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Symbole
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k
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Ko
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AS°
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Ve

0

0

Fluoreszenzsignal in Anwesenheit des Quenchers
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freie Enthalpie (Gibbs-Energie)

Enthalpie

Geschwindigkeitskonstante

Bindungskonstante
Dissoziationskonstante
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Entropie

molare Elliptizitat
Elutionsvolumen

Fiir die Bezeichnung von Genen und Allelen werden, im Gegensatz zur Schreibweise fir das

Genprodukt (Protein bzw. Enzym), drei kursiv geschriebene Buchstaben verwendet. Ist das

Wildtypallel gemeint, ist dies durch ein nachgestelltes ,+“ im Text gekennzeichnet.

Kennzeichnung von Proteinen

Gal80
gal80-G24V
Gal4

Gall

ScGal80
NHScGal80
ScGal80-H99L

ScGal80-G24V

ScGal80-W31G

ScGal4
ScGal3
ScGall
KIGal80
KIGal80-G24V

NHKIGal80
IHKIGal80
NHKIGal80-H99L

NHKIGal80-G24V

NHKIGal80-W31G

bezeichnet Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis
bezeichnet Gal80-G24V aus S. cerevisiae und K. lactis
bezeichnet Gal4 aus S. cerevisiae und K. lactis
bezeichnet Gall aus S. cerevisiae und K. lactis

Gal80 aus S. cerevisiae

ScGal80 mit einem N-terminalen Histidin-tag

ScGal80-Variante, in der das Histidin in Position 99 durch Leucin
substituiert ist

ScGal80-Variante, in der das Glycin in Position 24 durch Valin
substituiert ist

ScGal80-Variante, in der das Tryptophan in Position 31 durch Glycin
substituiert ist

Gal4 aus S. cerevisiae
Gal3 aus S. cerevisiae
Gall aus S. cerevisiae
Gal80 aus K. lactis

KIGal80-Variante, in der das Glycin in Position 24 durch Valin
substituiert ist

KIGal80 mit einem N-terminalen Histidin-tag
KIGal80 mit einem internen Histidin-tag

NHKIGal80-Variante, in der das Histidin in Position 99 durch Leucin
substituiert ist

NHKIGal80-Variante, in der das Glycin in Position 24 durch Valin
substituiert ist

NHKIGal80-Variante, in der das Tryptophan in Position 31 durch Glycin
substituiert ist
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NHKIGal80-E122G

NHKIGal80-D88A

KiGal4
KlGall
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NHKIGal80-Variante, in der das Glutamat in Position 122 durch Glycin

substituiert ist

NHKIGal80-Variante, in der das Aspartat in Position 88 durch Alanin

substituiert ist
Gal4 aus K. lactis

Gall aus K. lactis

Kennzeichnung von Genen und Allelen

GAL80
gal80-G24v
ScGAL80
Scgal80-H99L
Scgal80-G24V
Scgal80-W31G
Scgal80A
ScGAL3

Scgal3A

gal3A

ScGAL1

ScgallA

gallA

sin4A

KIGAL80
Klgal80-G24Vv
Klgal80A
Psccarso-KIGAL8O
Ps.caiso-Klgal80-G24v

KIGAL1
KlgallA

kodiert Gal80

kodiert Gal80-G24V
kodiert ScGal80
kodiert ScGal80-H99L
kodiert ScGal80-G24V
kodiert ScGal80-W31G
Deletion von ScGAL80
kodiert ScGal3
Deletion von ScGAL3
Deletion von GAL3
kodiert ScGall
Deletion von ScGAL1
Deletion von GAL1
Deletion von SIN4
kodiert KIGal80
kodiert KIGal80-G24V
Deletion von KIGAL80

kodiert KIGal80, das vom natiirlichen ScGAL80-Promotor exprimiert wird

kodiert KIGal80-G24V, das vom natirlichen ScGAL80-Promotor exprimiert

wird
kodiert KIGall
Deletion von KIGAL1

Bestimmte in der biochemischen Fachliteratur allgemein verwendete Abkilrzungen und Symbole,

wenn hier nicht auftretend, werden im Text erklart. Aminosduren werden

im Drei- bzw.

