl-
CoA Uberwog (Vadali et al., 2004). Die hier vorgenommenen Untersuchungen in
S. cerevisiae erfolgten mit Zellen aus der exponentiellen Phase, so dass fur die
anderen Wachstumsphasen keine Informationen vorliegen. Interessant ware eben-
falls eine Untersuchung der Abhangigkeit der Zusammensetzung des CoA-Pools von
dem metabolischen Zustand der Zelle bzw. von der Wachstumsphase.

Ein weiterer Aspekt, der hinsichtlich der CoA-Produktion in S. cerevisiae betrachtet
werden muss, ist eine mogliche weitere Kontrollstelle in dem Biosyntheseweg.
Befunde aus E. coli, M. musculus und A. thaliana sprechen dafir, dass das vorletzte
Enzym des Biosyntheseweges, die 4"-Phosphopantethein Adenyltransferase (PPAT),
ebenfalls einem Regulationsmechanismus unterliegt. Fir die PPAT in A. thaliana
wurde eine Hemmung durch CoA nachgewiesen (inhibitorische Konzentration:
38 uM; Rubio et al., 2008). Allerdings lasst dieser Wert keinen Rickschluss auf die
relative Bedeutung dieser Kontrollebene zu, da Angaben zur PanK-Hemmkonzentra-
tion im gleichen Organismus fehlen. Ein Vergleich der Hemmkonzentrationen dieser
beiden Enzyme wirde Aussagen zur Auswirkung dieser Kontrollebene auf den CoA-
Pool zulassen.

Auch in anderen Organismen sprechen weitere Befunde fur die Existenz einer
zweiten Kontrollebene in dem CoA-Biosyntheseweg. Sowohl in E. coli als auch in
M. musculus fiihrte eine Uberexpression der jeweiligen PanK-Enzyme zu einem
Anstieg der 4’-Phosphopantethein-Konzentration (Rock et al., 2000; 2003), vermut-
lich weil die PPAT als das nachfolgende Enzym in der Synthesekette den Substrat-
anstau als Ergebnis einer Produkthemmung nicht weiterverarbeiten kann. Der end-
gultige Nachweis fur diese Annahme konnte durch die Kristallisierung der PPAT aus
E. coli mit gebundenem CoA erbracht werden (Izard und Geerlof 1999; Izard 2002;
Izard 2003). Da CoA kein Substrat dieses Enzyms ist, kann daraus geschlussfolgert
werden, dass es als Inhibitor wirkt und es konnte gezeigt werden, dass es sich um
eine kompetitive Hemmung handelt (Miller et al., 2007). Allerdings wurde vermutet,
dass diese Kontrollebene einen geringeren Einfluss auf den CoA-Pool als die Steue-
rung der PanK besitzt (Rock et al., 2000; 2003). Dennoch fihrt diese Regulation zu
einer Minimierung des CoA-Pools in der Zelle (Rubio et al., 2008).

Wichtig fur eine weitere Erhéhung des CoA-Pools in S. cerevisiae ware daher die
Klarung der Frage, ob die PPAT hier ebenfalls reguliert wird. Falls es zutrifft, misste
der Versuch unternommen werden, eine deregulierte Variante dieses Enzyms
herzustellen. Da bis jetzt allerdings nur Kristallisierungen in Bakterien vorgenommen
wurden, kénnte es aufgrund der geringen Sequenzahnlichkeiten schwierig werden,
geeignete Positionen, die die Inhibitorbindung betreffen zu identifizieren.

Ein weiterer Versuchsansatz fir zukinftige Arbeiten ware die Etablierung des
Pantethein-Bypass-Wegs. Durch Phosphorylierung dieses Substrats entsteht
Phosphopantethein, das durch die Enzymaktivitditen von Cab4 und Cab5 zu CoA
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metabolisiert wird. Somit wirde der entscheidende Regulationsschritt des CoA-
Biosynthesewegs durch die PanK umgangen werden.

E. coli ist mittels des Na'-abhangigen Symporters in der Lage, neben Pantothenat
ebenfalls Pantethein aufzunehmen (Clarke et al., 2005, Jackowski und Alix, 1990,
Rock und Calder, 2000). In der Zelle wurde diese Substanz metabolisiert (Jackowski
und Rock, 1984), wodurch ein Fehlen der PPCS/PPCDC-Enzymaktivitaten (coaBC-
Genprodukt) in E. coli, nicht aber in Pseudomonas aeruginosa, umgangen werden
konnte (Balibar et al., 2011). Somit ist die Coenzym A-Synthese aus Pantethein in
E. coli méglich (Nazi et al., 2004).

Im Gegensatz zu E. coli war es in S. cerevisiae nicht méglich, durch die Supplemen-
tierung von Pantethein lebensfahige cab3-Mutanten ohne PPCDC-Aktivitat zu
erzeugen (Olzhausen, 2006). Zunachst einmal musste geklart werden, ob die
Ursache dafir in der fehlenden Aufnahme oder aber in der nicht erfolgten Metaboli-
sierung in der Zelle liegt. Dazu kénnten Experimente mit dem Fen2-Transportprotein
durchgefiihrt werden, die klaren wirden, ob dieses in der Lage ist, Pantethein zu
transportieren. Durch Uberexpression eines Transporters sollte die Aufnahme
ermoglicht bzw. verbessert werden.

Vorausgesetzt, es erfolgt ein Transport von Pantethein in die Hefe S. cerevisiae,
muss im nachsten Schritt eine Phosphorylierung, bei der 4’-Phosphopantethein
entsteht, erfolgen. Es gibt allerdings laut Enzymdatenbank BRENDA der TU
Braunschweig (Schomburg et al., 2000; www.brenda-enzymes.org) keine spezifische
Pantethein Kinase in S. cerevisiae. Im Gegensatz dazu existiert dieses Enzym in den
Organismen Columba sp., Micrococcus luteus und Sus scrofa. Ein denkbarer
Versuchsansatz wéare die Uberexpression einer dieser Pantethein Kinasen. Falls die
Expression in der Hefe zu einem funktionsfahigen und stabilen Protein fuhrt, sollte
eine spezifische Phosphorylierung von Pantethein mdglich sein.

Eine denkbare Mdglichkeit wére, dass die Phosphorylierung durch die PanK
katalysiert wird. Es gibt frihe Untersuchungen in E. coli (Abiko et al., 1967, Clarke et
al., 2005), R. norvegicus (Shimizu et al. 1973) und B. ammoniagenes (Shimizu et al.,
1973, Shimizu et al., 1983), die belegen, dass die Phosphorylierung von Pantethein
durch die PanK erfolgt. Allerdings erfolgt die Bindung dieses Substrats im Vergleich
mit Pantothenat in E. coli mit geringerer Affinitat (Worthington und Burkart, 2006).
Ahnliche Hinweise auf einen Bypass-Weg, der allerdings PanK unabhangig ist, gibt
es bei D. melanogaster (Rana et al., 2010). Es konnte die Aufnahme und Umsetzung
von Pantethin in PanK-Mutanten (dPANK/fbl) sowie in Zellen mit herunter regulierter
PanK nachgewiesen werden (Rana et al., 2010). Da die Supplementierung in diesen
Zellen mit Pantethin im Gegensatz zur Supplementierung mit Pantothenat zu einer
Wiederherstellung des Wildtypphanotyps fuhrte, wurde vermutet, dass eine PanK
unabhangige Metabolisierung von Pantethin zu CoA erfolgt (Rana et al., 2010).
Weiterfihrende Untersuchungen mit Cabl in S. cerevisiae konnten kléaren, ob diese
ebenfalls Pantethein umsetzen kann und mit welcher Affinitat diese Bindung erfolgt.
Sollte es moglich sein, durch die Uberexpression eines Transporters und einer
Pantethein Kinase die ersten drei Biosyntheseschritte des CoA-Wegs zu umgehen,
konnte dieser Bypass-Weg auch in S. cerevisiae etabliert und hinsichtlich des CoA-
bzw. Acetyl-CoA-Gehaltes charakterisiert werden.
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4.5  Expression der CoA-Biosynthesegene

Um einen allgemeinen Einblick in die genetische Kontrolle der CoA-Biosynthese in
S. cerevisiae zu bekommen, wurde die Expression der fiinf CoA-Biosynthesegene in
Abhangigkeit von der C-Quelle bzw. von der Verfugbarkeit von Aminosauren unter-
sucht. Mit Hilfe von lacZ-Fusionen und anschlieend ermittelten B-Galaktosidase-
Enzymaktivitaten konnte zunachst festgestellt werden, dass es sich bei CAB1, CAB2
und CAB3 um maRig stark, bei CAB4 und CAB5 um schwach exprimierte Gene
handelt. Ein moderater Anstieg der Genexpression um den Faktor 1,5 - 2 in
Anwesenheit der nicht-fermentierbaren C-Quelle Ethanol (Glucosederepression)
konnte fur die lacZ-Fusionen von CAB1, CAB2 und CAB5 festgestellt werden. Der
Vergleich erfolgte mit Genexpressionswerten, die wahrend des Wachstums mit der
C-Quelle Glukose erzielt wurden. Die Abwesenheit von Aminosauren fihrte bei
CAB2, CAB3 und CAB5 zu einer Steigerung der Genexpression auf das 1,5 - 1,7-
fache. Insgesamt handelt es sich also um geringe Anstiege der Genexpression der
CAB-Gene. Es sind sogenannte Haushaltsgene, die quasi konstitutiv auf einem
geringen Niveau exprimiert werden. Diese Gene, die in ihren Kontrollregionen keine
TATA-Box enthalten, sind in grundlegende zellulare Prozesse involviert und werden
nicht oder allenfalls leicht durch Stress oder biotische Reize reguliert (Yang et al.,
2007). Die Analyse der Promotoren der CAB-Gene ergab in der Tat, dass diese
keine TATA-Box enthalten.

Im Gegensatz zu den Befunden in der Hefe ergaben Untersuchungen in H. sapiens
eine Regulation des hPANK1a Gens auch auf transkriptioneller Ebene (Ramaswamy
et al., 2004). In der Promotor-Region dieses Gens befinden sich vier PPRE-Motive
(,peroxisome proliferator response element”), die als Bindestellen des Transkriptions-
faktors PPARa dienen (,peroxisome proliferator activator receptor a“; Ramaswamy et
al., 2004). Dieser in der Leber hoch exprimierte Transkriptionsfaktor wird durch die
Anwesenheit von Fettsauren, die wahrend eines Nahrstoffmangels durch Hydrolyse
von Triacylglyceriden entstehen, aktiviert. PPARa verstarkt die Expression von
Genen, die an der Oxidation von Fettsauren beteiligt sind (Schoonjans et al., 1996).
Somit besteht ein Zusammenhang zwischen der PanK-Expression, dem CoA-Gehalt
und dem metabolischen Status der Zelle, der in friheren Arbeiten bereits erkannt
wurde (Tahiliani und Beinlich, 1991; Reibel et al., 1981; Robishaw et al., 1982;
Halvorsen, 1983; Lund et al., 1986).

Die Analyse der hPANKla-Promotorsequenz mit Hilfe der TRANSFAC-Datenbank
ergab Bindestellen fur weitere Transkriptionsfaktoren. Es konnte ein ,carbohydrate
response element®, ein SRE-Motiv (,sterol regulatory element*) und ein GIRE
(,0lucose responsive element®) identifiziert werden. Diese Motive befinden sich in
Kontrollsequenzen von Genen, die in den Glukose- und Lipidmetabolismus involviert
sind (Yahagi et al., 2002; Sun et al., 2002; Torra et al., 2002). Diese Analyse
verdeutlicht, dass die Genexpression von hPANK1a unter metabolischer und hormo-
neller Kontrolle steht. Der Regulation durch Glucose als C-Quelle bzw. durch Lipide
Uber das SRE-Element werden die grol3te Bedeutung beigemessen (Ramaswamy et
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al., 2004). Somit erhéht Glukoseverfligbarkeit die Expression von hPANK1a, den
Gehalt an hPanK1a und somit auch den CoA-Gehalt der Zelle, der damit abhangig
ist von dem metabolischen Status der Zelle (Ramaswamy et al., 2004, Kondrup und
Grunnet, 1973; Lund et al.,, 1986; Savolainen et al., 1977; Smith et al.,, 1978;
Smith und Savage, 1980). Die Steigerung der Expression von PANK4 unter
Glukoseeinfluss konnte ebenfalls in Muskelzellen von R. norvegicus beobachtet
werden (Li et al., 2005).

Die Expression von mPanK1a in M. musculus erfolgt dagegen auf einem konstitutiv
hohen Niveau (Rock et al., 2000). Die Genexpression der weiteren PanK-Isoformen
hPANK1B, hPANK2 und hPANKS, in deren Kontrollregionen sich keine Bindestellen
fur PPARa befinden, wird nicht auf transkriptionaler Ebene beeinflusst (Ramaswamy
et al., 2004).

Auch fur das humane hCOASY-Gen, das fir das bifunktionelle Enzym mit PPAT-
und DPCK-Aktivitaten codiert, konnte eine Regulation auf transkriptionaler Ebene
festgestellt werden (Daugherty et al.,, 2002). Daflr spricht die Variation der
Expression um den Faktor 10 in unterschiedlichen Geweben. Diese spielt eine
wichtige Rolle, da der CoA-Bedarf in den Zelltypen variiert und dieser in schnell
wachsenden Zellen, u. a. auch in Tumorzellen, gesteigert ist (Daugherty et al., 2002).

In E. coli und anderen Organismen gibt es noch keine Hinweise auf eine transkrip-
tionale Kontrolle der CoA-Biosynthesegene. Der CoA-Gehalt scheint allein durch die
biochemische Regulation der PanK (und ev. der PPAT) durch den Inhibitor CoA zu
erfolgen.

Zusammenfassend konnte also nachgewiesen werden, dass die Expression einiger
Gene bzw. Isogene der CoA-Biosynthese (PANK4 in Muskelzellen von R. norve-
gicus, hPANKla und hCOASY aus H. sapiens) in Anpassung an veranderte
Bedingungen variiert. Fur S. cerevisiae konnte keine nennenswerte Regulation der
CAB-Gene auf transkriptionaler Ebene festgestellt werden.

4.6  Heterologe Komplementation letaler Hefemutation  en durch
bakterielle Gene der spaten CoA-Synthese

Durch heterologe Komplementation sollte geklart werden, ob es sich bei den durch
Ahnlichkeiten zu humanen CoA-Biosynthesegenen identifizierten Leserahmen
YILO83C, YKL0O88W, YDR277C und YDR196C um CoA-Biosynthesegene handelt.
Die durch Enzymtests charakterisierten Genprodukte der entsprechenden Gene in
E. coli, die allerdings keine oder nur geringe Sequenzhomologien zu den eukaryo-
tischen Proteinen aufweisen, waren in der Lage, Mutationen in den jeweils essen-
tiellen S. cerevisiae Genen zu komplementieren (Tabelle 20). Dies gilt auch fir das
bakterielle PanK Gen coaA, das eine cabl Mutation komplementiert (vgl. Abschnitt
4.1).
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Tabelle 20: Test auf heterologe Komplementation let  aler Hefemutationen.

Neue . Komplementation
Gen Genbezeichnung Enzymaktivitat durch
YILO83C CAB2 PPCS coaBC
YKLO088W CAB3 PPCDC coaBC
YGR277C CAB4 PPAT coaD
YDR196C CAB5 DPCK coakE

Ein Allel der essentiellen Gene wurde in einem diploiden S. cerevisiae Stamm zerstort. Nach
meiotischer Segregation wurden haploide Deletionsmutanten, die das entsprechende Gen
aus E. coli enthielten, identifiziert. Die Genbezeichnung wurde erneuert und erfolgte in der
Reihenfolge des Auftretens der Genprodukte in dem CoA-Syntheseweg. Die Zuordnung der
Enzymaktivitdten ergab sich aus dem komplementierenden Gen, da fir E. coli Enzymtests
durchgefuhrt wurden.

Mit diesem Versuch konnte indirekt die Beteiligung der Enzyme an dem CoA-
Biosyntheseweg nachgewiesen und die Enzymaktivitat zugeordnet werden. Diese
Befunde zeigen, dass es sich bei der Gewinnung von CoA um einen ubiquitaren
Biosyntheseweg handelt, der finf enzymatische Schritte umfasst. Es handelt sich in
S. cerevisiae um monofunktionale Enzyme. Es gibt allerdings Variationen in der
Enzymorganisation zwischen den Organismen.

Die PPCS, die die zweite Reaktion des CoA-Biosyntheseweges katalysiert, kommt in
E. coli sowie den meisten Prokaryoten als bifunktionales Enzym CoaBC gemeinsam
mit der PPCDC vor (Kupke et al., 2000; Strauss, 2001). Die Existenz eines ebenfalls
bifunktionalen Enzyms konnte auch fur Archaea anhand von Untersuchungen in
Methanocaldococcus jannaschii (Kupke und Schwarz, 2005) nachgewiesen werden.
Eine Ausnahme innerhalb der Prokaryoten stellen die Enzyme in Streptokokken und
Enterokokken dar, da sie monofunktional sind (Gerdes et al., 2002; Izard und Gerlof
1999). Naher charakterisiert wurde das Protein aus Enterococcus faecalis (Yao et al.,
2009). Eine Parallelitat beider moglichen Organisationsformen dieses Enzyms
konnte fUr B. anthracis nachgewiesen werden, in dem neben dem bifunktionalen
CoaBC auch ein monofunktionales CoaB vorkommt (Gerdes et al., 2002).

Die Erkenntnisse Uber die Organisation der PPCS in Pflanzen stammen aus
Untersuchungen in A. thaliana, in der ein monofunktionales Enzym AtCoaB und das
zu 90% identische AtCoaB* vorkommt (Kupke et al, 2003). Allerdings fehlt bis jetzt
der enzymatische Nachweis der PPCS-Aktivitat bei diesem mdoglichen Isoenzym.
Das PPCS-Enzym in Saugern ist ebenfalls monofunktional (Manoj et al., 2003).
AtHal3a aus A. thaliana besitzt PPCDC-Aktivitat (Kupke, 2002; Kupke et al., 2001)
und ist zu 50% identisch zu dem ebenfalls monofunktionalen Protein aus Saugern
(Manoj et al., 2003).

Innerhalb der Prokaryoten existiert CoaD als monofunktionales Enzym mit einer
PPAT-Aktivitat. Es wurden Enzyme aus C. ammoniagenes (Martin und
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Drueckhammer, 1993), E. coli (Izard und Gerlof, 1999; Izard, 2002; Izard, 2003,
Gerlof et al., 1999), M. tuberculosis (Morris und Izard, 2004) und T. thermophilus
(Takahashi et al., 2003) isoliert und charakterisiert.

Unterschiede in der Organisation treten innerhalb der Eukaryoten auf. Wahrend die
PPAT in A. thaliana als monofunktionales Enzym AtCoaD vorkommt (Kupke et al.,
2003), existiert in Sdugern das bifunktionale Enzym der CoA-Synthase (Daugherty et
al., 2002; Aghajanian und Worall, 2002; Zhyvoloup et al., 2002). Dieses setzt sich
zusammen aus der PPAT und der finalen Enzymaktivitdt des CoA-Biosynthesewegs,
der DPCK. Dagegen existiert die DPCK in E. coli (Mishra et al., 2001), H. influenzae
(O'Toole et al., 2003; Obmolova et al., 2001), M. tuberculosis (Walia und Surola,
2011) und A. thaliana als monofunktionales Enzym.

Aus der Abbildung 42 wird deutlich, dass unter den Enzymen, die an der CoA-Bio-
synthese beteiligt sind, die Pantothenat Kinase die grof3te Variation durch die
Existenz von Isoenzymen und aufgrund von Unterschieden bei deren Regulation
zeigt. GroRRenvariationen treten bei einigen PanK-Isoformen sowie bei der PPCDC
(Cab3) in der Hefe und der DPCK in M. tuberculosis auf. Die Bifunktionalitat
beschrankt sich auf die Enzymkombinationen PPCS/PPCDC (bei vielen Bakterien)
und PPAT/DPCK (CoA Synthase; bei htheren Metazoen).
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Abbildung 42: Evolutionare Vielfalt der am CoA-Bios yntheseweg beteiligten
Enzyme.

Mal3stabsgetreu dargestellt sind die an der Biosynthese von CoA beteiligten Enzyme, wobei
die Einteilung der PanK in die drei Klassen durch verschiedene Blau-T6ne dargestellt wurde.
Die bifunktionellen Enzyme mit PPCS/PPCDC-Aktivitat bzw. die CoA-Synthase mit PPAT/
DPCK-AKktivitat befinden sich in der Mitte der jeweiligen Tabellenspalten.
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4.7  Untersuchungen zum CoA synthetisierenden Enzymk  omplex

In diesen Untersuchungen stand der von Bucovaz et al. (1997) beschriebene und
mutmallich in S. cerevisiae vorkommende Enzymkomplex (CoA-SPC) im Mittel-
punkt, der alle fir die Synthese von CoA benétigten Enzymaktivitaten beinhalten soll.
Bucovaz et al. konnten einen Enzymkomplex mit einer Grof3e von 375 - 400 kDa
reinigen, in dem allerdings lediglich die PPAT- und DPCK-Aktivitdten des herkdmm-
lichen CoA-Biosyntheseweges nachweisbar waren, so dass vermutet wurde, dass in
S. cerevisiae ein alternativer Biosyntheseweg existiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe einer GroRenausschluf3-Chromatographie
(Gelfiltration) ein ca. 330 kDa grofRer Enzymkomplex in S. cerevisiae nachgewiesen
werden. Dieser enthalt mindestens die Proteine Cab3 und Cab5, da eine Cofraktio-
nierung entsprechender HAz-markierter Proteine stattfand. Somit stehen diese
Befunde im Einklang mit den Arbeiten von Bucovaz et al., (1997) und es konnte die
Existenz eines CoA-SPC in der Hefe bestatigt werden, wenngleich mit teilweise
anderen Enzymaktivitdten als von diesen Autoren postuliert.

Nachfolgende in vitro Interaktionstests ergaben, dass in diesem CoA-SPC die PanK
nicht enthalten ist. Diese interagiert in vitro weder mit sich selbst noch mit anderen
Proteinen des CoA-Biosynthesewegs. Dieses Ergebnis unterstitzt die Befunde von
Bucovaz et al. (1997), die keine PanK-Aktivitat in dem gereinigten Enzymkomplex
nachweisen konnten. Die Ergebnisse der Komplementationstests mit PanK-
Varianten (vgl. Abschnitt 4.3) lieBen allerdings die Vermutung zu, dass die PanK in
vivo maglicherweise zur Dimerisierung befahigt ist. Um diese Frage der Organisation
der PanK in der Hefe zu klaren, missten weitere Methoden zur Analyse von Protein-
Protein-Interaktionen herangezogen (Anwendung des Hefe ,Two-Hybrid“-Systems;
Plasmon-Oberflachenresonanz, SPR) oder eine Kristallisierung des Enzyms vorge-
nommen werden.

Die Analyse des Komplexes durch paarweise Interaktionsstudien ergab, dass die
Proteine Cab2-Cab5 mit dem grofiten Protein des Biosynthesewegs Cab3 inter-
agieren. Diese Befunde und die Ergebnisse der Gelfiltration sprechen dafur, dass die
Proteine Cab2, Cab3, Cab4 und Cab5 einen Komplex von ca. 330 kDa bilden.
Aufgrund der GroRe der Proteine kann man Uber die Zusammensetzung des
Komplexes spekulieren. Eine denkbare Variante ware ein heterooktamerer Komplex,
in dem jedes Protein mit zwei Kopien auftritt: (Cab2-42kDa + Cab3-65kDa + Cab4-
34kDa + Cab5-27kDa), = 336 kDa. Diese mdgliche Stochiometrie des Komplexes
steht im Einklang mit Untersuchungen zur Proteinanalytik, die ergaben, dass die
Cab-Proteine in vergleichbaren Mengen in der Zelle vorhanden sind (Cab2: 3170
Molekule/Zelle; Cab3: 2940 Molekiile/Zelle; Cab4: 3610 Molekile/Zelle; Cab5: 1660
Molekule/Zelle; Ghaemmaghami et al., 2003). Da fur die Proteine Cab2, Cab4 und
Cab5 keine Dimerisierung in den in vitro Interaktionsstudien nachgewiesen werden
konnte, kann man davon ausgehen, dass die Bindung Uber das Gertstprotein Cab3
erfolgt.

Bei den Interaktionsstudien wurde auf die Wechselwirkung mit Cab3 fokussiert, und
durch Herstellung von Langenvarianten war es mdglich, die minimalen Interaktions-
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bereiche einzugrenzen (zusammengefasst in Abbildung 43). Bei diesen Wechselwir-
kungen handelt es sich um direkte Interaktionen, da diese auch im heterologen Wirt
nachweisbar waren.

Cab5g1.160 Cab46-305

———

349-409 Cab3

1-50 -101-150 -201-252

——
A

L

a 188 208 308 488 500
\ 4

——

1-50 -101-150 -201-

349-409 Cab3

2

52
h

AN

Cab2 1-87; Cab21.1g5

Abbildung 43: Interaktionen der Proteine im CoA-SPC

Die Untereinheiten des CoA-Biosynthesekomplexes sind maf3stabsgerecht dargestellt und
die Interaktionen durch Pfeile verdeutlicht. Die interagierenden Proteinverkirzungen sind als
dunkelgraue Balken dargestellt, wobei sich die Zahlenangaben auf die Aminosaureposi-
tionen beziehen.

Eine Untersuchung der Sekundarstrukturen der Cab-Proteine (mit Hilfe des GOR IV
Algorithmus) ergab keine Hinweise auf hydrophob-amphipatische a-Helices in den
interagierenden Bereichen. Diese treten haufig in Interaktionsdoméanen auf. Es
handelt sich dabei um eine Sekundarstrukturprognose, die von empirischen Studien
bekannter Tertiar-Proteinstrukturen abgeleitet wurde (Robson et al., 1974, Garnier et
al., 1978, Garnier et al., 1996).
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Der CoA-SPC konnte in der Zukunft weiter aufgereinigt werden, so dass idealerweise
alle an der Bildung beteiligten HAsz-markierten Proteine nachgewiesen werden
konnen. Weiterhin waren Experimente zur Aufklarung der Stochiometrie denkbar,
z. B. mit Hilfe der Massenspektrometrie, denn diese Methode bietet ein grolRes
Potential fur die Bestimmung der Stéchiometrie von Multiprotein-Komplexen (Hoch-
leitner et al., 2005).

Interessant ware es zu kléaren, ob es in anderen Organismen eine dem CoA-SPC
ahnliche Organisationsform der CoA-synthetisierenden Enzyme gibt. Dazu kdnnten
analog zu den Experimenten in S. cerevisiae alle HAz-markierten Enzyme des CoA-
Biosynthesewegs beispielsweise aus E. coli bzw. M. musculus tUberexprimiert und
eine anschliel3ende Fraktionierung mittels Gelfiltration vorgenommen werden.

S E X 1 TDEKVNSDQNMNGKQGVNLISSLPTTQVPVSILTNKERRKSIHD gy S le g
S. paradoxus ~ MTDEKVNSDQNMNGKQGVNLVSSLPTTQVPVSILTNKERRKSVEENFERTDGHDDQSR 60
S. mi kat ae MTDEKLKSDRNMNGKQGVNLISSLPTTQVPVSILTNKEKRKSVHDETSFERSDNHDDLPR 60
I V1= 1|0 = —
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S.cerevisiae TGS VATIKVPLI | DKLFKIYGPEKISIQLIVTKP 375
S.paradoxus TGS VAT KVPLI | DKLFKIYGPEKISIQLIVTKPAEHFLKGLKMSTHVKIWREEDAWVFD 419
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Abbildung 44: Multipler Sequenzvergleich eukaryotis cher PPCDC-Enzyme.

Die Aminosduresequenzen der Phosphopantothenylcystein Decarboxylasen aus den Euka-
ryoten S. cerevisiae, S. paradoxus, S. mikatae, M. musculus, H. sapiens, D. melanogaster
und A. thaliana wurden mittels ClustalW?2 verglichen. Blau unterlegt sind die Bereiche mit
identischen Aminoséduren. Die vier funktionellen Motive, die entscheidend fur die PPCDC-
Aktivitdt sind, wurden durch Verwendung von roten Buchstaben verdeutlicht. Schwarz
unterlegt mit weiRer Schrift sind die konservierten und fur die PPCDC-Funktion essentiellen
Aminosaurereste hervorgehoben (Ruiz et al., 2009). Die durch die Interaktionsstudien
identifizierten Interaktionsbereiche im Cab3 wurden durch dunkelblaue Unterlegung und
weil3e Schrift gekennzeichnet.
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Nachdem in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass alle Proteine des CoA-Komplexes mit
Cab3 direkt interagieren, konnte man eine zentrale Rolle als Gerustprotein
postulieren. Auffallend in dem Sequenzvergleich (Abbildung 44) eukaryotischer
PPCDC-Enzyme ist der GroRenunterschied der einzelnen Proteine. Die PPCDCs
von M. musculus, H. sapiens und A. thaliana besitzen mit 204 bzw. 209 Aminosauren
praktisch dieselbe Grél3e, die allerdings nur ca. 36% der von Cab3 ausmacht. Ein
sehr gro3er Bereich im N-Terminus von Cab3 (Aminosduren 1-241) zeigt lediglich
konservierte Bereiche innerhalb der eng verwandten Hefen S. cerevisiae, S. baya-
nus, S. mikatae und S. paradoxus. Anhand dieser Analyse kann man vermuten, dass
es sich um einen Proteinbereich handelt, der spezifisch fur die Gattung Saccharo-
myces und nicht essentiell fir die PPCDC-Funktion ist. Unterstitzt wird diese
Vermutung durch den Sequenzvergleich, in dem der N-Terminus von Cab3 keinerlei
Ahnlichkeiten zu Proteinen oder Proteinabschnitten anderer Organismen aufweist.

In diesem Saccharomyces-spezifischen Bereich des Cab3-Proteins sind drei der vier
identifizierten Interaktionsbereiche lokalisiert. Lediglich Cab4 interagiert mit einem
stark konservierten Bereich des Cab3-Proteins (Aminosduren 349-409). Weitere
Untersuchungen konnten klaren, ob sich die Fahigkeit zur Interaktion mit Cab4 von
der Enzymfunktion des Cab3-Proteins trennen lasst.

Durch einen Sequenzvergleich mit der bereits funktionell charakterisierten
bakteriellen PPCDC (coaBC Genprodukt; Blaesse et al., 2000; Kupke et al., 2001)
und anschlieRender Funktionsanalyse von Mutanten konnten einige fur die Funktion
essentielle Aminosaurereste des Enzyms in A. thaliana identifiziert werden
(Hernandez-Acosta et al., 2002; Ruiz et al., 2009). So konnten vier Funktions-
domanen, die in dem Sequenzvergleich (Abbildung 44) durch rote Buchstaben
hervorgehoben und mit I-IV bezeichnet sind, identifiziert werden. Dabei handelt es
sich um PPCDC-Kerndomanen, die innerhalb aller bisher untersuchten PPCDCs
vorkommen und entscheidend fur die Enzymfunktion sind (Ruiz et al., 2009). Fur
A. thaliana konnte den drei schwarz unterlegten Aminosauren H90 (in Motiv II), N142
(Motiv 1ll) und C175 (Motiv IV) eine essentielle Funktion im AtHal3a Enzym zuge-
ordnet werden (Ruiz et al., 2009). Vergleichende Analysen in Cab3 ergaben, dass
sich C478 (entspricht C175) in der Substraterkennungsdomane befindet und fur die
Decarboxylase-Funktion essentiell ist. Unklar ist dagegen die funktionelle Bedeutung
der Reste H390 (entspricht H90) und N443 (entspricht N142; Ruiz et al., 2009).

Aufgrund von Sequenzhomologien zur humanen PPCDC wurden in S. cerevisiae
Vhs3, Hal3 (Sis2) und Cab3 als mogliche Enzyme mit PPCDC-Aktivitat identifiziert
(Vhs3-Cab3: 23% identisch; Hal3-Cab3: 22% identisch; Vhs3-Hal3: 47% identisch).
Hal3 und Vhs3 wurden urspriinglich als negativ-regulatorische Untereinheiten der
Ppz1-Phosphatase, die eine Rolle bei der Salztoleranz spielen, beschrieben (Ferran-
do et al., 1995, Ruiz et al., 2004). Es ist allerding fraglich, ob es sich bei diesen
Proteinen um Proteine mit PPCDC-Aktivitat handelt. Im Gegensatz zu Cab3 und den
anderen Cab-Proteinen sind Vhs3 und Hal3 einzeln nicht essentiell. Die synthetische
Letalitat, die nur in einer vhs3 hal3 Doppelmutante auftritt, ist weder durch einen
Uberschuss an Ppzl-Phosphatase noch durch eine Uberexpression von Cab3
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aufzuheben (Ruiz et al., 2009). Umgekehrt konnte auch eine cab3 Nullmutation
weder durch VHS3- noch durch HAL3-Uberexpression supprimiert werden (Olzhau-
sen, 2006). Gegen die Annahme, es handele sich bei Vhs3 und Hal3 um mdogliche
PPCDCs, spricht das Fehlen des konservierten und essentiellen Cystein-Rests in der
Domane IV (Strauss et al., 2001; Hernandez-Acosta et al., 2002; Ruiz et al., 2009;
Zhang et al.,, 2009). Anstelle dessen befindet sich in Vhs3 und Hal3 ein fur die
Inhibition der Ppzl-Phosphatase essentieller und konservierter Asparagin-Rest
(Munoz et al., 2004). Auch eine Hal3N466C Mutante hatte keine PPCDC-Aktivitat
und war aufgrund dessen nicht in der Lage, eine cab3 Mutation zu komplementieren
(Ruiz et al., 2009).

Es ist nicht auszuschlieRen, dass es einen Zusammenhang zwischen der CoA-
Biosynthese und der Regulation des Salzhaushaltes gibt, da fur die PPCDC AtHal3a
in A. thaliana und NtHal3 in N. tabacum (Yonamine et al., 2004) eine Funktion bei
der Salztoleranz beschrieben werden konnte. Allerdings ist Cab3 kein Inhibitor von
Ppzl (Ruiz et al., 2009). Es bleibt folglich unklar, welchen Zusammenhang es
zwischen den Inhibitoren der Ppzl-Phosphatase und der PPCDC Cab3 in der Hefe
gibt. Es ware denkbar, dass Vhs3 und Hal3 eine weitere Funktion besitzen, die
unabhangig von der Ppzl-Phosphatase und dem CoA-Biosyntheseweg ist.

Ungewiss sind die Aussagen zur Organisation der PPCDC in der Hefe. Laut Ruiz et
al. (2009) besitzt erst ein Heterotrimer aus Vhs3, Hal3 und Cab3 PPCDC-Aktivitat.
Fur die in vitro-Interaktion mit Cab3 wurde das Proteingemisch Vhs3+Hal3
eingesetzt, so dass man eine indirekte Interaktion von Vhs3 an Hal3 nicht
ausschlieen kann. Dieses und die Tatsache, dass fir die PPCDC-Funktion
anscheinend Cab3 und ev. Hal3 ausreichend sind, sprechen gegen dieses Modell.
Unsicher sind diese Aussagen auch im Kontext der Multimerisierung von Cab3, die in
der hier vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden konnte.

Ein Ansatz fur weitere Experimente ware die Klarung, ob eine Interaktion der
Proteine Hal3 bzw. Vhs3 mit den Proteinen des Cab-Komplexes stattfindet. Falls das
nicht zutrifft, ware es maoglich, die Proteine Hal3 und Vhs3 mit dem N-terminalen
Bereich von Cab3 zu fusionieren. Dadurch kdnnte getestet werden, ob dieser N-
terminale Bereich fir die Vermittlung der Protein-Protein-Wechselwirkung ausreicht
und diese auch Proteinen vermittelt werden kann, die normalerweise nicht mit den
Proteinen des CoA-Biosyntheseweges interagieren.

Um die Funktion von Hal3 und Vhs3 zu klaren, kbnnten Enzymtests mit heterolog
exprimierten Proteinen Hal3, Vhs3 und Cab3 durchgefuhrt und mit Daten zur
Expression von CoaBC (dem entsprechenden Enzym aus E. coli) verglichen werden.
Geklart werden konnte damit die Frage, ob Hal3 bzw. Vhs3 eine PPCDC-AKktivitat
besitzen.

Interessant ware es auch zu Uberprifen, ob fur die Decarboxylierungsfunktion der in
allen Organismen konservierte Bereich ohne den S. cerevisiae spezifischen N-
Terminus ausreichend ist. Es kdnnte mit diesen Experimenten geklart werden, ob es
sich bei dem N-Terminus tatséchlich um eine Interaktionsplattform ohne katalytische
Funktion handelt und ob fir die PPCDC-AKktivitat der C-Terminus ausreicht.
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4.8

Resimee

Allgemeine Untersuchungen zur CoA-Biosynthese in S. cerevisiae ermdglich-
ten es, den anhand von Sequenzéhnlichkeiten zu humanen Genen
identifizierten Genen eine Enzymaktivitat zuzuordnen. Dabei stand die
heterologe Komplementation von S. cerevisiae-Mutanten mit Strukturgenen
aus E. coli im Mittelpunkt.

Es handelt sich bei der CoA-Biosynthese somit um einen ubiquitdren Stoff-
wechselweg, der finf enzymatische Schritte umfasst.

Alle Enzyme des CoA-Biosyntheseweges mit Ausnahme der Pantothenat
Kinase bilden in S. cerevisiae einen CoA-synthetisierenden Enzymkomplex
(CoA-SPC). Mdglicherweise stellen Saccharomyces-Hefen damit eine Aus-
nahme in der Organisation der Enzyme dar.

Alle Proteine dieses Komplexes interagieren direkt mit Cab3. Moglicherweise
dient dieses Protein als Gerustkomponente des Komplexes.

Es war mdglich, die minimalen Proteinbereiche zu identifizieren, die fur die
Interaktion der Cab-Proteine mit Cab3 bendétigt werden.

Die Regulation der CoA-Biosynthese erfolgt auf der Ebene der Pantothenat
Kinase durch eine ,Feedback®-Inhibition durch Acetyl-CoA. Die Inhibition
durch CoA erfolgt in einem geringeren Mal3e.

Durch gerichtete Mutagenese des CAB1 Gens ist es gelungen, die deregu-
lierte und katalytisch intakte PanK-Variante Cab1W331R zu erzeugen. Diese
zeigte gegeniber der Wildtyp-PanK eine vierfach gesteigerte Enzymaktivitat.
Die genomische Integration dieser Variante in einen Wildtypstamm fihrte zu
einer Steigerung des Acetyl-CoA Gehalts auf das Sechsfache, verglichen mit
einem Wildtypstamm.

Dieser Befund kdnnte die Basis fur weitergehende Untersuchungen und die
biotechnologische Produktion von Acetyl-CoA in Saccharomyces cerevisiae
sein.



MATERIAL UND METHODEN 103

5 Material und Methoden

5.1 Verwendete Organismen
5.1.1 Hefestamme
5.1.1.1 Ubernommene Stimme

Entsprechend den verschiedenen experimentellen Zielstellungen wurden diverse Stamme
der Hefe Saccharomyces cerevisiae benutzt. Folgende haploide und diploide Stamme
wurden aus friheren Arbeiten tbernommen.

Stamm Genotyp Herkunft/Referenz

C13-ABYS.86 MATa ura3 leu2 his3 pral prbl prcl cpsl D. Wolf, 1985

JS91.15-23 MATa ura3 leu2 his3 trpl Schiller et al., 1995

JS91.14-24 MATa ura3 his3 cab1® H. Finder, 1991

KLY16 MATa/MATa ura3/ura3 his3/his3 leu2/LEU2 K. Landsberg
trpl/TRP1 CAB3/Acab3::HIS3 '

SBY1 MATa/MATa ura3/ura3 his3/his3 leu2/LEU2 S. Burghardt
trpl/TRP1 CAB4/Acab4::HIS3 '

SBY2 MATa/MATa ura3/ura3 his3/his3 leu2/LEU2 S. Burghardt
trpl/TRP1 CAB5/Acab5::HIS3 '

SSH1 MATa/MATa ura3/ura3 his3/his3 leu2/LEU2 S Schiibbe
trpl/TRP1 CAB1/Acabl::HIS3 '

IS42 MATa ura3 Stammsammlung AG

Schdller

PJ694A MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-53 his3-200
Agald Agal80 GAL2-ADE2 lys2::GAL1-HIS3 James et al., 1996
met2::GAL7-lacZ

JOY1 MATa/MATa ura3/ura3 his3/his3 leu2/LEU2 3. Olzhausen
trpl/TRP1 CAB2/Acab2::HIS3 '

JOY2 MATa/MATa ura3/URA3 his3/his3 leu2/LEU2 3. Olzhausen
TRP1/TRP1 CAB1l/cabl-ts '

JOY2D MATa/MATa ura3/URA3 his3/his3 leu2/LEU2

TRP1/TRP1 Acabl::HIS3/cabl-ts

J. Olzhausen

Bedeutung der Gensymbole:

MATa und MATa beziehen sich auf den Paarungstyp des jeweiligen Stammes. ura, leu, his,
trp und met verursachen entsprechende Aminosdure- bzw. Basenauxotrophien. Ein
bestimmter deletierter Bereich in einem Gen wird mit dem Symbol A gekennzeichnet, wie
beispielsweise Acabl, welches fur eine Deletion in dem Gen CABL steht. Ist in einem Gen
ein Selektionsmarker integriert, oder handelt es sich um eine Genkassette zur
chromosomalen Integration/Markierung, so wird folgendes Symbol vorangestellt ,::* . pral,
prbl, prcl und cpsl bezeichnen Defekte der vakuolaren Proteinasen yscA, yscB, yscY und
yscS.
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5.1.1.2 Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Stamme

Stamm  Genotyp Ausgangsstamm

JOY14 his3::MET25pro-HA3-CAB3::HIS3 trpl::MET25pr0-HAs- JS91.15-23
CAB5:: TRP1

JOY15 Ty:MET25pr0-CAB2 JS91.15-23

JOY16 Ty-MET25pro-CAB2 his3::MET25pr0-HA3-CAB3::HIS3 JOY15
trpl::MET25pr0-HA3;-CABS5:: TRP1

JOY17 Ty-MET25pro-CAB2 his3::MET25pro-HA3-CAB3::HIS3 JOY16
trpl::MET25pr0-HA3-CABS:: TRP1 leu2::MET25pro-HAs-
CAB4::LEU2

JOY18 Ty-MET25pro-CAB2 his3::MET25pro-HA3-CAB3::HIS3 JOY17

trpl::MET25pr0-HA3-CABS:: TRP1 leu2::MET25pr0-HAs-
CAB4::LEU2 ura3::MET25pr0-HA-CAB1::URA3
JOY19 Ty-MET25pro-CAB2 his3::MET25pr0-HA3-CAB3::HIS3 JOY17
trpl::MET25pr0-HA3-CABS5:: TRP1 leu2::MET25pro-HAs-
CAB4::LEU2 ura3::MET25pro-HA-CAB1IW331R::URA3
JOY22 ura3::URAS leu2::LEUZ2 his3::HIS3 trp1::TRP1 JS91.15-23

Bedeutung der Gensymbole:

MATa und MATa beziehen sich auf den Paarungstyp des jeweiligen Stammes. ura, leu, his,
trp und met verursachen entsprechende Aminosaure- bzw. Basenauxotrophien. Ist in einem
Gen ein Selektionsmarker integriert, oder handelt es sich um eine Genkassette zur
chromosomalen Integration/Markierung, so wird folgendes Symbol vorangestellt ,::*

5.1.2 E. coli-Stamme

Bakterien der Art Escherichia coli wurden in dieser Arbeit einerseits zur Vervielfaltigung von
Plasmiden und andererseits zur Uberexpression von Proteinen eingesetzt. Die in vitro
konstruierten Plasmide wurden in E. coli DH5 a transformiert und nach entsprechender
Vermehrung reisoliert.

Stamm Genotyp Herkunft/Referenz

DH5a supE44 hsdR17 (r-mk*) recAl endAl gyrA96 Hanahan, 1985
thi-1 AlacU169 ($80AlacZ::M15)

BL21-CodonPlus  E.coli B F- ompT hsdS(rg-mg-)dcm’ Tet Stratagene

(DE3)-RP gal\(DE3) endA Hte [argU proL Cam'|zusétzliche

tRNA-Gene: argU (AGA, AAGG), proL (CCC)

Die Uberexpression von GST-Fusionsproteinen erfolgte in dem E.coli-Stamm BL21
CodonPlus. Dieser zeichnet sich durch zusatzliche tRNA-Gene aus und ermoglicht so eine
effizientere Expression von Hefeproteinen im heterologen Wirt.

52 Nahrmedien

Die Sterilisation der Medien erfolgte im Autoklaven fir 20 min bei 120C und einem
Uberdruck von 1 bar.
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5.2.1 Bakterielle Medien

LB-Medium: 1% Trypton
0,5% NaCl
0,7% Hefeextrakt pH 7,5

Zur Selektion Ampicillin-resistenter Klone wurde dem Medium Ampicillin in einer
Endkonzentration von 100mg/l zugesetzt.

Durch Zugabe von Chroramphenicol bis zu einer Endkonzentration von 50 mg/l konnte eine
Selektion auf Chloramphenicol-Resistenz erfolgen.

YT-G-Medium: 1,6% Trypton
0,5% NacCl
1,0% Hefeextrakt
2,0% Glukose pH 7,0

Um ein Karamellisieren zu vermeiden, erfolgte die Zugabe der Glukose erst nach dem
Autoklavieren in Form einer steril filtrierten 20% igen Stammldsung.

5.2.2 Hefemedien
5.2.2.1 Vollmedien

YEPD: 1,0% Hefeextrakt
2,0% Bactopepton
2,0% Glukose

Zur Selektion auf Geneticin und Kanamycin-Resistenz wurde dem YEPD-Medium % G418
(Geneticin) hinzugesetzt

5.2.2.2 Synthetische Komplettmedien (SC)

SCD: 0,17% Yeast Nitrogen Base (GIBCO)
0,5% Ammoniumsulfat
2,0% Glukose
AS-Mix
AS-Mix: 10mg/I Ade
20mg/I Arg, His, Lys,Met, Trp, Ura
30mg/I lle, Ser, Thr, Tyr, Val
50mg/l Phe
120mg/l Leu

Die Aminoséauren zuzuglich Uracil und Adenin wurden als 20-fache Stammldsung angesetzt
(AS-Mix) und bis zum Gebrauch und der entsprechenden Verdinnung bei -20C gelagert.
Als Kohlenstoffquelle dienten 2% Glukose (SCD, Standardmedium). Zur Selektion
prototropher Transformanten wurde(n) die entsprechende(n) Aminosauren weggelassen.



MATERIAL UND METHODEN 106

5.3  Klonierungsvektoren und Plasmide

Die folgenden, im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide enthalten alle ein Ampicillin-
Resistenzgen sowie einen ColE1-Replikationsursprung.

5.3.1 Klonierungsvektoren
5.3.1.1 E.coli-Vektoren

puUC19

enthdlt eine multiple Klonierungsstelle im Gen fir das N-terminale a-Fragment der
B-Galaktosidase und ermoglicht daher ein optisches ,blau/weil3-screening” auf
insertionshaltige Klone. (Roche)

pGEX-2TK und abgeleitete Vektoren (0GEX-SCS)

Expressionsvektor zur Konstruktion N-terminaler Fusionen mit der Glutathion-S-Transferase
aus Schistosoma japonicum, ermdglicht effiziente IPTG induzierbare Expression der GST-
Fusionen in E. coli, die resultierenden Hybridproteine enthalten im Anschluss an den GST-
Anteil vektorkodierte Erkennungssequenzen fir Thrombin und Proteinkinase A (Kaelin et al.,
1992). Der Vektor pGEX-SCS hat eine um einige Schnittstellen erweiterte Klonierungsstelle.
(Dietz, Doktorarbeit, 2001).

pASK-IBA5 und abgeleitete Vektoren (pASK-IBA5-HA3)

Expressionsvektor zur Konstruktion N-terminaler Fusionen mit dem Strep-Tag®. Erméglicht
die hoch effiziente, durch das Tetracyclin Analogon Anhydrotetracyclin (AHT) induzierbare
Expression der so markierten Proteine (IBA, Goéttingen). In dieser Arbeit wurde nur die tetR
kontrollierte Expression benutzt. Der Strep-Tag® wurde bei der Konstruktion der
Expressionsplasmide entfernt. Der Vektor pASK-IBA5-HA3 verfiigt vor der Klonierungsstelle
Uber eine dreifache Insertion der codierenden Sequenz fir das HA-Epitop (Hoppen,
unverdffentlicht).

5.3.1.2 S. cerevisiae/E. coli-,shuttle“-Vektoren

Vektor Genetische Marker Herkunft/Referenz

YEp357 lacZ 2um URA3 Myers et al., 1986
Yip211 URA3 Gietz und Sugino, 1988
YIpl128 LEU2 Gietz und Sugino, 1988
pRS403 HIS3 Sikorski und Hieter, 1989
YIp204 TRP1 Gietz und Sugino, 1988
pRS416 ARS CEN URA3 Sikorski und Hieter, 1989
pRS416-GAL1  GALlpro ARS CEN URAS J. Olzhausen
pGAD-C1 ADH1pro-Galdtap-CAB3-ADH1 e LEU2 James et al., 1996
pGBD-C1 ADH1pro-Gal4pgp-CAB3-ADH1er TRP1 James et al., 1996
pTYMEX5 MET25pr0 CYClregr-loxP-LEU2-l0XP TyA TyB J. Olzhausen

p426-MET25HA  MET25pr0- HA3-CYClregr 2um URAS Mumberg et al., 1994
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5.3.1.3 Erhaltene Plasmide
Plasmid Genetische Marker Herkunft/Referenz
pJO1 MET25pr0-HA3s-CAB2-CYCLlegr2UMURA3 J. Olzhausen
pJO3 MET25pro-HA3-CAB3-CYC1l1er2UMURAS J. Olzhausen
pJO20 CAB1 J. Olzhausen
pJO29 CAB2pro-lacZ 2pum URA3 J. Olzhausen
) H.-J. Schiller,
pJS491 LEU2; 2x loxP unveroffentlicht
p\]Wl ADH1pro-GAL41Ap-SIN3 1 300-ADH11er 2|Jm LEU2 Wittmann, 2000
pJWS ADH1pro-GAL4pgp-OPI11.106-ADH11ER 2|Jm TRP1 Wittmann, 2000
pSBS5 MET25pro-HA3-CAB1-CYClregr 2um URA3 Schiibbe, 2001
pSH62 GALl-cre HIS3 Guldener et al., 2002

5.3.1.4 Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmi  de

Plasmid

pJO44
pJO48
pJO51
pJO54
pJO56
pJO57
pJO58
pJO59
pJO60
pJO61
pJO62
pJO63
pJO64
pJO65
pJO66
pJO67
pJO68
pJO70
pJO71
pJO72
pJO73
pJO74

Genetische Marker Vektoranteil

CAB1 puUC19
CABS3pro-lacZ 2um URAS YEp357
CABb5pro-lacZ 2um URA3 YEp357
MET25pro-HAs-cabl-ts-CYCligr 2um URA3 p426-MET25HA
CAB1pro-cabl-ts ARS CEN URAS3 pRS416
CAB1pro-CAB1 ARS CEN URAS pRS416
CAB4pro-lacZ 2um URAS YEp357
GST-CAB1 pGex-SCS
CAB1pro-lacZ 2um URA3 YEp357
CAB1pro-cab1G351S puUC19
CAB1pro-cab1G351S ARS CEN URA3 pRS416
MET25pro-CAB1-CYCler-loxP-LEU2-l0XP TyA TyB pTymex5
MET25pr0-CAB4-CYClrer-loxP-LEU2-I0XP TyA TyB pTymex5
MET25pro-CAB5-CYClrer-loxP-LEU2-I0XP TyA TyB pTymex5
MET25pr0-CAB2-CYClrer-loxP-LEU2-l0xP TyA TyB pTymex5
MET25pr0-CAB3-CYClrer-loxP-LEU2-loxP TyA TyB pTymex5
GST-coaA pGex-SCS

MET25pro0-HAz-cab4-CYClreg 2um URAS
MET25pro0-HAz-cab5-CYClreg 2um URAS
MET25pr0-HA3-YGR205W-CYCler 2um URA3
MET25pr0-HA3-PANK3-CYCligr 2um URAS
MET25pro-HA3z-c0aBC-CYCler 2um URAS

p426-MET25HA
p426-MET25HA
p426-MET25HA
p426-MET25HA
p426-MET25HA
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Plasmid Genetische Marker Vektoranteil

pJO75 MET25pro-HAs-coaD-CYClegg 2um URAS p426-MET25HA
pJO76 MET25pr0-HA3-cOaE-CY Cltegr 2um URAS p426-MET25HA
pJO77 GST-CAB4 pGex-SCS
pJO78 GST-CAB5 pGex-SCS
pJO79 GST-CAB3 pGex-SCS
pJO80 GAL1pro-coaBC ARS CEN URA3 pRS416-GAL1
pJO81 GAL1pro-coaD ARS CEN URA3 pRS416-GAL1
pJO82 GAL1lpro-coaE ARS CEN URA3 pRS416-GAL1
pJO83 GAL1pro-CAB2 ARS CEN URA3 pRS416-GAL1
pJO84 GAL1pro-CAB3 ARS CEN URA3 pRS416-GAL1
pJO85 GAL1pro-CAB4 ARS CEN URA3 pRS416-GAL1
pJO86 GAL1pro-CAB5 ARS CEN URA3 pRS416-GAL1
pJO90 GST-CAB31.25 pGex-SCS
pJO91 GST-CAB3501.409 pGex-SCS
pJO92 GST-CAB3349.571 pGex-SCS
pJO93 GST-CAB2 pGex-SCS
pJO94 GST-CAB31.100 pGex-SCS
pJO95 GST-CAB31.200 pGex-SCS
pJO96 GST-CAB301.252 pGex-SCS
pJO97 GST-CAB3501-349 pGex-SCS
pJO98 GST-CAB355,.572 pGex-SCS
pJO99 GST-CAB3349.409 pGex-SCS
pJO100 GST-CAB3410572 pGex-SCS
pJO113 MET25pro-HA3-CAB4,.147-CYCl1er 2um URA3 p426-MET25HA
pJO114 MET25pro-HA3-CAB4 145 261-CYClrer 2um URAS p426-MET25HA
pJO115 MET25pr0-HA3-CAB4565.305-CYCligr 2um URAS p426-MET25HA
pJO116 MET25pr0-HA3-CAB5, 5-CYCl1er 2um URA3 p426-MET25HA
pJO117 MET25pr0-HA3-CABb5g;1 160-CYClregr 2um URAS p426-MET25HA
pJO118 MET25pro-HA3-CAB5161.241-CYClrer 2um URAS p426-MET25HA
pJO119 GST-CAB3:159 pGex-SCS
pJO120 GST-CAB351.100 pGex-SCS
pJO121 GST-CAB31p1.150 pGex-SCS
pJO122 GST-CAB3151.200 pGex-SCS
pJO123 GST-CAB3100-200 pGex-SCS
pJO124 ADH1pro-Gald+ap-CAB3-ADH1er LEU2 pGAD-C1
pJO125 ADH1pro-Galdpgp-CAB3-ADH1er TRP1 pGBD-C1
pJO137 MET25pro- HA3-CAB3-CYC1er HIS3 pRS403
pJO138 MET25pr0- HA3-CAB5-CYCl1er TRP1 Yip204
pJO148 MET25pr0- HA3z-cab1W331R-CYClegr URA3 Yip211
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Plasmid Genetische Marker Vektoranteil
pJO152 MET25pgo- HA3-CAB4-CYC1egr LEU2 pJO151
pJO153 MET25pro- HA3-CAB1-CYCler URA3 Yip211
pJO154 HAs;-CAB2 pASK-IBASHA
pJO155 HAs;-CAB3 pASK-IBASHA
pJO156 HA;-CAB4 pASK-IBASHA
pJO157 HA;-CAB5 pASK-IBASHA
pTYMEX1 TyA pBluescript
pTYMEX2 TyB pBluescript
pTYMEX3 TyA TyB pTYMEX1
pTYMEX4 TyA TyB loxP-LEU2-loxP pTYMEX3
pTYMEX5 MET25pr0 CYClrer-loxP-LEU2-loxP TyA TyB pTYMEX4
pFK1 MET25pro0- HAz-c0aA-CYClier 2um URA3 p426-MET25HA
pEB5 MET25pr0-HAs-cabl Y326A F330A W331A p426-MET25HA
CYClier 2um URAS
pEB6 MET25pro-HAz-cabl 1234A CYClier 2um URAS p426-MET25HA
pEB8 MET25pr0-HAs-cabl Y326A F330A W331A 1234A p426-MET25HA
CYCltgr 2um URAS
pEB10 MET25pr0-HA3-CAB2 1 g7 CYClgr 2um URAS p426-MET25HA
pEB11 MET25pr0-HA3-CAB2 1155 CYClier 2um URA3 p426-MET25HA
pEB14 MET25pro-HA3-CAB2 185365 CYClregr 2um URA3 p426-MET25HA
pEB15 MET25pro-HA3-CAB2 573365 CYClgr 2um URA3 p426-MET25HA
pEB22 MET25pr0-HAz-cabl N155V CYClgr 2um URA3 p426-MET25HA
pEB23 MET25pr0-HAs-cabl S158V CYClgr 2um URA3 p426-MET25HA
pEB24 MET25pr0-HAs-cabl S161A CYClgr 2um URA3 p426-MET25HA
pEB25 MET25pr0-HAs-cabl R173A CYClier 2um URA3 p426-MET25HA
pEB26 MET25pr0-HAz-cabl A233E CYClier 2um URAS p426-MET25HA
pEB27 MET25pr0-HAz-cabl W331R CYClgr 2um URA3 p426-MET25HA

5.4  Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert. Sie wurden verwendet,
um definierte DNA-Sequenzen zu amplifizieren. Die Positionsangaben beziehen sich auf das
Startcodon des betreffenden Gens. Die fett hervorgehobenen Buchstaben stehen dabei fur
Schnittstellen von Restriktionsendonukleasen, kleingeschriebene Buchstaben fir end-
standige Randsequenzen, Grof3buchstaben fiir authentische Gensequenzen, die mit der
Matrize paaren konnen und kleingeschriebene und unterstrichene Buchstaben fir
Sequenzen, die im Rahmen einer gerichteten Mutagenese verandert wurden. Folgende
synthetische Oligonukleotide wurden in dieser Arbeit verwendet.
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5.4.1 Neusynthetisierte Oligonukleotide

Name Gen Position Sequenz (5°- 3)

cabl 1234E A CAB1 682/717 GGTCTAAAGTCGTCAGCTgagGCA
AGTTCATTTGGT

cabl 1234E B CAB1 717/682  ACCAAATGAACTTGCCctcAGCTGAC
GACTTTAGACC

cabl Y326A CAB1 958/1008 ACCATGAACACTTTGAGCgcgGCTAT

F330AW331A A TAATgcagcgTCACAAGGATCAAAG

cablY326A CAB1 1008/958 CTTTGATCCTTGTGACQCcCcacATTAA

F330AW331A B TAGCcgcGCTCAAAGTGTTCATGGT

coa3G351S A CAB1 1030/1070 AAGGCTATTTGGGTGCAATGagtG
CTTTCCTAAGCGCGTC

coa3G351S B CAB1 1070/1030 GACGCGCTTAGGAAAGCactCA
TTGCACCCAAATAGCCTT

Cab1W331R1 CAB1 972/1013 GAGCTACGCTATTAATTTTcagT
CACAAGGATCAAAGCAAGC

Cab1W331R2 CAB1 1013/972 GCTTGCTTTGATCCTTGTGACccg
AAAATTAATAGCGTAGCTC

Cab1R173A1 CAB1 499/537 GAACCAAACAATTTTAGTQgccGT
AGGCGGTTCTTCACTG

Cab1R173A2 CAB1 537/499 CAGTGAAGAACCGCCTACggcAC
TAAAATTGTTTGGTTC

Cab1S161A1 CAB1 462/502 CAATATAGGGTCGGGTGTCgcgA
TATTAAAAGTCACCGAAC

Cab1S161A2 CAB1 502/462 GTTCGGTGACTTTTAATATCcgcGA
CACCCGACCCTATATTG

Cab1A233E1l CAB1 459/717  ATTGGTCTAAAGTCGTCAQagATT
GCAAGTTCATTTGGT

Cab1A233E2 CAB1 717/459  ACCAAATGAACTTGCAATCctctGAC
GACTTTAGACCAAT

Cab1S158V1 CAB1 454/489  CTTCTAGTCAATATAGGGgtgGGT
GTCTCAATATTA

Cab1S158Vv2 CAB1 489/454  TAATATTGAGACACCcacCCCTAT
ATTGACTAGAAG

Cab1N155Vv1 CAB1 445/480 TACCCATACCTTCTAGTCgtgATA
GGGTCGGGTGTCTCA

Cab1N155Vv2 CAB1 480/445 TGAGACACCCGACCCTATcacGAC
TAGAAGGTATGGGTA

COA3-PromEco CAB1 -763/-782 GACTGAATTCGCTTGTCACTAGGA
GACT

YDR531W- CAB1 242/221  gactggatcc CCACCAGTGGCAATTATA

PromBam TGAG

Cab2-87 CAB2 261/238  gatcctcgag TCACAATGGAACAGTAGT

stopXhol ACCAC

Cab2-185 CAB2 555/532  gatcctcgag TCATAGTAAGACCGTGGT

stopXhol GAATG

Cab2-272 CAB2 816/793  gatcctcgag TCAGGCCCATGATTCCAC

stopXhol TAATCT

Cab2-88 CAB2 264/285  gatcggatcc GAAAACAATACAGTACGT

BamHI TTT

Cab2-186 CAB2 558/579  gatcggatcc AACCAATACTTATGGTCA

BamH CTG
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Name

Cab2-273
BamHI
ykl088w/(252)
Hindlll
ykl088w
(201)BamHiI
ykl088w
(409)Hindlll
ykl088w/(349)
BamHI
ykl088w/(380)
BamHI
Cab3-100
stopHindlll
Cab3-200
stopHindlll
Cab3-349
stopHindlll
Cab3-253
BamHI
Cab3-410
BamHI
Cab3-50
stopHindlll
Cab3-51
BamHI

Cab3 orf

Cab3 101
startbamHl
Cab3 150
stopHindlll
Cab3 151
startBamHl|
COA3BamHI

YKLO88W -
PromBam
Cab4-147-
stopHindlll
Cab4-148
BamHI
Cab4-261
stopHindlll
Cab4-262
BamHI
CoabprBam

Coa6prHin d

Coab-ORF
Cab5-161-
BamHI
Cab5-80-
stopHindlll

Gen Position Sequenz (5- 3")

CAB2 819/840  gatcggatcc ACTCAAGCGATGATCGTT
TCG

CAB3 756/735  gactaagctt ACTTAGCATATGAACGAT
AGA

CAB3 603/626  gactggatcc GAAAAGGAGAGGATAGC
GAATG

CAB3 1227/1206 gactaagctt AGCTGACAAAGGCGCAAT
CAG

CAB3 1047/1068 gactggatcc CCCGCTGAGCATTTTTTG
AAA

CAB3 1140/1161 gactggatcc TGATACTAGCTTGAGTCT
GAA

CAB3 300/277  gatcaagctt TCAGATCTGTATTTCATGG
CCATC

CAB3 600/577  gatcaagctt TCAGTCTATCAGTTGCTGT
CTTTC

CAB3 1047/1024 gatcaagctt TCAGATGACAATCAACTGA
ATAGA

CAB3 759/779  gatcggatcc GATTTTATCTACTTCAATC
CcC

CAB3 1230/1251 gatcggatcc CTGATTGCGCCTTTGTCA
GCT

CAB3 150/127 gatcaagctt TCAGTTCGAAATTTGATTC
ATCGTG

CAB3 153/176  gatcggatcc AGATCTGATAGTCATGA
AGAT

CAB3 1271/1290 CTTCTGTGATGAGAGATTGG

CAB3 303/326  gatcggatcc AACACCAGTATGCCAGC
TAAT

CAB3 450/425 gatcaagctt TCACTGGCTGCTGCTGCT
TTCCAGG

CAB3 453/474  gatcggatcc CAGGAACAACTGCAGCA
AAAT

CAB3 1126/1103 gactggatcc CTACGTACTTGTTTTCTTA
GT

CAB3 300/280  gactggatcc GATCTGTATTTCATGGCC
AT

CAB4 441/418  gatcaagctt TCACAATGCGGTGACATG
AAATTT

CAB4 444/465  gatcggatcc GGCGGAACGTTCGACCA
CATT

CAB4 783/760  gatcaagctt TCACAATGGGCTCATGCC
TTTTTC

CAB4 786/807  gatcggatcc GCAGTACATGTGGTTAA
TGTA

CAB4 -438/-424  gactggatcc TCCAATATCTGGAATATC

CAB4 915/896  gactaagctt TGGCAATAAAACCACTT
TCC

CAB4 591/610 ACGATGTAGGCACGTACATC

CAB5 483/504  gatcggatcc AACAGGCTAAATAGTCA
AATG

CAB5 240/215  gatcaagctt TCAGATGACTAAAAACCC

ATTTCCC
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Name

Cab5-160-
stopHindlll
Cab5-81-
BamHI
YDR196C-
PromBam
Coa7prEco
Coa7-ORF

TyLNotl
TyLSpel
TyRSall
TyRKpnl
LEU2-LBam
LEU2-RXho
Met25-Nhe
CYC1-Bgl

coaAstart
BamHl
coaAstop
Hindlll
YGR205W-
BamHl
YGR205W-
Hindlll
mPanK
BamStart
mPanK
HindStop

coaBCBamHlI
coaBCHindllI

coaDBamHlI
coaDHindlll
coaEBamHlI
coaEHindlll

Gen Position Sequenz (5- 3")
CAB5 480/455  gatcaagctt TCAGTTTTGCATCTTCTT
CACTAAG
CAB5 243/266  gatcggatcc AAAGAAGATTTGCAAGC
CTTG
CAB5 250/219  gactggatcc ACTAAAAACCCATTTCCC
CAB5 -310/-291  gactgaattc GGGAGTTGTGCAATTCTC
CAB5 272/293  CACATCCTG CAATCAGGTA TG
TyA 386/419  gactgcggccgc GAATCCCAACAATTATC
TCAAC
TyA 1186/1165 gactactagt CGTTTGCCTCTTGGGTATC
A
TyB 152/182  gactgtcgac GAAATGCAAAAGCTGATA
GGTC
TyB 1086/1059 gactggtacc GCGGCCGCAACTTCGATG
ACAGCTTCTC
LEUZ2 40/63 gactggatcc AACCCTTAATATAACTTCG
TATA
LEU2 1769/1748 gactctcgag ACCTAATAACTTCGTATAG
CAT
MET25 7126 gactgctagc GGATGCAAGGGTTCGAAT
CcC
CyC1i 709/690  gactagatct GGCCGCAAATTAAAGCCT
TC
CoaA 1/20 gactggatcc ATGACGCCTTACCTACAG
TT
CoaA 950/929  gactaagctt TTATTTGCGTAGTCTGACC
TC
YGR205W 1/22 gactggatcc ATGTGTGATAAGTCAAAAAC
GG
YGR205W  870/847  gactaagctt CTATTCAATACATCTCGTTTT
CG
mPankK3 1/20 gactggatcc ATGAAGATCAAGGATGCCAA
mPankK3  1110/1089 gactaagctt TTAGCTGAAATTCGGCAGTCC
coaBC 1/20 gactggatcc ATGAGCCTGGCCGGTAAAAA
coaBC 1218/1197 gactaagctt TTAACGCTGATTTTTTTCATC
coaD 1/20 gactggatcc ATGCAAAAACGGGCGATTTA
coaD 477/456  gactaagcit CTACGCTAACTTCGCCATCA
coak 1/20 gactggatcc ATGAGGTATATAGTTGCCTT
coak 618/597  gactaagctt TTACGGTTTTTCCTGTGAGAC
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5.4.2 Ubernommene Oligonukleotide

Name Gen Position Sequenz(5°-3") Herkunft

COA3- CAB1 1/23 gactggatcc ATGCCGCGAATTACTC Schiibbe

BamStart AAG

COAS- CAB1 1126/1103 gactaagctt CTACGTACTTGTTTTCT Schibbe

HindStop TAGT

COA3mut CAB1 1798/1772 GTATCTGGAAGCCACTGGTGATA Schiibbe
TTG

COAS- CAB1 -792/-763 gactgaattc GCTTGTCACTAGGAGA Schibbe

PromEco CT

COA3- CAB1 16/-16 gactggatcc CATTGCGATTCTTTTC Schibbe

PromBam GCAT

YIL-PromBam CAB2 -856/-828 gactggatcc TTAGGGAAGTAACCAG Olzhausen
TTG

YIL-PromHind CAB2 13/-18 gactaagctt CATTGCTATAGTATGAA Olzhausen
GAAAA

YILO83-Ver: CAB2 1605/1586 CCTCCAAATCTCCGTACTTGG Olzhausen

YILO83-ORF: CAB2 687/706 AGGAGACAACGGTAAGATGG Olzhausen

YILO83C- CAB2 1/20 gactggatcc ATGCCACCTCTACCCG Olzhausen

BamHI TGCT

YIL0O83C-Xhol CAB2 1098/1073 gactctcgag TTATTTCGTAGCTAGCT Olzhausen
ATAGTTTTCG

YKLO88W-Ver CAB3 2258/2239 ACATAACTCCATCAATGAGC Landsberg

YKLO88W-ORF CAB3 1271/1290 CTTCTGTGATGAGAGATTGG Landsberg

YKLO88W-Start CAB3 1/20 gactggatcc ATGACGGATGAAAAAG Landsberg
TGAA

YKLO88W-Stop CAB3 1716/1693 gactaagctt AAACTTCGGTTTTCACG Landsberg
TCTTC

COA6-Bam CAB4 1/20 gactggatcc ATGGTTGAGGAAAATT Burghardt

Start CCAT

COAG6-Hind CAB4  818/797  gactaagctt ATACGCAAGGGTTTTG Burghardt

Stop TGGA

COA6-End CAB4 1304/1285 GAGTCATGTCTCTTACATCC Burghardt

COA7-Bam CAB5 1/20 gactggatcc ATGCTGGTAGTGGGA Burghardt

Start TTGAC

COA7-Hind CAB5  726/705  gacttaagct TAAGCTATGACATGCTG Burghardt

Stop ATAC

COA7-End CAB5 162/181 CGGTGACGATCTACCGAACC Burghardt

HIS3P HIS3 652/671  TTAAAGCTGCAGCATACGAT

5.5 Biochemische und molekularbiologische Standardp uffer

1X TE:

1x TBE:

10mM Tris

1ImM EDTA pH 8,0
89mM Tris

89mM Borsaure

2,5mM EDTA pH 8,3



MATERIAL UND METHODEN 114

10x KPP: M KH2PO4

M K2HPO4 pH 6,5
1x PBS: imM KH2PO4

10mM Na2HPO4

137mM NaCl

2,7mM KCI pH 7,0

5.6  Kultivierung von Mikroorganismen
5.6.1 Anzuchtvon E. coli-Zellen

E. coli-Zellen wurden auf einem Festmedium im Brutschrank bei 37T angezichtet.
Flissigkulturen wuchsen bei 37C in Reagenzglasern (3-6 ml) bzw. in Erlenmeyerkolben (50
ml) in einem Schiittler bei 150 min™

5.6.2 Anzuchtvon S. cerevisiae-Zellen

S. cerevisiae-Zellen wuchsen auf Festmedien bei 30C im Brutraum . Flissigkulturen wurden
in Erlenmeyerkolben (100- 1200 ml) oder in Reagenzglasern (5 ml) bei 30C unter Schitteln
angezogen.

5.6.3 Zelldichtebestimmung

Die Zelldichtebestimmung von Hefe- und E. coli-Kulturen erfolgte durch Messung der
optische Dichte (OD) im Photometer bei einer Wellenlange von 600 nm gegen das
entsprechende, zur Anzucht verwendete Medium. Dabei entspricht ein Wert von OD600=1
einer Zelldichte von ca. 2x107 Zellen/ml bei Hefe bzw. von 3x108 Zellen bei E.coli.

5.6.4 Herstellung von Dauerkulturen

Zur langfristigen Lagerung wurden 0,5 ml einer frischen Hefekultur mit dem gleichen
Volumen einer 35% igen Glycerin-Losung vermischt und bei -80C aufbewahrt.

5.7 Transformationstechniken
5.7.1 Transformation von E.coli nach der Calciumchlorid-Methode

Fur die Transformation der E. coli-Stamme DH5a und BL21 wurde die von Fuller (1982)
beschriebene Calciumchlorid-Methode verwendet.

5.7.1.1 Herstellung und Lagerung transformationskom petenter E. coli-Zellen

Bendtigte Losungen:

100mM MgCl,
100mM CaCl,
100mM CacCl, in 15%igem Glycerin

Durchfuhrung:
Es wurden in der Regel 8 x 50 ml LB-Medium mit je 1 ml einer frischen Station&rkultur der E.

coli Stamme DH5a bzw. BL21 angeimft und bei 37<C bis zu einer OD von 0,6 bei einer
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Wellenlange von 600 nm geschuttelt. Die Kultur wurde jeweils in ein steriles Sarstedt-
Roéhrchen uUberfuhrt und bei 4000 Upm fir 10 min bei 4C (Heraeus Labofuge)
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 15 ml eiskalter 0,1M MgCl,-Ldsung resuspendiert und
10 min bei 4000Upm und 4<C sedimentiert. Anschliee nd wurde das Pellet in 15 ml eiskalter
0,1 M CacCl,-Lésung aufgenommen, fir 20 min auf Eis inkubiert und abermals 10 min bei
4000 Upm und 4 zentrifugiert. Danach wurden die Z ellen in 2,5 ml eiskalter 0,1 M CaCl,-
Glycerin-Losung resuspendiert und als 100 pl Aliquots bis zu ihrem Gebrauch bei -80C
gelagert.

5.7.1.2 Transformation der kompetenten Zellen

Die transformationskompetenten E. coli Zellen wurden nach dem Auftauen in einem Eisbad
vorsichtig mit der zu transformierenden DNA vermischt. Der Ansatz wurde dann zur
Adsorption der DNA fir 30 min im Eisbad stehen gelassen und nach einem 2 minitigem
Hitzeschock bei 42C erneut 10 min im Eisbad gekihlt. Im Anschluss daran wurde 1 ml
fliussiges LB-Medium zugefiihrt und zur Expression der Antibiotika-Resistenz fur 45-60 min
bei 37C im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte die Sedimentation der Zellen durch
Zentrifugation fur eine Minute bei 13000 Upm. Das Zellpellet wurde in 100 pl frischem LB-
Medium resuspendiert und anschlieBend auf festem LB-Amp-Medium ausplattiert. Die
Inkubation erfolgte bei 37T Uber Nacht im Brutschrank. Bei der Transformation von
Ligationsansatzen wurde eine reprasentative Anzahl der Einzelklone nach der ,Mini-Screen*-
Methode untersucht

5.7.2 Transformation von Hefezellen nach der modifi zierten Lithiumacetat-
Methode

Mit Hilfe der Lithiumacetat-Methode (Ito et al., 1983) konnen Hefezellen ohne vorherige
Entfernung der Zellwand transformiert werden. Daher kann auf eine osmotische
Stabilisierung der Transformanten verzichtet werden. Eine schnellere und einfachere
Variante der klassischen Lithiumacetat-Methode wurde von Soni et al. (1993) beschrieben.

Bendtigte Losungen:

LP-Mix: 40 % Polyethylenglykol 4000
0,1M Lithiumacetat
10 mM Tris/HCI pH 7,5
1 mM EDTA

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Carrier-DNA (gescherte, thermisch denaturierte Lachs-Sperma-DNA in 1x TE, 10 mg/ml)

Durchfihrung:
Es wurden zundchst 1-1,5 ml einer bis zur mittellogarithmischen Wachstumsphase

inkubierten Ubernachtkultur des entsprechenden Hefestammes eine Minute bei 2000 UpM
abzentrifugiert. Nach Auflockerung des Zellsediments wurde dieses mit 10 pl Carrier-DNA
und 3 pl des zu transformierenden Plasmids versetzt und gut gemischt. Anschlielend
erfolgte die Zugabe von 500 pl LP-Mix und 55 ul DMSO. Der Ansatz wurde erneut gemischt
und bei Raumtemperatur 15 Minuten inkubiert. Es folgte ein 15 mindtiger Hitzeschock bei
42 im Heizblock. Zur Verdiinnung des Polyethylengl ycols im LP-Mix wurden anschlieRend
500 ul 1 x TE zu dem Ansatz gegeben. Schlie3lich wurden die Zellen fir 2 Minuten bei 2000
Upm sedimentiert, das Pellet mit 1 ml 1 x TE gewaschen und erneut fir 2 Minuten bei 4000
Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Pellet in 100 pl 1 x TE
resuspendiert und auf einem geeigneten Selektivmedium ausplattiert.
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5.8 Methoden zur Isolierung von DNA
5.8.1 Isolierung von chromosomaler DNA aus Hefe

Nach der Methode von Hoffman und Winston (1987) konnten Praparationen chromosomaler
DNA aus Hefe hergestellt werden, die dann als Matrize in PCR-Anséatzen zum Einsatz kam.

Bendtigte Losungen:

NETTS: 100 mM NacCl
1mM EDTA
10 mM Tris
2% Triton-X-100
1% SDS

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI; 25:24:1)
4 M Ammoniumacetat
96 % Ethanol (-20C)

Durchfiihrung:
5 ml einer Hefekultur wurden Uber Nacht bis zur friihstationdren Phase angezogen und die

Zellen durch Zentrifugation bei 4000 Upm fiir eine Minute in der Megafuge geerntet. Das
Pellet wurde in 500 pl Wasser resuspendiert, in ein Reagiergefald tberfihrt und durch
Anzentrifugieren in der Tischzentrifuge sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt und das
Pellet durch Vortexen aufgelockert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 200 ul NETTS-
Puffer, 200 pl PCI und ca. 0,3 g Glasperlen (g 0,5 mm). Der Ansatz wurde fir 3 - 4 Minuten
bei voller Starke auf dem Vortex-Gerat geschuttelt, anschlieend 200 pl TE zugegeben,
gemischt und fur 5 Minuten bei 13000 Upm zentrifugiert. Die wassrige Oberphase wurde in
ein frisches Reagiergefafld Uberfihrt und die darin enthaltene DNA durch Zugabe von 500 pl
96 % igem Ethanol (-20C) und 10 pl 4 M Ammoniumace tat gefallt (ggf. 15 min. bei -80C).
Nach Zentrifugation (13000 Upm, 3 min.) wurde das Sediment im Vakuum getrocknet
(Speed-Vac) und anschlieBend die DNA in A. dest. resuspendiert.

5.8.2 Analytische Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli (Miniscreen)

Um eine groRRere Anzahl an E.coli-Klonen auf die Richtigkeit des eingefiihrten Plasmids zu
untersuchen, wurden diese der sogenannten Miniscreen-Analyse unterzogen. Die in diesem
Zusammenhang angewandte DNA-Isolierungsmethode geht auf Birnboim und Doly (1979)

zurick.

Bendétigte LOsungen:

P1: 5x TE
0,1 mg/ml RNAseA
P2: 0,2M NaOH
1% SDS
P3: 3M Kaliumacetat pH 4,8
70 % Ethanol (-20C)
Isopropanol
Durchfihrung:

Die Anzucht der Klone erfolgte Giber Nacht bei 37<C in einem mit Ampicillin supplementierten
LB-R6hrchen mit einer Endkonzentration von 0,1 mg/ml. Am folgenden Tag wurden 1,5 ml
der Ubernachtkultur in ein ReagiergefaR® Gberfiihrt und abzentrifugiert (1 min, 13000 Upm).
Das Zellpellet wurde in 100 ul P1-Puffer resuspendiert. Die Lyse der Zellen erfolgte mit 200
pl 0,2 M NaOH + 1 % SDS (P2). Danach wurden die lysierten Zellen durch Zugabe von 150
ul 3 M Kalium-Acetat, pH 4,8 (P3) ausgefallt und fur 10 min. bei 13000Upm zentrifugiert. Der
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Uberstand wurde in ein neues ReagiergefaR iiberfiihrt und mit 500 pl Isopropanol versetzt,
bevor eine erneute Zentrifugation bei 13000 Upm fur 10 Minuten erfolgte. Der Uberstand
wurde entfernt und die DNA mit 500 ul kaltem 70 % igem Ethanol (-20C) gewaschen. Nach
einem dreiminitigem Zentrifugationsschritt (13000 Upm) wurde der Ethanol verworfen und
die DNA in der Vakuumzentrifuge getrocknet (10 min, 55C). AbschlieBend wurde die DNA in
30 upl A. dest. aufgenommen und das erhaltene Plasmid einer Restriktionsanalyse
unterzogen.

5.8.3 Praparative Isolierung von Plasmid-DNA aus  E. coli (Saulenpraparation)

Fur die Isolierung moglichst reiner Plasmid-DNA wurde der ,, Invisorb® Spinplasmid Mini
Two"- Kit der Firma Invitek verwendet.

Bendtigte Lésungen (im Kit enthalten):
Ldsung A (Resuspensionspuffer):  keine genaue Angabe, enthalt RNase

L6sung B (Lysispuffer): keine genaue Angabe, enthalt SDS

Lésung C (Neutralisierungspuffer): keine Angabe

Waschldsung: keine genaue Angabe, Zugabe von 96 % Ethanol
Elutionslésung: keine Angabe

Durchfihrung:

Fur die Plasmidisolation wurden 50 ml einer E. coli DH5a-Ubernachtkultur in ein steriles
Sarstedt-Rohrchen Uberfuhrt, abzentrifugiert (10 min, 4000 Upm) und in 1 ml Lésung A
resuspendiert. Der Ansatz wurde auf 4 ReagiergefaRe aufgeteilt, von denen eins weiter
verwendet wurde und die Ubrigen bei -20 T eingefroren wurden. Nach Zugabe von 250 pl
Ldsung B wurde der Ansatz vorsichtig 4-6 mal vorsichtig geschwenkt, bevor die Zugabe von
250 ul Lésung C erfolgte. Der Ansatz wurde erneut vorsichtig durchmischt und anschlieRend
fir 10 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Der erhaltene klare Uberstand wurde auf die
JInvisorb*-Saule gegeben, welche zuvor in ein mitgeliefertes Auffanggefal gesetzt wurde,
und eine Minute bei 13000 Upm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde entfernt und 750 ul
Waschpuffer auf die Sule gegeben. Es erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt von 1 min
bei 13000 Upm und das Entfernen der Flissigkeit im Auffanggefald. Die S&ule wurde 2 min
bei 13000 Upm zentrifugiert, um das Saulenmaterial zu trocknen und anschlielBend in ein
neues Reagiergefall gesetzt. Nach Zugabe von 50 ul A. dest wurde die Saule fur eine Minute
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie@end 1 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Die
erhaltene Plasmidlosung wurde durch Restriktiosanalysen Gberpruft.

5.9 Enzymatische Modifikationen von DNA-Molektlen
5.9.1 Endonukleolytische Spaltung von Plasmid-DNA

Benétigte Losungen:
Verdaupuffer A, B, H, L, M (Roche Diagnostics)

Stopp-Mix fur Restriktionsverdaus:

™M Harnstoff

40 % Glycerin

50 mM EDTA

10 mM Tris/HCI pH 8,0
0,1 % Bromphenootblau

0,1% Xylencyanol
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Durchfiihrung:
In der Molekularbiologie werden Ublicherweise Restriktionsenzyme vom Typ Il verwendet,

die eine hexamere Pallindromsequenz erkennen und spalten. Dabei entstehen definierte
DNA-Fragmente mit spezifischen Enden. Restriktionsspaltungen dienten entweder der
Uberprifung von Plasmidpraparationen oder wurden fir Klonierungen eingesetzt. Die
entsprechenden Enzyme wurden von der Firma Roche Diagnostics bezogen; die bendtigten
10x Reaktionspuffer (A, B, H, L, M) wurden mitgeliefert. Es wurde mit einer DNA-
Konzentration von bis zu 0,1 pg/ul DNA und einer spezifischen Enzymaktivitat von 0,5 — 2
U/ug DNA gearbeitet. Je nach Zielstellung wurden die Verdaus 1 — 2 h bei 37C im
Brutschrank inkubiert. Durch Zugabe von 5ul wurden die Proben 1: 1 mit Stopp-Mix versetzt
und mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

5.9.2 Ligation von DNA-Molekiilen

Die Ligationsreaktion schlie3t Licken im Phosphat-Zucker-Riickgrat von DNA- oder RNA-
Molekulen, indem unter ATP-Verbrauch eine Phosphodiesterbindung zwischen der 3"-OH-
Gruppe der Desoxyribose und dem 5"-Phosphatrest benachbarter Nukleotide gekntipft wird.
Fur Klonierungsreaktionen wurde hierfir die T4-Ligase der Firma Roche Diagnostics
verwendet.

Bendtigte Losungen:

10 x Ligationspuffer: 660 mM Tris/HCI pH 7,5
50 mM MgCI2
10 mM DTT (Dithiothreitol)
10 mM ATP

96 % Ethanol

Durchfihrung:
Es wurden wenige pl (0,5 — 2 ul) des Plasmidverdaus mit ca. 20 — 50 yl des PCR-Verdaus

vermischt und mit 200 pl eiskaltem 96 % igem Ethanol geféllt (10 — 15 min bei -80C, 10 min
13000 Upm Zentrifugation, 10 — 15 min Trocknung in der Vakuumzentrifuge). Anschlielend
wurde die DNA in 26 pl sterilem A. dest. aufgenommen und mit 3ul mitgeliefertem
Ligationspuffer und 1 ul T4-DNA-Ligase (1U) versetzt. Der Ansatz wurde Uber Nacht (ca. 16
h) bei 4C inkubiert (Ligation) und am nachsten Tag in kompetente E. coli DH5a Zellen
transformiert.

5.10 Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR: Polymerase Chain Reaction) dient der direkten
Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen. Als Matrize in einem solchen Reaktionsansatz
kann chromosomale DNA oder Plasmid- DNA dienen. Des Weiteren werden
Oligonukleotidstarter (Primer) bendétigt. Dabei handelt es sich um mindestens 20 nt. lange
Oligonukleotide, die sich am Anfang des zu amplifizierenden DNA-Bereiches anlagern und
dem Enzym ein freies 3"-OH-Ende fur die Kettenverlangerung bieten. Wegen des
antiparallellen Doppelstrangaufbaus der DNA bendétigt man einen Vorwéartsprimer und einen
revers komplementaren RuUckwartsprimer (Saiki et. al.,, 1988). Zuletzt werden eine
hitzestabile DNA-Polymerase, ein entsprechender Reaktionspuffer und dNTPs zugesetzt. An
den Primern angreifend verknupft die DNA-Polymerase die dNTPs in 5°3'-Richtung
entsprechend der Sequenzvorgabe durch die Matrize zu einem neuen Strang. Bei 94C wird
die DNA in ihre Einzelstrange uUberfuhrt (Denaturierung), um anschlieRend bei 55T die
Anlagerung der Primer zu ermoglichen (Annealing). Bei weiterer Inkubation bei 72T
verlangert die Polymerase die Startermolekile, so dass zwei DNA-Molekile mit der Sequenz
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zwischen den beiden Primern synthetisiert werden (Elongation). Weitere Zyklen von Erhitzen
und Abkuhlen fihren zur exponentiellen Vervielfaltigung des DNA-Fragmentes.

Je nach Zielstellung wurden die Tag-Polymerase (Mullis und Faloona, 1987), die Pwo-
Polymerase (Firma PEQIlab) oder die Phusion-Polymerase (Firma Fermentas) genutzt.

5.10.1 PCR zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fir  die Klonierung

Zur Amplifizierung von DNA-Sequenzen fir die Klonierung in einen Vektor kam die Pwo-
Polymerase zu Einsatz. Dieses aus Pyrococcus wosei (Barnes, 1994; PEQIlab) stammende
Enzym besitzt im Gegensatz zu der Tag-Polymerase eine 3'-5-Exonuklease-Aktivitét,
welche Fehler in der synthetisierten Sequenz korrigieren kann (Proofreading). Die Fehlerrate
liegt so nur noch bei 10° Nukleotiden und kann so um einen Faktor von 10° reduziert werden
(Barnes, 1994). Die PCR-Reaktion fand in einem 0,5 ml Reagiergefal3 statt. Nachfolgend
sind der in der Arbeitsgruppe verwendete Standard-PCR-Ansatz sowie das Standard-PCR-
Programm aufgefihrt.

PCR-Ansatz:

4 ul Template-DNA (1:100 verdinnt, entspricht ca. 5 ng
Plasmid-DNA bzw. 2 pg chromosomaler DNA)

10 (bzw. 20) ul Polymerasepuffer (10x bzw. 5x bei der Phusion-
Polymerase, Hersteller des entsprechenden Enzyms)

1l 3"-Primer (100 uM)

1ul 5"-Primer (100 uM)

2 ul dNTP’s (je 10 mM)

1pl (1 V) DNA-Polymerase

81 ul A. dest.

Die Pwo- und die Tag-Polymerase mit den dazugehérigen 10x Puffern stammten von der
Firma PEQIlab und die Phusion-Polymerase mit dem entsprechenden 5x-Reaktionspuffer von
der Firma Fermentas. Die dNTP’s wurden als “PCR Nucleotide Mix” von der Firma Roche
Diagnostics bezogen.

Im Thermocycler der Firma Biometra konnte dann die Reaktion mit folgendem Profil
ablaufen:

1) 94<C 2 min Initiale Denaturierung der DNA
2) 94C 30 sec Denaturierung der DNA

3) 55C 30 sec Primerannealing

4) 72<C 45 sec Elongation

5) 72<C 5 min finale Elongation

6) 4C Pause

Die Schritte 2 — 4 wurden in 34 Zyklen wiederholt.

Durch eine dauerhafte Erhitzung des Deckels auf 105C wurde die Bildung von
Kondeswasser am Deckel des PCR-GeféalRes und somit Konzentrationsverschiebungen im
Ansatz vermieden. Zur Verbesserung der Primer Spezifitdt konnte die Annealing-Temperatur
erhoht werden. Wurden Fragmente von mehr als 1 kb amplifiziert, wurde die
Elongationsphase verlangert. Zur Uberpriifung der Ergebnisse wurden im Anschluss an jede
PCR 5 pl-Aliquots elektrophoretisch im Agarose-Gel aufgetrennt.

5.10.2 Aufreinigung von PCR-Produkten

Fur die Aufreinigung der amplifizierten DNA-Fragmente wurde ,The Invisorb® Fragment
CleanUp“-Kit der Firma Invitek genutzt.
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Bendtigte Lésungen (im Kit enthalten):
Binding Buffer keine genaue Angabe, enthalt Isopropanol

Durchfiihrung:
Bei einem 50 — 100 pl groRem PCR-Ansatz wurde dieser mit 500 ul Binding Buffer versetzt

und intensiv durch Vortexen oder Pipettieren gemischt. Anschlielend wurde dieser auf eine
im Kit enthaltenen S&ule aufgetragen und durch einen Zentrifugationsschritt von einer Minute
bei 13000 Upm wurde die DNA an dieser gebunden. Der Durchlauf wurde entfernt und die
Saule erneut zentrifugiert (2 min, 13000). Durch die Zugabe von 50 ul A. dest., eine
einmindtige Inkubation bei Raumtemperatur mit anschlieRender Zentrifugation ( 1 min.,
13000 Upm) wurde das PCR-Produkt eluiert. Dieser Schritt wurde wiederholt, indem das
Eluat abermals auf die Saule gegeben wurde. Zur Kontrolle wurden anschlieRend 5 pl des
gereinigten PCR-Produktes gelelektrophoretisch aufgetrennt.

5.10.3 PCR zur Amplifizierung von DNA aus ganzen Ze llen (Gesamtzell-PCR)
Die Whole cell PCR Methode diente der Verifizierung von Gen-Disruptionenen und
genomischen Neukombinationen nach Gen-Disruptionen sowie der Integration von

Expressionskassetten iiber homologe Rekombination.

Bendtigte Losungen:

2 X Master-Mix: 20 mM Tris/HCI pH 8,3
100 mM KCI
3mM MgCl,
0,01 % Brij35

je 0,4 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP

0,05 U/ul Tag-Polymerase

1 mg/ml Rinderserumalbumin (BSA)
Durchfihrung:
In ein steriles 0,5 ml Reagiergefal wurden je 1 ul der beiden Verifizierungsprimer, 2,5 pl
BSA, 25 pl 2x PCR-Master-Mix (Firma Roche Diagnostics), 20 pl steriles A. dest und 1 pl
Tag-Polymerase (PEQIlab) pipettiert. Nach dem Durchmischen des Ansatzes wurde darin
eine gerade sichtbare Zellmenge resuspendiert. Im Thermocycler wurde der erste
Denaturierungsschritt auf 5 min ausgedehnt, um die Zellwénde aufzubrechen, alle anderen
Schritte wurden wie in 5.10.1 beschrieben durchgefihrt.
Zur Uberpriifung der GroRe (bp) der entstandenen Fragmente wurden 5 pl-Aliquots in einem
Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.

5.10.4 PCR zur gerichteten Mutagenese von Leserahme nkassetten mit
mutagenen synthetischen Oligonucleotiden

Fur die gerichtete Mutagenese von DNA-Sequenzen wurde der ,Quikchange® Site-Directed
Mutagenesis Kit* der Firma Stratagene verwendet. Mit diesem System kdnnen Uber eine
PCR gezielt Mutationen eingefihrt werden. Hierfir sind im Kit dNTPs, Reaktionspuffer und
eine DNA-Polymerase ohne ,proof reading” Funktion enthalten. Als Matrize wurde ein
(moglichst kleines) Plasmid (pUC19), das die zu mutagenisierende Leserahmenkassette
tragt, sowie zwei mit der Wildtypsequenz hybridisierende Oligonucleotide, die die
entsprechende Mutation aufweisen (vgl. 5.4), verwendet. Wahrend der PCR werden die
Matrizenstrange redupliziert, wobei Uber die Primer die gewiinschte Mutation eingebracht
wird. Im Gegensatz zu den parentalen Strangen sind die neu synthetisierten Strénge jedoch
nicht methyliert, da die Reaktion in vitro ablauft. So kénnen die nicht-mutierten, aber
methylierten Parentalstrange durch Zugabe des Restriktionsenzyms Dpnl (im Kit enthalten),
welches methylierte DNA schneidet, zerstort werden.
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PCR-Ansatz und -Programm folgten weitgehend der Empfehlung des Herstellers. Zusatzlich
wurde dem Ansatz 8 % DMSO beigemischt, um Komplikationen durch
Sekundarstruktureffekte oder Primerdimerisierungen der vergleichsweise langen und zu
100% komplementaren Primer vorzubeugen:

PCR-Ansatz:
12,5 pl A. dest.
2,5 ul Reaktionspuffer (10 x)
5ul Plasmid-DNA (1:100 verdinnt)
1ul Primer 1 (0,25 ug/ul)
1l Primer 2 (0,25 pg/pl)
1ul dNTP-Mix (je 10 mM)
0,5 ul Turbo-Pfu-Polymerase
2,0 pl DMSO (8 %)
PCR-Programm:
1) 95C 30s Initiale Denaturierung der DNA
2) 95T 30s Denaturierung der DNA
3) 55T 1 min Primerannealing
4) 68T 8 min Elongation
5) 4C Pause

Die Schritte 2 — 4 wurden in 16 Zyklen wiederholt. Nach Ablauf der PCR wurde 1 pl Dpnl
zugegeben, der Ansatz wurde mit Paraffin Uberschichtet und 1 Stunde bei 37T im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden zur Uberpriifung des Ergebnisses 5 ul des
Ansatzes mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

Die Plasmid-DNA wurde anschlieend in den kompetenten E. coli Stamm DH5a
transformiert und nach Vermehrung isoliert. Zuletzt wurde das Plasmid, in dem die Mutation
eingefuhrt wurde durch die Firma Agowa sequenziert.

5.11 Elektrophoretische Auftrennung von Molekilen

Gelelektrophoretische Auftrennungsverfahren nutzen die Wanderungseigenschaften von
Molekilen im elektrischen Feld. Dabei spielen sowohl die MolekilgroRe als auch
Ladungsverhéltnisse eine Rolle. DNA-Fragmente sind aufgrund ihrer sauren Phosphatreste
negativ geladen und bewegen sich somit zum Pluspol. Proteine kdnnen entsprechend ihrer
polaren Seitengruppen eine positive, negative oder neutrale Nettoladung haben, was sich in
ihrem unterschiedlichen Wanderungsmuster widerspiegelt.

5.11.1 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Agarose  gel-Elektrophorese

Bendtigte Losungen:

Stopp-Mix ™ Harnstoff
40 % Glycerin
50 mM EDTA
10 mM Tris/HCI pH 8,0
0,1 % Bromphenolblau
0,1% Xylencyanol
Durchfiihrung:

Eine gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Grof3e wurde bei
Restriktionskontrollen von Plasmidpréparationen, zur Uberprifung von PCR-Produkten,
Klonierungen oder Gelextraktionen angewandt. Die Gelmatrix bestand in der Regel aus 0,8
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% Agarose, fur kleinere Fragmente (<500 bp) 2 % Agarose. Zur Herstellung des Gels wurde
die entsprechende Menge Agarose eingewogen mit 1 x TBE versetzt und in der Mikrowelle
bis zur Klarung und Schlierenfreiheit erhitzt. Diese wurde bei 60 ° C aufbewahrt und bei
Gebrauch in eine entsprechende Form mit geeignetem Kamm gegossen. Nach einer
Polymerisationszeit von 10 — 15 min wurde der Kamm entfernt, das Gel in eine Laufkammer
gelegt, mit 1 x TBE-Puffer tberschichtet und ca. 10 ul der mit Stopp-Mix versehenen Proben
in die Geltaschen pipettiert. Als Laufpuffer diente ebenfalls 1 x TBE. Anschlie3end wurde das
Gel im Ethidiumbromidbad (1mg/l) fur ca. 15 min gefarbt, kurz in A. dest. gesptilt und unter
UV-Licht (A=312 nm) betrachtet und fotografiert.

0.12-21.2 kbp (ng/ug)

* (438)

(184
(8€)
73)

42
[39
B33
(28)

i

12)

1.0 % Agarose 1.0 % Agarces

Abbildung 45: Marker fir gelelektrophoretische Auft rennung von DNA im Agarosegel:
DNA-Sizer Il (links) und DNA Leiter-Mix (rechts).

5.11.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegel en

Die Isolierung von DNA-Fragmenten nach ihrer Auftrennung im Agarosegel wurde mit Hilfe
des , The Invisorb® Fragment CleanUp“-Kit der Firma Invitek durchgefihrt.

Benoétigte Losungen (im Kit enthalten):

Gel Solubilizer S keine genaue Angabe, enthalt Guanidinthiocyanat und
Tris

Binding Enhancer keine genaue Angabe, enthalt Essigsaure und Propanol

Wash Buffer keine genaue Angabe, Zugabe von 96 % Ethanol

Durchfiihrung:

Die zu isolierende DNA-Bande wurde unter UV-Licht mit Hilfe eines Skalpells aus dem Gel
ausgeschnitten und in ein Reagiergefald gegeben. Bei Gelstiicken von bis zu 150 mg wurde
500 pl Gel Solubilizer S hinzugegeben, war das Gelstliick schwerer (bis zu 300 mg) wurde 1
ml Gel Solubilizer S benttigt. Der Ansatz wurde fiir 15 — 20 min in den Heizblock bei 42C
gestellt. Durch gelegentliches Vortexen wurde das Aufldsen der Agarosematrix unterstitzt.
Danach wurden 250 pl (bzw. 500 pl auf einen 1 ml Ansatz) Binding Enhancer auf einen 500
bl Ansatz gegeben, vermischt, max. 800 pl auf eine Saule gegeben und 1 min bei 13000
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Upm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses musste dieser Schritt in der Regel
wegen des begrenzten Fassungsvermégens der Saule wiederholt werden. Die an der
Saulenmatrix gebundene DNA wurde anschlieend mit 500 ul Waschpuffer gewaschen,
indem die Sdule bei 13000 Upm und 1 min zentrifugiert wurde. Nach Entfernen des
Durchflusses wurde erneut eine Minute bei 13000 Upm zentrifugiert, um den restlichen
Ethanol zu entfernen. AnschlieRend wurde die Saule in ein neues Reagiergefald gestellt und
die DNA mit 50 pl A. dest. durch Zentrifugation (1min, 13000 Upm, nach einmindtiger
Inkubationszeit bei RT) eluiert. Die Ausbeute wurde durch gelelektrophoretische Analyse
eines 5 pl Aliquots eingeschéatzt.

5.11.3 Auftrennung von Proteinen in denaturierenden Polyacrylamidgelen
(SDS-PAGE)

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach einer Methode von Laemmli
(1970) erfolgt die Auftrennung von denaturierten Proteinen unter Zugabe des Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) allein aufgrund ihrer Molekulgrof3e. Dementsprechend wandern
bei dieser Methode alle Proteine zum Pluspol.

Ein weiteres Charakteristikum der hier angewandten SDS-PAGE ist die Zweiteilung der
Polyacrylamidmatrix. Zunéachst werden die Proteine in einem relativ grof3porigen Sammelgel
fokussiert und anschlieRend in einem feinporigen Trenngel deutlich voneinander separiert.
Die nétige Trennschéarfe wird durch einen pH-Sprung von 6,8 auf 8,8 an der Grenze
zwischen Sammel- und Trenngel erreicht.

Die Porengrof3e wird durch den Anteil an Polyacrylamid bestimmt. Das Sammelgel enthielt
standardméaRig 3% des Polymers. Die Acrylamid-Konzentration des Trenngels wurde in
Abhangigkeit von der GroRRe der aufzutrennenden Proteine gewahlt. In der Regel wurde ein
10 % iges (Cab-Volllangenproteine) oder 15%iges (Cab-Verkirzungen) Trenngel benutzt.

Bendtigte Lésungen:
Acrylamid-Stammlosung (30 %):

30 % Acrylamid
0,8 % N, N“-Methylenbisacrylamid
Lower Tris (4 X):
15M Tris/HCI pH 8,8
0,4 % SDS
Upper Tris (4 x):
500mM Tris/HCI pH 6,8
0,4 % SDS
TEMED
APS-Stammldsung: 10 % Ammoniumpersulfat
Tris-Glycin-Laufpuffer (4 x):
100 mM Tris/HCI pH 8,8
760 mM Glycin
0,4 % SDS
SDS-Probenpuffer (2 x):
50 mM Tris/HCI pH 6,8
2% SDS
10 % Glycerol
5% B-Mercaptoethanol

0,01% Bromphenolblau
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Durchfihrung:
Zunachst wurde das Trenngel angesetzt, wobei fir 10%ige Gele 1400 ul steriles A. dest.,

880 ul Lower Tris und 1160 pl Acrylamid-Stammldsung (EK = 10 %) in ein Reagenzglas
gegeben wurden. Durch Zugabe von 55 pl APS-Stammlésung und 3 pl TEMED wurde die
Polymerisation gestartet. Daher wurde das Acrylamid-Gemisch nach kurzem Vortexen sofort
in die vorbereitete Gelform (BIO RAD Protean Il; MaRRe ca. 70 x 90 x 0,75 mm) gegossen.
Das Gel wurde dann mit A.dest Uberschichtet, um eine scharfe Gelkante zu erhalten. Nach
etwa 20 min wurde das A.dest mit Hilfe eiener Wasserstrahlpumpe entfernt und das
Sammelgel, bestehend aus 1140 ul A. dest.,, 450 pl Upper Tris, 180 pl Acrylamid-
Stammldsung, 30 ul APS und 3 ul TEMED, wurde auf das Trenngel pipettiert. Danach wurde
zugig der Taschenkamm in das Trenngel hineingesetzt. Das Auspolymerisieren dauerte ca.
15 min. Dann wurde das Gel in die Laufkammer eingespannt und mit 1 x Tris-Glycin-
Laufpuffer bedeckt. Der Kamm wurde gezogen und die Taschen mit Laufpuffer und einer
feinen Spritze gespult. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit dem gleichen Volumen 2 x
SDS-Probenpuffer versetzt und 10 min bei 98T denat uriert. Die Elektrophorese wurde bei
200 V durchgefiihrt und war nach ca. 45 min beendet, wenn das Bromphenolblau des
Probenpuffers gerade ausgelaufen war.

5.12 Zellaufschlussmethoden
5.12.1 Glasperlenaufschluss von Hefezellen

Hefezellrohextrakte wurden nach der konventionellen Methode von Ciriacy (1975) durch
einen ,kalten“ Glasperlenaufschluss hergestellt. Die Zellernte des Hefestammes (5 — 1200 ml
Kultur) erfolgte in der spéatlogharithmischen Wachstumsphase bei einer Zelldichte von ca. 4 x
10 Zellen/ml durch Zentrifugation (4000 Upm, 1 min). Die geernteten Zellen wurden mit A.
dest. gewaschen, erneut abzentrifugiert und anschlieend bis zum Gebrauch eingefroren.
Zur Herstellung der Rohextrakte aus den eingefrorenen Zellen wurden die Sedimente mit
etwa dem gleichen Volumen an Glasperlen (& 0,5 mm) bzw. Zirkonia-Beads versetzt und 3 —
6 x fur 1 min mit Zwischenkihlung bei maximaler Schittelstarke auf dem Vortex-Gerat
durchmischt. AnschlieBend wurde auf den Ansatz 1 — 2 ml des der Anwendung
entsprechenden Puffers pipettiert, kurz gemischt und fir 2 min bei 3000 Upm und 4T
zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde in neue ReagiergefaRe tiberfiihrt und der
Proteinextrakt auf Eis bis zum weiteren Gebrauch gekihlt.

5.12.2 Ultraschallaufschluss von E. coli-Zellen

Das Prinzip des Ultraschallaufschlusses basiert auf der Ausbreitung von Ultraschallwellen in
flussigem Medium und der daraus resultierenden Bildung von Kavitationsblasen. Das
Vorhandensein von Gasbldschen oder Partikeln wie Zellen erleichtern diese
Blaschenbildung. Die Kavitationsblasen wachsen bis zu einer kritischen Gréfze und
implodieren anschlieBend (Neis und Thiem, 1999). Durch diese Implosion entstehen Wirbel
und Scherkrafte, die wahrscheinlich fur den Aufschluss der Zellen verantwortlich sind
(Doulah, 1977).

Zum Zellaufschluss wurde das Gerat Sonoplus GM 70 der Firma Bandelin mit der Sonotrode
MS 73 verwendet. E. coli BL21-Zellen wurden zunachst nach zweistlindiger Inkubation nach
IPTG- bzw. AHT-Induktion 20 min bei 4000 Upm und 4 T geerntet. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet bei -20 T eingefroren. Zu m Aufschluss wurde das Zellpellet in 2 mi
PBS-Puffer resuspendiert und in 2 ml ReagiergefalRe zu je 1ml aliquotiert. Der Zellaufschluss
erfolgte auf Eis fur 3 x 30 sec mit 30 sec Pause bei den Einstellungen Power 72 und Cycle
50 %. Die Sonde sollte dabei die Wand des Reaktionsgefal3es nicht bertihren. Anschlie3end
wurde der Gesamtzellextrakt 10 min bei 4C und 1300 0 Upm zentrifugiert und der Uberstand
in ein neues Reagiergefald tberfihrt.
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5.13 Konzentrationsbestimmungen von Proteinlésungen
5.13.1 Proteinbestimmung mit der Mikrobiuret-Method e

Bendtigte Losungen:

Mikrobiuret-Reagenz: 400 ml einer 1 %igen Kupfersulfat-Losung wurden langsam
unter Kihlung und Rihren zu 1,5 | einer 10 N Natronlauge
gegeben

10 x KPP

Durchfiihrung:

Die Mikrobiuret-Methode kam zur Anwendung, wenn die Proteinkonzentration von
Hefezellextrakten nach einem Glasperlenaufschluss ermittelt werden sollte. Hierbei wurden
in Plastikrohrchen 1 ml KPP-Puffer mit 100 pl Rohextrakt und 500 pul Mikrobiuret-Reagens
gemischt. Fur den Leerwert wurde KPP-Puffer statt Proteinrohextrakt verwendet. Der Ansatz
wurde 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Extinktion bei 290 nm
gemessen und die Proteinkonzentration anhand eines Eichfaktors, ermittelt aus einer BSA-
Eichkurve, erfasst. Fir jeden Proteinextrakt wurden doppelt Konzentrationsbestimmungen
durchgefiuhrt. Die Werte wurden anschliel3end gemittelt.

5.13.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung mit Hilfe von Roti®-Nanoquant beruht auf einer Modifikation der
Methode nach Bradford (Bradford, 1976), mit der es maoglich ist, Proteinmengen ab 1 ng/ pl
in wassrigen Lésungen zu bestimmen. Zunachst einmal musste das 5 x Konzentrat mit A.
dest. verdinnt werden. Diese so entstandene Arbeitslosung war bis zu einer Woche haltbar.
Fur die Bestimmung wurden 800 pl der Arbeitslésung mit 200 pl der Probe (bzw. eine 1:10
oder 1:100 Verdinnung in A. dest. davon) in eine Plastikkivette pipettiert und durchmischt.
Die erste Messung erfolgte bei 590 nm gegen Wasser. Danach wurde die Extinktion der
Proben bei 450 nm bestimmt und der Quotient ODsg0/OD4so aus den Daten errechnet. Die
Proteinkonzentration konnte nun mit Hilfe einer BSA-Eichreihe bestimmt werden.

5.14 Reinigung von Proteinextrakten
5.14.1 Aufreinigung von Fusionsproteinen Uber eine DEAE-Anionen-
austauschmatrix im ,batch“-Verfahren

Bendtigte Losungen:

Bindepuffer: 0,1 M Tris/HCI pH7,4
2,5 mM MgCl,

Elutionspuffer: 0,1 M Tris/HCI pH7,4
2,5 mM MgCl,
0,6 M NaCl

Durchfihrung:

Alle folgenden Schritte wurden bei 4C in einer Kih Izelle durchgefihrt. Zunéchst musste die
DEAE-Sepharose®CL-6B (Firma Sigma-Aldrich) &quilibriert werden. Dazu wurde die
entsprechende Menge, wobei fir 1 ml von dem zu reinigendem Rohextrakt 1 ml Sepharose
eingesetzt wurde, in ein Sarstedt-Rohrchen dberfiihrt und mit dem 3-fachen Volumen an
Bindepuffer versetzt. Die Durchmischung des Ansatzes erfolgte Uber Nacht auf einem
Rolleninkubator. Am néchsten Tag wurde das Rohrchen auf Eis so lange stehen gelassen,
bis die Sepharose sedimentiert war. Der klare Uberstand konnte nun entfernt werden und die
Bindung der Proteine an die Matrix konnte erfolgen. Dazu musste zunachst ein Rohextrakt
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aus der gewinschten Menge an eingefrorenen Saccharomyces cerevisiae Zellen mittels
Glasperlenaufschlul® hergestellt werden. Nach dem Vortexen wurde das Zelltrimmerpellet in
Bindepuffer aufgenommen und nach dem Abzentrifugieren stand ein Rohextrakt zur
Verfiigung, der nun mit dem gleichen Volumen an &quilibrierter Sepharose versetzt wurde.
Die Bindung der Proteine an die Matrix erfolgte fir mindestens 2 Stunden bei 4C auf dem
Rolleninkubator. Anschlielend wurde der Rohextrakt nach dem Sedimentieren entfernt und
die DEAE-Sepharose 4 — 5 x mit dem 2,5-fachen Volumen an Bindepuffer fur 10 min bei
standiger Durchmischung gewaschen, um die nicht gebundenen Proteine zu entfernen. Der
Puffer musste vor der Elution vollstandig entfernt werden, da es ansonsten zu einem
Verdinnungsprozel? kommt. Fur die Elution der Proteine wurde die Sepharose mit dem
gleichen Volumen an Elutionspuffer versetzt und wiederum fur eine Stunde auf dem
Rolleninkubator bewegt. Nach dem Sedimentieren der Sepharose konnte der Kklare
proteinhaltige Uberstand entnommen werden. Bei Bedarf konnte die NaCl-Konzentration
variiert werden und beim Storen der hohen Salzkonzentration abschlieRend eine Dialyse
durchgefiuhrt werden.

5.14.2 Dialyse von Proteinlésungen

Bendtigte Lésungen:
Dialysepuffer: 0,1M Tris/HCI pH7,4
2,5mM MgCl,

Dialysemembran

Zum Entfernen von niedermolekularen Verbindungen bzw. des hohen Salzgehaltes des
Elutionspuffers nach der Vorreinigung mittels DEAE-Sepharose wurden Proteinlésungen
dialysiert. Durchgefuihrt wurde die Dialyse bei den Proben fir den PanK-Enzymtest. Dazu
wurden 1 ml des vorgereinigten Rohextraktes in ein Reagiergefald Giberfuhrt, in das zuvor ein
Loch in den Deckel geschnitten wurde. Die Dialysemembran (Fa. SERVA) wurde nun auf die
Offnung des ReagiergefaRes mit einer Pinzette gelegt und der Deckel (mit Loch) so
geschlossen, dass die Membran keine Falten schlug. Mit Hilfe eines Schwimmstanders
wurde das Reagiergefald nun kopfiber in einem Becherglas mit 500 ml Puffer positioniert,
dass ein Kontakt zwischen Proteinextrakt und Dialysepuffer gewahrleistet war. Die Dialyse
erfolgte auf dem Magnetruhrer in der Kuhlzelle fur mindestens 2x 30 min oder tber Nacht.

5.14.3 Gelfiltrationschromatographie
5.14.3.1 Protein-Standard fur Gelfiltrationschromat  ographie

Fur die Gelfiltrationschromatographie werden folgende Eichproteine (Firma Sigma-
Aldrich) verwendet: Ferritin-440 kDa, B-Amylase-200 kDa, Alkohol Dehydrogenase-150 kDa,
BSA-66 kDa. Die Proteine werden zu einer Endkonzentration von 4 mg/ml in A. dest
gel6st, abzentrifugiert und auf die Saule geladen.

5.14.3.2 Aufreinigung des CoA-SPC mittels Gro3enaus  schlul3chromatographie
(Gelfiltration)

Der Nachweis des CoA-SPC sollte mit Hilfe einer Gelfiltrationschromatographie erfolgen, bei
der eine Trennung von Proteinen aufgrund ihrer GroRe erfolgt. Die hier verwendeten Saule
Sephacryl S-300HR 16/60 (GE Healthcare) enthalt als Gelmatrix Dextran mit einer
PorengrofRe von 47 pm und einem Volumen von 120 ml. Das Prinzip der Trennung besteht
darin, dass grof3e Proteine nicht in die Saulenmatrix eindringen kénnen, so dass ihnen beim
Durchlaufen nur das AusschluRvolumen (36 ml) zur Verfigung steht und sie somit friher
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eluiert werden. Kleineren Proteinen steht aufRerdem noch das Volumen in den Poren, das
sogenannte EinschluRvolumen zur Verfligung. Sie bendtigen daher mehr Zeit das Saulenbett
zu durchwandern und werden zu einem spateren Zeitpunkt eluiert.

Dafur wurde eine vorgepackte Séule (HiPrep 26/60 Sephacryl S-300 HR, GE Healthcare) mit
einem Séaulenvolumen von 120 ml an das AKTA purifier Chromatographiesystem
angeschlossen. Das ermdglichte sowohl die Messung der Absorption der Proteine bei einer
Wellenlange von 280 nm als auch die Erfassung weiterer Parameter wie Druck, Temperatur
und pH-Wert. Die Analyse der erfassten Daten erfolgte durch die Geratesoftware Unicorn
Version 3.10.11.

Vor der Auftrennung einer Probe bzw. der Eichproteine wurde die Saule mit %
Saulenvolumen A. dest gewaschen und mit 2 Sdulenvolumen Puffer (0,1 M Tris/HCI, 2,5 mM
MgCl,, pH 7,4) mit einer Flussrate von 0,3 ml/min und einem max. Druck von 0,15 MPa
aquilibriert. Die Auftrennung des mittels DEAE-Sepharose vorgereinigten Rohextraktes
(5.15.5) von JOY14 erfolgte nach Auftrennung eines Eichprotein-Standards.1 ml der Probe
(4 mg/ml Eichstandard bzw. 5 mg/ml vorgereinigter Rohextrakt JOY14) wurde in einer
Einmalspritze aufgezogen und Uber das Injektionsventil in des Sample Loop injiziert. Ein
Saulenvolumen Laufpuffer (0,2 M Tris/HCIl, 2,5 mM MgCl,, pH 7,4) lief mit einer
Durchflussrate von 0,3 ml/min durch die S&aule und eluierte die in der Probe
enthaltenen Molekile. Es wurden 2 ml Fraktionen mit Hilfe des Fraktionssammlers Frac-
950 in Reagiergefallen gesammelt. Diese wurden anschlieRend in der Vakuumzentrifuge
eingeengt, auf eine SDS-Page aufgetragen und einer Western-Blot-Analyse unterzogen.
Nach dem Durchlauf der Probe wurde die Saule mit einem Volumen Puffer gespult. Wurde
sie langer als einen Tag nicht genutzt, wurde sie mit 1 Saulenvolumen Puffer, 2
Saulenvolumen A. dest und 1 Saulenvolumen 20 % Ethanol gewaschen und abschlie3end in
der Kihlzelle gelagert.

AKTA purifier mit UV-Detektor UV-900, Fraktionskollektor Frac-920, Pumpe P-900,
Auswertungssoftware Unicorn Version 3.10.11 von GE Healthcare

5.15 Enzymtests
5.15.1 Pantothenat-Kinase-Enzymtest

Der Test wurde modifiziert nach Vallari et al., 1987 durchgefuhrt. Die Pantothenat-Kinase
setzt das als Substrat eingesetzte D-[1-'*C]Pantothenat (Firma Biotrend) zu D-[1-'*C]4-
Phosphopantothenat um, das an lonenaustausch-Filterscheiben bindet. Durch
Szintillationsmessungen wurde die Menge an umgesetzten **C gemessen, das der Menge
des gebildeten Phosphopantothenat entspricht und als Mal3 fir die Aktivitdt der Pantothenat-
Kinase dient.

Bendtigte Losungen:

Testmix: 100 mM Tris/HCI pH 7,4
2,5mM MgCl,
2,5mM ATP
0,15 pCi D-[1-**C]Pantothenat (Firma Biotrend, Spez. Aktivitat 55
mCi/mmol)

10— 120 uM Acetyl-CoA
40 - 600 uM  CoenzymA
5-1600 uM Malonyl-CoA
1-800 uM  Palmitoyl-CoA

Waschpuffer: 1% Essigséaure in 96 % igem Ethanol

Szintillator (Beckman Ready-Solv MP)
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Durchfihrung:
Die fur den Pantothenat-Kinase Enzymtest eingesetzten Proben wurden nach dem

Glasperlenaufschlul® einer Vorreinigung mittels DEAE-Sepharose unterzogen. Die Elution
der Proben von der Matrix erfolgte mit 800 mM NaCl. Im Anschluss daran wurde eine
Dialyse gegen den DEAE-Bindepuffer vorgenommen, um den stérenden und hohen
Salzgehalt zu entfernen. Die Bestimmung des Proteingehaltes des vorgereinigten
Rohextraktes erfolgte mit Hilfe der Mikrobiuret-Methode. Die folgenden Schritte wurden im
Isotopenlabor durchgefihrt. In einem sterilen Reagiergefd? wurden 10 pl eines 4-fach
angesetzten Testmixes, A. dest., 75 ug des vorgereinigten Rohextraktes und optional die auf
inhibitorische Eigenschaften zu testende Substanz pipettiert. Als Negativkontrolle diente eine
Probe, die Wasser, Testmix und Pantothenat enthielt. Abschliel3end wurde in den Ansatz 1
pl D-[1-**C]Pantothenat (Firma Biotrend, 0,15 pCi) gegeben, gemischt und dieser fiir 10 min
bei 30C in einem Heizblock inkubiert. Zum Beenden der Enzymreaktion wurden 35 pl auf
ein Whatman® chromatography paper, ion exchange DE81 (Firma Sigma-Aldrich,
Durchmesser 25mm) pipettiert und unter einer Rotlichtlampe oder bei Raumtemperatur
getrocknet. Die getrockneten Filterpapierscheiben wurden anschlieRend 3 x fr 10 min mit
Waschpuffer gewaschen, um das nicht umgesetzte D-[1-'*C]Pantothenat zu entfernen. Es
folgte erneut ein Trocknungsschritt, nach dem die Filterpapierscheiben, dann in
Szintillationskuvetten Uberfihrt und mit 3 ml Szintillator (Beckmann Ready-Solv MP) versetzt
wurden. Die abschlieRende Vermessung der Proben erfolgte in einem Perkin Elmer Packard
Tri-Carb 2900TR Szintillationszahler, bei der die Radioaktivitat in cpm / 75 pg Protein
ermittelt wurde.

5.15.2 Phosphotransacetylase-Enzymtest

Der Test wurde modifiziert nach Stadtman et al., (1955) durchgefuhrt und beruht auf dem
Transfer der Acetyl-Gruppen aus dem Acetylphosphat auf das in der Probe enthaltene
CoenzymA durch die Phosphotransacetylase unter der Bildung von Acetyl-CoA und
Phosphorséaure. Die Absorption bei einer Wellenlange von 233 nm ist fiir Acetyl-CoA hoher
als fir CoenzymA und somit ist die Reaktion spezifisch fir CoenzymaA.

Bendtigte Losungen:

1M Perchlorsaure HCIO,
5M Kaliumcarbonat
0,1M Acetylphosphat
100 ku/l Phosphotransacetylase
0,18 mM Coenzym A
Tris-Puffer 0,1 M Tris / HCI pH 7,6
0,016 M Ammoniumchlorid
Durchfihrung:

Die Rohextrakte fir den Enzymtest wurden aus Hefezellen mittels Glasperlenaufschluf3
hergestellt. Zunachst einmal musste der Proteinrohextrakt deproteinisiert werden, da die
Metabolite bestimmt werden sollten. Dazu wurde die Probe 1 + 3 mit der Perchlorséure-
Losung versetzt, vermischt und anschlieRend unter stéandiger Kontrolle des pH-Wertes mit
Hilfe von Indikatorpapier und einer Kaliumcarbonat-Ldsung, die tropfenweise hinzugegeben
wurde, neutralisiert und der pH auf 6 eingestellt. Der proteinfreie Uberstand nach dem
Abzentrifugieren (20 min, 13000 Upm, 4<C) konnte fur den Test eingesetzt werden. Dazu
wurden 1 ml Tris Puffer mit 50 pl Acetylphosphat-L6sung, die vor jedem Test frisch
angesetzt werden musste, und 100 pl von der Probe (je nach CoA-Gehalt konnte die Menge
variiert werden) gemischt und in einer Quarzkivette bei 233 nm gegen Tris-Puffer gemessen
(Al). Die Zugabe von 5 pl Phosphotransacetylase-Ldsung startete die Reaktion, die in Form
der Absorptionssteigerung am Photometer verfolgt wurde. War die Reaktion beendet, das
heil3t, &nderte sich die Absorption nicht mehr, wurde eine zweite OD gemessen (A2) und AA
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ermittelt (AA = A2 — Al). Der CoA-Gehalt in mmol /| wurde mit Hilfe der folgenden Formel
berechnet: ¢ = AA * 2,60. Als Kontrolle diente eine Probe mit bekanntem CoA-Gehalt (0,18
mM CoA).

5.15.3 Gekoppelter Citrat-Synthase / Malat-Dehydrog enase-Enzymtest

Der Test wurde nach Bergmeyer et al. (1974) durchgefiihrt. In der ersten Reaktion, die durch
die Malat-Dehydrogenase katalysiert wird, entsteht aus Malat und NAD Oxalacetat, das in
einer zweiten Reaktion durch die Citrat-Synthase mit Acetyl CoA zu Citrat und CoA
umgesetzt wird. Die Bildung von NADH im Verlauf dieser beiden Reaktionen kann
fotometrisch durch die Absorptionszunahme bei 339 nm verfolgt werden und dient als Maf3
fur den Acetyl-CoA Gehalt in der Probe.

Bendétigte Losungen:

0,2M Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO,

Y Kaliumhydrogencarbonat KHCO;

4 M Perchlorsdure HCIO,

05M Perchlorsdure HCIO,

8M Kaliumhydroxid

0,2 M Malat in A. dest., Zugabe von 1 ml KHCO;-Ldsung
05M Tris/HCI pH 8,1

30 mM B-NAD in A. dest, neutralisieren mit KHCOs-Ldsung

360 ku/l Malat-Dehydrogenase in 3,2 M Ammoniumsulfat-Lésung
30 ku/l Citrat-Synthase in 3,2 M Ammoniumsulfat-Lésung

Durchfihrung:
Die Rohextrakte fir den Enzymtest wurden aus Hefezellen mittels Glasperlenaufschlufd

hergestellt und mussten zunadchst einmal deproteinisiert werden, da die Metabolite bestimmt
werden sollten. Dazu wurde 1/10 Volumen 4M Perchlorsdure auf Eis zu dem Rohextrakt
gegeben und gemischt. Der Ansatz wurde fir 5 min auf Eis stehen gelassen und
anschlieRend die Saure mit Hilfe einer Kaliumhydroxid-Losung neutralisiert. Der pH-Wert
wurde unter standiger Kontrolle mittels pH-Indikatorpapier mit Kaliumhydrogencarbonat auf
einen Wert von 6,3 — 6,7 eingestellt. Uberstieg er einen Wert von 7, konnte dieser mit Hilfe
der Kaliumdihydrogenphosphat-Lésung eingestellt werden. Nachdem der pH-Wert korrekt
eingestellt war, wurde die Probe zentrifugiert (5 min, 13000Upm, 4C), um die prazipitierten
Proteine und das Kaliumperchlorat zu entfernen. Der Uberstand wurde in ein neues
Reagiergefald tberfihrt und das Pellet mit eiskaltem A. dest. gewaschen, abzentrifugiert und
die Uberstande vereinigt. Dieser deproteinisierte Rohextrakt konnte fiir den Enzymtest
eingesetzt werden. Vor Beginn des Enzymtestes musste die Malat-Lésung fur 10 min bei
100 T inkubiert werden, um Spuren von Oxalacetat, die das Ergebnis verfalschen wirden
zu entfernen. In einer Quarzkivette wurden 500 ul Probe und A. dest, wobei der
Probenanteil meistens 100 pl betrug, aber aufgrund des unterschiedlichen Acetyl-CoA-
Gehaltes variieren konnte, 400 pl Tris-Puffer, 50 pl Malat-l6sung und 50 pl NAD-L&sung
pipettiert und gemischt. Gemessen wurde bei einer Wellenlange von 339 nm gegen Luft (Ao).
Sobald sich die OD nicht mehr anderte, wurde 2,5 pl Malat-Dehydrogenase-Lésung
hinzugegeben, gemischt, die Absorptionsdnderung verfolgt und sobald diese konstant war,
die OD gemessen (A;) und AA; ermittelt (AA; = A; — Ag). Die Umsetzung von Acetyl-CoA
und Oxalacetat zu Citrat und CoA wurde gestartet durch Zugabe von 2,5 ul Citrat-Synthase
Losung. Nach Beendigung der Absorptionssteigerung wurde erneut die OD gemessen (A2)
und AA, ermittelt (AA; = A, — A;). Die Anderung der Extinktion AA wurde nach folgender
Formel berechnet: AA = AA, x (1 + (AA; / AA; + AAy)) und wurde bendtigt fur die
Berechnung des Acetyl-CoA-Gehaltes (in mmol/l) in der Probe: ¢ = 0,319 x AA / v, wobei v
dem eingesetzten Probenvolumen entspricht.
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5.15.4 B-Galactosidase-Enzymtest

Die B-Galactosidase ist ein Enzym aus E.coli, das dort die Verwertung von Galactosiden,
z.B. Lactose ermdglicht. Es wird vom lacZ-Gen codiert und ist Bestandteil des lac-Operons.
LacZ ist ein standardmé&Rig verwendetes Reportergen zur Messung der Expressionsstarke
von Genen, an welche es durch Translationsfusion gekoppelt ist. Die B-Galactosidase
katalysiert eine Reaktion, bei der das farblose Substrat ortho-Nitrophenyl-3-D-
galactopyranosid (oNPG, ein Lactoseanalogon) unter Abspaltung von ortho-Nitrophenol
hydrolysiert wird. Dieses liegt im alkalischen Medium als gelbes Phenolat vor, dessen
Extinktion bei einer Wellenlange von 420 nm gemessen wurde, wobei die photometrisch
erfasste Umsetzungsrate als direktes Mal3 fur die Genaktivitat galt.

Bendtigte Losungen:

ONPG-Lsg.: 4 mg/ml o-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid gelost in A.dest.
Na,COs-Lsg.: 1M Natriumcarbonat geldst in A.dest.

1 M KPP: 1M KH,PO,, 1 M K,HPO, pH 6,5

Durchfiihrung:

Die zu testenden Hefestdmme wurden Uber Nacht unter den gewlnschten Testbedingungen
in 5 ml SCD-Selektivmedium angezogen. Die Kulturen wurden in Zentrifugenréhrchen
uberfihrt und 2 min bei 3000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die
Zellen wurden mit 5 ml A.dest. gewaschen und bis zu ihrem Aufschluss bei —20C gelagert.

Fiur den B-Galactosidase-Test wurde 1 ml Z-Puffer in Zentrifugenréhrchen vorgelegt und mit
100 ul Rohextrakt versetzt. Die Ansatze wurden fir einige Minuten im 30C-Wasserbad
temperiert. Der Test wurde durch Zugabe von 200 pl oNPG-Lésung gestartet und bei
deutlicher Gelbfarbung, spatestens aber nach 30 min durch Zufiigen von 500 pl einer 1 M
Natriumcarbonat-Losung gestoppt. AnschlieBend wurde die Extinktion photometrisch bei
einer Wellenlange von 420 nm erfasst. Als Leerwert diente eine Mischung aus 1,1 ml Z-
Puffer, 200 pul oNPG und 500 pl Natriumcarbonat-Losung. Von jedem Ansatz wurden
Doppelbestimmungen durchgefihrt, deren Messwerte spater gemittelt wurden. Die
Berechnung der spezifischen B-Galactosidase-Aktivitat (in U/mg Protein) wurde anhand der
folgenden Formel vorgenommen:

spez. Aktivitat [U/mg]= 1000 X V1 X E420/(4,5 X Vp X dt X Cp)

V7= Testvolumen =1,8 ml

Vp = Probenvolumen = 0,1 ml

dt= Zeitdifferenz zw. Start und Stop der Enzymreaktion in min

Cp= Proteinkonzentration [mg/ml] (durch Mikrobiuretmethode ermittelt)
Es = Extinktion bei 420 nm

Um eine statistische Sicherheit gewéhrleisten zu kénnen, wurden jeweils funf genetisch
identische, parallel transformierte Klone getestet, aus deren Enzymaktivitaten der
Durchschnitt ermittelt wurde. Zudem wurde der Versuch mindestens dreimal wiederholt.
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5.16 Heterologe Expression von Fusionsproteinen in E. coli und
Aufreinigung der GST-Fusionsproteine

Fur ,GST-Pulldown*-Experimente wurden die zu untersuchenden Hefeproteine als
Glutathion-S-Transferase-(GST)-Fusionsprodukte in E. coli exprimiert und anschlieRend
affinitditschromatografisch im ,batch-Verfahren* aufgereinigt. Die Affinitatsmatrix bestand aus
Sepharose, die kovalent mit Glutathion (GSH), dem Substrat der GST, verknulpft war. So
konnten die Fusionsproteine Uber ihren N-terminalen GST-Anteil an das immobilisierte
Glutathion gebunden werden. Durch Zugabe von freiem Glutathion wurde jene wieder von
der Matrix abgelost.

Fur in vitro Interaktionsexperimente im heterologen Wirt wurden die entsprechenden
Hefeproteine mit einem HAz-Epitop fusioniert und in E. coli DH5a zur Expression gebracht.

5.16.1 Expression der GST-Fusionsproteine

Die entsprechenden Leserahmencassetten aus Saccharomyces cerevisiae wurden in den
Expressionsvektor pGEX-SCS kloniert, der als entscheidende Komponente das Glutathion-
S-Transferasegen aus Schistosoma japonicum mit vorangehendem, durch IPTG
induzierbaren tac-Promotor besitzt. Auf dem Plasmid befinden sich auRerdem ein lacl®Gen
und Erkennungsstellen fir Thrombin zur enzymatischen Abspaltung des GST-Anteils.

Bendétigte Losungen:

20 % Glucose-Stammldsung; steril filtriert
100 mM IPTG-Stammldsung

0,24 M Ampicillin-Stammlésung

0,07 M Chloramphenicol-Stammlésung

Durchfihrung:
Die pGEX-SCS-Varianten mit den diversen GST-Fusionskonstrukten wurden in E. coli BL21

transformiert und tGber Nacht in R6hrchen mit 6 ml LB-Medium, Ampicillin (EK= 0,01 mg/ml)
und Chloramphenicol (EK = 0,005 mg/ml) bei 37C im Schuttler angezogen. Am nachsten
Tag wurden ca. 1ml der Vorkultur in Erlenmeyerkolben mit 45 ml YT-G Medium, unter Zusatz
von Glucose (Endkonz. = 2%), Ampicillin und Chloramphenicol umgesetzt. Bei einer
optischen Dichte von 0,5 - 0,7 (gemessen bei einer Wellenlange von 600 nm gegen Medium)
wurde die Expression der GST-Translationsfusionsproteine durch Zugabe von 500 pl IPTG
(100 mM) induziert. Zur spateren Uberpriifung der erfolgreichen Expression bzw. der
Expressionsstarke wurden vor der Induktion und vor dem Ernten jeweils 1 ml Aliquots aus
dem Kolben entnommen, in Reagiergefale uberfuhrt und abzentrifugiert (1 min, 13000
Upm). Das Pellet wurde in 20 ul A. dest. resuspendiert, mit 20 pl Probenpuffer versetzt und
konnte nun auf eine SDS-Page aufgetragen werden. Der Inhalt des Kolbens wurde 120 min
nach der Induktion mit IPTG in Sarstedtréhrchen geerntet (20 min bei 4000 Upm). Das Pellet
wurde in 2 ml 1x PBS resuspendiert und bis zum Ultraschallufschluss bei —20C aufbewabhrt.

5.16.2 Affinitatschromatografische Aufreinigung der GST-Fusionsproteine im
.batch“-Verfahren

Zur Aufreinigung der fremdexprimierten Fusionsproteine wurde eine Glutathion-Sepharose
4B-Affinitdtsmatrix verwendet. Glutathion stellt das Substrat der Glutathion-S-Transferase
dar und ist in dieser Matrix kovalent mit der Sepharose verknipft. Dadurch kdnnen die
Hybridproteine Uber deren GST-Anteile spezifisch an die Affinitatsmatrix binden und
anschlief3end durch freies Glutathion wieder eluiert werden.
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Bendtigte Losungen:

Glutathion-Sepharose in 20% Ethanol (Firma GE
Healthcare)
20 mM Glutathion (reduziert) in 200 mM Tris/HCI, pH 8,0

Durchfuhrung:
Vor Gebrauch wurden 1 ml der Glutathion-Sepharose mit 10 ml eiskaltem PBS gewaschen,

um das aus Haltbarkeitsgrinden vom Hersteller zugefiigte Ethanol zu entfernen. Nach
Zentrifugation und einem erneuten PBS-Waschschritt wurde sie 1:2 in PBS aufgenommen.
Die so vorbereitete Affinitdtsmatrix konnte bis zu 1 Monat bei 4C gelagert werden. Die
aufgetauten GST-Anzuchten wurden mittels Ultraschall aufgeschlossen und fir 10 min bei
13000 Upm und 4T zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand wurde in ein neues
Eppendorf-Tube pipettiert, mit 100 pl Glutathion-Sepharose vermischt und flr mindestens 60
min bei RT auf einem Rotor bewegt, um die Interaktion zwischen dem GST-Anteil der
Fusionsproteine und dem matrixgebundenden Glutathion zu erméglichen. AnschlieRend
wurde der Ansatz einmal mit 500 ul PBS gewaschen und 1 min bei 13000 Upm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vollstandig entfernt. Danach wurde dieses Glutathion-Sepharose-Pellet
mit dem gebundenen GST-Protein entweder fir Interaktionsexperimente weiterverwendet
oder das gebundene GST-Protein mit freiem GSH von der Matrix gelost. Dafir erfolgte eine
Elution mittels 120 ul Glutathion-Lésung fur 30 min bei minimaler Schiittelintensitat auf dem
Vortexer. Die Affinitdtsmatrix wurde durch 1-minitige Zentrifugation bei 13000 Upm
sedimentiert und freigesetzte Proteine in ein neues Reagiergefal? pipettiert. Zur Uberprifung
der Effektivitat der Elution wurden die eluierten Proteine (bei Bedarf auch die Sepharose) mit
Probenpuffer versetzt und es konnte nun eine SDS-PAGE mit anschlieRender Coomassie-
Blau-Anfarbung stattfinden.

5.16.3 Expression der HA 3-Fusionsproteine

Die entsprechenden Leserahmencassetten aus Saccharomyces cerevisiae wurden in den
Expressionsvektor pASK-IBA-5HA; kloniert, der als entscheidende Komponente ein HAs-
Epitop mit vorangehendem, durch AHT (Anhydrotetracyclin) induzierbaren tetR-Promotor
besitzt.

Bendtigte Losungen:

20 % Glucose-Stammldsung; steril filtriert

2 mg/ml AHT-Stamml6sung (in Dimethylformamid)

0,214 M Ampicillin-Stammlésung

0,07 M Chloramphenicol-Stammlésung
Durchfiihrung:

Die HA;-Fusionskonstrukte wurden in E. coli BL21 transformiert und tber Nacht in R6hrchen
mit 6 ml LB-Medium, Ampicillin (EK= 0,01 mg/ml) und Chloramphenicol (EK = 0,005 mg/ml)
bei 37C im Schittler angezogen. Am nachsten Tag wurde ca. 1 ml der Vorkultur in einen
Erlenmeyerkolben mit 45 ml YT-G Medium, der zuvor mit 2% Glucose, Ampicillin und
Chloramphenicol versetzt wurde, gegeben. Bei einer optischen Dichte von 0,5 — 0,7
(gemessen bei einer Wellenlange von 600 nm gegen Medium) wurde die Expression der
HA;-Translationsfusionsproteine durch Zugabe von 10 pl AHT (EK = 400 mg/l) induziert.
Nach 120 min wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 Upm fir 20 min geerntet. Das
Pellet wurde in 2ml 1x PBS resuspendiert und bis zum Ultraschallufschluss bei —20C
aufbewahrt.
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5.16.4 Proteinfarbung mittels Coomassie-Brilliant-B lau

Benétigte Losungen:
Farbelbsung: 0,05% Coomassie Brillant Blue R-250 in A. dest.

Durchfiihrung:
Wollte man die in der SDS-PAGE nach dem Molekulargewicht aufgetrennten Proteine mit

Coomassie-Blau sichtbar machen, wurde das Polyacrylamid-Gel mit Farbelésung
Uberschichtet und 3 x in der Mikrowelle aufgekocht. AnschlieBend wurde das Gel durch
mehrstiindiges Schitteln A. dest. vom Farbstoff, der nicht an Protein gebunden hatte, befreit.

5.17 Affinitatschromatografischer ,GST-Pulldown“ zu m Nachweis
von Protein-Protein-Interaktionen

Das Prinzip des ,,GST-Pulldown* beruht auf einem affinitditschromatografischen Verfahren,
bei dem ein Interaktionspartner Uber eine Translationsfusion an Glutathion-S-Transferase
(GST) gekoppelt wird. Der zweite Interaktionspartner wird mit einer N-terminalen
Hamagglutinin (HA3)-Markierung versehen. Das GST-Fusionsprotein wird tUber den GST-Tell
an eine Glutathion-Sepharose-Matrix gebunden. Nach Zugabe des HA;-Fusionsproteins
bleibt jenes im Falle einer Interaktion am matrixgebundenen Protein haften. Nach diversen
Waschschritten wird mit Glutathion eluiert, wobei die im Uberschuss vorliegenden freien
Glutathionmolekule die GST-gekoppelten Proteine kompetitiv von der Matrix verdrangen. Die
Proteine werden nun in einer SDS-PAGE aufgetrennt und tber einen Western Blot auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Hat eine Protein-Protein-Interaktion stattgefunden, so ist
diese Uber eine gegen den HAs-Anteil gerichtete, enzymgekoppelte Antikérperreaktion
nachweisbar.

5.17.1 Herstellung von Hefegesamtproteinextrakten f  Ur affinitdtschromato-
graphische GST-Pulldown-Experimente

Neben den heterolog exprimierten HAs-Fusionsproteinen in E. coli wurden fur die
affinitditschromatographischen  GST-Pulldown-Experimente  Gesamtproteinextrakte aus
Hefezellen verwendet. Die zu untersuchenden Proteine waren mit dem HA;-Epitop (Kolodziej
et al.,1990) markiert und wurden in den Hefestamm C13-ABYS.86 transformiert. Nach einer
Kultivierung Gber Nacht in 200 ml Selektivmedium wurden die Zellen geerntet (1 min, 4000
Upm), das Pellet in 2 ml KPP resuspendiert und die Zellen mit Hilfe von Glasperlen
aufgeschlossen. Nach dem Klarzentrifugieren (13000 Upm, 10 min, 4C) konnte der
proteinhaltige Uberstand im ,Pulldown® eingesetzt werden.

5.17.2 Vorklarung der HA 3-Proteine und Bindungsreaktion

Bendtigte Losungen:

Glutathion-Sepharose in 20% Ethanol, Firma GE

Healthcare
20 mM Glutathion (reduziert): in 200 mM Tris/HCI, pH 8,0
SA-125: 409 Glycerin
30,8 mg DTT
74 mg EDTA
952 mg HEPES
2,46 g Kaliumacetat

29 NP-40 (IGEPAL)
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Durchfihrung:
Die Proteinkonzentration von HAs-Proteinextrakten wurde mit Hilfe der Bradford-Methode

bestimmt und die Expressionstarke des HAs-Fusionsproteins anhand einer Western-Blot-
Analyse abgeschatzt. Entsprechend der fur die spatere SDS-PAGE eingesetzten Menge an
HAs-Protein wurde in einem Reagiergefald ein geeignetes Volumen des Rohextraktes mit
300 pl Volumen SA-125, 30 ul PBS-aquilibrierter Glutathion-Sepharose versetzt und der
Reaktionsansatz mit dem entsprechenden Puffer (KPP-Hefe/PBS-E. coli) auf 1 ml aufgefullt.
Das Gemisch wurde auf einem Rotor bei 4C fir minde stens 6 h vorgeklart, so dass alle
unspezifisch an das Glutathion bindenden Proteine abgetrennt wurden. Nach etwa der Halfte
der Zeit wurde der Ansatz fir 3 min bei 13000 Upm zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Reagiergefal? uberfuhrt. Anschlie3end wurden nochmals 30ul Glutathion-Sepharose
zugegeben, der Ansatz auf 1 ml mit SA-125 aufgeflllt und die Vorklarung fortgefihrt.
AbschlieBend wurde die Sepharose sedimentiert (3 min, 13000 Upm) und der Uberstand fiir
die Bindungsreaktion eingesetzt. Wahrenddessen wurden die aufgetauten GST-Anzuchten
mittels Ultraschall aufgeschlossen, anschlieRend die Zelltrimmer abzentrifugiert (10 min,
13000 Upm bei 4C) und eine geeignete Menge des Ube rstandes (300-1500 pl, je nach
Konzentration des Fusionsproteins) mit 100 pl Glutathion-Sepharose versetzt. Der
Reaktionsansatz wurde fir mindestens 60 min bei Raumtemperatur auf einem Rotor
durchmischt, um die Interaktion zwischen dem GST-Anteil der Fusionsproteine und dem
matrixgebundenden Glutathion zu ermdglichen. AnschlieBend wurde der Ansatz einmal mit
500 pl PBS gewaschen und 2 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Auf die sedimentierte und
vom Uberstand befreite Sepharose-Matrix mit den gebundenen GST-Proteinen wurde 900 pl
des vorgeklarten HAs-Proteinextraktes gegeben. Der Ansatz wurde auf dem Rotor etwa 16-
18 h bei 4T inkubiert. Hierbei fand die eigentlich e in vitro Bindungsreaktion zwischen den
zu untersuchenden mutmallichen Interaktionspartnern statt.

5.17.3 Aufreinigung der Interaktionsansatze

Um nichtgebundenes, tiberschissiges Protein abzutrennen, wurden die Bindungsanséatze
mehrfach gewaschen. Die Ansatze wurden 1 — 3 x mit PBS gewaschen, wobei 500 ul PBS
auf den Ansatz gegeben, das ReagiergefaR mehrmals geschwenkt, die Sepharose
sedimentiert (1 min, 13000Upm) und der Uberstand entfernt wurde. Waren diese Schritte
nicht ausreichend, konnte die Stringenz erhoht werden. Dazu wurden die Anséatze vor den
PBS-Waschschritten mit 500 pl SA-125 versetzt und 30 min auf einem Rotor bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachfolgend konnte weiter mit SA-125 bzw. mit SA-500 (hdhere
Stringenz) gewaschen oder zu den PBS-Waschschritten (bergegangen werden. Die
Stringenz wurde dabei durch die jeweilige Zusammensetzung der Waschpuffer und die
Anzahl der Waschschritte bestimmt. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Matrix noch
einmal sedimentiert, um anschlieBend mit 120 pl freiem Glutathion (20 mM GSH in 50 mM
Tris/HCI, pH 8,0) sowohl das GST-Fusionsprotein als auch den mitsedimentierten
Interaktionspartner von der GSH-Sepharose freisetzen zu kénnen. Diese Elution erfolgte
durch Vortexen bei minimaler Schuttelintensitat fir 30 min, wonach die Sepharose
sedimentiert (3 min bei 13000 Upm) und das Eluat vorsichtig abgenommen wurde. Bei einer
spezifischen Wechselwirkung kann der epitopmarkierte Interaktionspartner im Eluat durch
Westernblot Analyse nachgewiesen werden.

5.18 Western-Blot-Analyse

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden auf eine Membran aus Nitrocellulose
Ubertragen. Da die zu untersuchenden Proteine Epitop-markiert vorlagen, konnten sie durch
Bindung eines gegen diese Markierung gerichteten Antikorpers und eine nachfolgende
Enzymreaktion nachgewiesen werden. Fur die HAs-markierten Proteine wurden Anti-
Hamagglutinin-Antikérper verwendet, an die eine Peroxidase konjugiert war. Das Enzym
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oxidiert Luminol in Gegenwart von Wasserstoffperoxid. Die dabei auftretende

Chemilumineszenz wurde durch Auflegen eines Réntgenfilms detektiert.

5.18.1 Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellu  losemembran

Bendétigte Losungen:

Transferpuffer: 39 mM Glycin
48 mM Tris/HCI
0,0375 % SDS
Durchfihrung:

Fur die Ubertragung elektrophoretisch aufgetrennter Proteine von einem Polyacrylamidgel
auf eine Nitrocellulosemembran wurde der Mini-Protean Il Tank Blot von BIO RAD benutzt.
Die einzelnen Bestandteile wurden zunachst in Transferpuffer getrankt und dann
sandwichartig in folgender Reihenfolge (ausgehend von der Katodenseite)
zusammengebaut: Schwamm, Whatmanpapier (Grof3e: 9 x 5,5 cm), Membran (Grof3e: 8,5 x
5 cm), Gel, Whatmanpapier, Schwamm. Das Gel-Sandwich wurde fixiert und eisgekuhit
(Kahlakku) in die Transferkammer eingesetzt. Diese wurde mit Transferpuffer befillt und der
Blot gestartet. Der Proteintransfer erfolgte unter stéandiger Durchmischung des Puffers
(Magnetruhrer) fur 1 h bei einer Spannung von 100 V.

5.18.2 Immunologischer Nachweis HA ;-Epitop-markierter Proteine

Bendtigte Losungen:
TBS:

50 mM Tris/HCI pH 7,5

150 mM
Blockierungslosung: 5%
Antikdrper-Losung:

NacCl
Magermilchpulver geldst in 20 ml TBS
Anti-HA-Meerettichperoxidase-Konjugat, 5 pl Anti-HA-

AK wurden vor Gebrauch mit 12 ml TBS vermischt
Blottingsubstrat-Losung:

LdsungA: 250 mM Luminol in DMSO
LosungB: 90 mM p-Coumarséaure in DMSO
L6sungC: 1M Tris/HCI pH 8,5
Far 200 mi: 2ml LosungA

0,89 ml LésungB

20 ml LosungC

177,11 ml A. dest.

Wasserstoffperoxid (H,05,)

Entwickler-Stammlésung:

0,5-2% Kaliumhydroxid
2-5% Hydrochinon
10 — 25% Kaliumsulfit

Fixierer-Stammldsung: keine genauen Angaben zur

vermutlich Natriumthiosulfat

Zusammensetzung,

Durchfuhrung:
Nachdem die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran

Ubertragen wurden, erfolgte ein 10-mindtiger Waschschritt mit TBS. Danach wurde die
Blockierungslosung auf die Membran gegeben und 1 h auf einem Schwenktisch inkubiert.
Die in der Magermilch enthaltenen Proteine lagerten sich dabei an alle freien Stellen der
Membran an, so dass bei der nachfolgenden Antikdrperreaktion eine unspezifische Bindung
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der Anti-HA-Antikorper an die Membran verhindert wurde. Die blockierte Membran wurde
zweimal fir 10 min mit 1x TBS gewaschen und anschlieBend in der Antikérper-Lésung (5 ul
in 12 ml TBS, ausreichend fiir 2 Membranen) fir eine Stunde geschwenkt. Nachdem die
Antikorper an die HAz-tragenden Proteine gebunden hatten, wurde die Membran viermal 10
min mit TBS gewaschen. Alle weiteren Detektionsschritte wurden in der Dunkelkammer bei
minimaler Rotlichtbeleuchtung ausgefihrt: Zunachst wurden 3ul Wasserstoffperoxid mit 10
ml Blottingsubstratlosung gemischt und damit die Membran fir 1 min inkubiert. An den
Stellen, an denen sich ein Immunkomplex gebildet hatte, wurde eine enzymatische Reaktion
ausgelost, die zu einer Lichtemission fuhrte. Schlielich wurde die Membran in Klarsichtfolie
eingeschlagen, in eine Entwicklungskammer gelegt und mit einem Rontgenfilm bedeckt. Die
Belichtungszeit wurde je nach Emissionsstéarke variiert. Die belichteten Filme wurden bis
zum Sichtbarwerden der Banden mit Entwickler-und Fixierer-Lésung behandelt, mit A. dest.
abgespllt und getrocknet.

5.19 Klassisch-genetische Methoden
5.19.1 Konstruktion diploider Hefestamme

Durch Kreuzung zweier haploider Ausgangsstamme mit komplementierenden Auxotrophien
wurden diploide Stamme erzeugt. Hierzu wurden die frisch angezogenen Partner getrennt
voneinander auf einer YEPD Agarplatte ausgestrichen und in der Mitte miteinander
vermischt. Am folgenden Tag erfolgte eine Replikaplattierung auf ein Medium, das nur den
diploiden Zellen Wachstum erlaubt (SM-Medium, das bei Bedarf mit AS-Stammldsungen
supplementiert wurde)

5.19.2 Zufallssporenanalyse

Fur die Sporulation wurde der diploide Stamm in 5 ml YEPD-Medium bis zur friihen
stationdren Phase angezogen, dann in einem sterilen Rohrchen abzentrifugiert und als
dickflissige Zellsuspension auf einer Kaliumacetat-Platte verteilt (Fowell, 1952) Nach einer
Inkubation von drei bis vier Tagen bei 30 € wurde die Sporulation mikroskopisch kontrolliert.
Bei einem hinreichend hohen Anteil (50 — 80 %) vollstandiger Asci wurde Zellmaterial in 500
pl sterilem A. dest. suspendiert und der Ansatz fur den Verdau der Sporenhillwand mit 20 pl
B-Glucuronidase / Arylsulfatase (Firma Roche) fur 30 min inkubiert. Der Verdau wurde dann
anschlieend durch Verdinnung mit 10 ml sterilem Wasser gestoppt, die Zellen
abzentrifugiert und in 1 ml frischem, sterilem Wasser. Nachdem eine Zugabe von 1 ml
Mineralol erfolgte, wurde die Probe flur 10 Sekunden intensiv auf dem Vortex-Gerat
geschuttelt und bis zur Trennung der Phasen ca. 10 min stehen gelassen. Aus der oberen
Ol-Phase, in der sich die Ascosporen befanden, wurden 2, 6 und 15 pl auf YEPD-Medien
ausplattiert. Nach zwei bis drei Tagen konnten die Zellen auf YEPD-Platten abgeimpft und
nachfolgend durch Replikaplattierung auf Selektivmedien phéanotypisch charakterisiert
werden. Beim Abimpfen sollten Kolonien verschiedener GroRRe beriicksichtigt werden, da die
gewlnschten Mutationen gegeniber Wildtypkombinationen oft Wachstumsnachteile
bewirken.
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6.2  Abkirzungsverzeichnis

A/ Ala Alanin

A. dest Aqua destillatum

AHT Anhydrotetracyclin

AK Antikorper

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

Arg Arginin

Asn Asparagin

Asp Asparaginsaure

AS/aa Aminoséaure(n)

ATP Adenosintriphosphat

B-Gal B-Galactosidase

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C/Cys Cystein

CAB Coenzym A Biosynthese

CoA Coenzym A

CoA-SPC “CoA synthesizing protein complex*
Cpm “counts per minute”, Zerfalle pro Minute
CS Citrat Synthase

C-Quelle Kohlenstoff-Quelle

D Asparaginsaure

Da Dalton (Molekulargewichtseinheit)
DL Durchlauf

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat (= dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
DPCK Dephospho-CoA Kinase

DTT Dithiothreitol

E Glutaminsaure

E Elution

EC Enzyme Commission numbers
EDTA Ethylendiamine- tetraaciddiacid

EK Endkonzentration

et al. und andere

F Phenylalanin

Fa. Firma

G/Gly Glycin

g Gramm

Galdap Gal4 Aktivierungsdomane

Galdpgp Gal4 DNA-Bindedoméane

GIn Glutamin

Glu Glutaminsaure

GSH Glutathion

GST Glutathion-S-Transferase

H / His Histidin

HA Hamagglutinin

I/lle Isoleucin

ICso Mittlere inhibitorische Konzentration
in vitro auRRerhalb eines lebenden Organismus
in vivo innerhalb eines lebenden Organismus
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalaktosid

K Lysin
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kbp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton (Molekulargewichtseinheit)
KPP Kalium-Phosphat-Puffer

LB Luria Broth

L/Leu Leucin

I Liter

Lys Lysin

M / Met Methionin

M Molar

malCoA Malonyl-Coenzym A

MDH Malat Dehydrogenase

MG Molekulargewicht

mM milli Molar

N Asparagin

nm Nanometer

oD optische Dichte

ONPG ortho-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid
ORF ~open reading frame*

P/ Pro Prolin

palCoA Palmitoyl-Coenzym A

PanK Pantothenat Kinase

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerasen Kettenreaktion

Phe Phenylalanin

POD Meerrettich-Peroxidase

PPAT Phosphopantethein Adenyltransferase
PPCDC Phosphopantothenylcystein Decarboxylase
PPCS Phosphopantothenyl Cystein Synthetase
PRO Promotor

R Arginin

RE Rohextrakt

RT Raumtemperatur

S/ Ser Serin

SCD synthetisches Komplettmedium

SDS Natriumdodecylsulfat

SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Spez. Spezifisch

StA Standardabweichung

T/Thr Threonin

TBE Tris/Borsaure/EDTA-Puffer

TBS Tris buffered saline

TE Tris/EDTA-Puffer

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
TER Terminator

Tris Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan
Trp Tryptophan

ts Temperatursensitiv

Ty Transposon of yeast

Tyr Tyrosin

Q Glutamin

U unit (Einheit der enzymatischen Aktivitét)
u.a. unter anderem

Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

V /Val Valin

W Tryptophan
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WT Wildtyp
Y Tyrosin
YEPD Vollmedium

YT-G yeast tryptone glucose
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