Einbuchstaben-Kode angegeben. Nukleinsdauren werden im Einbuchstaben-Kode angegeben. Im Text

verwendete Anglizismen und lateinische Begriffe sind kursiv kenntlich gemacht. Teilweise sind diese

Begriffe Bestandteil der deutschen Fachsprache in zusammengesetzten Wértern und sind in diesen

ebenfalls durch kursive Schreibweise gekennzeichnet.
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1. Einleitung

Einer der weltweit am besten charakterisierten einzelligen Mikroorganismen ist das Bakterium
Escherichia coli. 1919 von Theodor Escherich entdeckt und nach ihm benannt. Die Steuerung der
bakteriellen Genexpression dient vor allem zur Anpassung der einzelnen Zelle an Verdanderungen des
N&hrstoffangebots in der Umgebung. Mit der Anderung der Genaktivitdt werden Zellwachstum und
Zellteilung gesteuert. Als Energiequelle kann E. coli verschiedene Zucker (u.a. Glukose und Laktose)
sowie Aminosduren nutzen. In diesem Zusammenhang ist das /ac-Operon eines der am besten
untersuchten Systeme der Genregulation in E. coli (zusammenfassende Literatur: Lodish et al. (2001),
(1)). Das lac-Operon kodiert Enzyme und Proteine, die fiir die Aufnahme und Spaltung von Laktose in
Glukose und Galaktose notwendig sind. Steht Glukose als Kohlenstoffquelle zur Verfligung, ist die
Transkription des lac-Operons durch den /ac-Repressor, der an die DNA-Sequenz des lac-Operators
bindet, blockiert. Die Expression des lac-Operons wird durch Laktose selbst induziert. Laktose bindet
an den lac-Repressor, wodurch eine Konformationsanderung desselben induziert wird und dieser
vom lac-Operator dissoziiert. Fiir die RNA-Polymerase ist der Promotor dadurch frei zuganglich und
die Transkription des lac-Operons findet statt. Stehen der Zelle Glukose und Laktose gleichzeitig als
Kohlenstoffquelle zur Verfigung, wird die Transkriptionsstarke des /ac-Operons durch den
cAMP-CAP-Komplex reguliert. Bei niedrigen Konzentrationen an Glukose wird das Signalmolekiil
cAMP (zyklisches Adenosinmonophosphat) durch Adenylcyclasen verstarkt synthetisiert. Das
Signalmolekiil cAMP bindet an das Katabolit-Aktivator-Protein (CAP), wodurch ein cAMP-CAP-
Komplex gebildet wird, der an die CAP-Bindungsstelle im /ac-Operator bindet und die Initiation der
Transkription durch die RNA-Polymerase stimuliert. Bei einer hohen Glukosekonzentration ist
dagegen die Transkription des lac-Operons nicht so effizient, da wenig cAMP synthetisiert wird.

In einzelligen Eukaryoten, wie der Backerhefe Saccharomyces cerevisiage und der Milchhefe
Kluyveromyces lactis, sind ebenfalls zahlreiche Gene vorhanden, die aufgrund von sich dndernden
Umweltbedingungen, u.a. dem Na&hrstoffangebot, zur Aufrechterhaltung eines stabilen inneren
Milieus (HomoOostase) reguliert werden. Glukose stellt ein zentrales Molekidl im
Kohlenhydratstoffwechsel dar und kann ohne die Induktion neuer Enzyme und Proteine
metabolisiert werden. Daher ist Glukose nicht nur fir E. coli sondern auch fir S. cerevisiae und
K. lactis, die vor anderen Zuckern bevorzugte Kohlenstoffquelle. Alternative Kohlenstoffquellen, die
von beiden Hefen genutzt werden kénnen, sind Galaktose und Sucrose. Melibiose und Raffinose
kénnen nur von S. cerevisiae und Laktose nur von K. lactis als weitere alternative Kohlenstoffquellen
metabolisiert werden. Die Regulation der Transkription der fiir die Verwertung von Galaktose und
Melibiose bzw. Laktose notwendigen Gene unterliegt in S. cerevisiae und K. lactis einem dhnlichen
Mechanismus. Das GAL/MEL-Regulon in S. cerevisiae und GAL/LAC-Regulon in K. lactis sind in der
Vergangenheit sehr detailiert studiert worden und stellen ein Modellsystem fiir die Genregulation in
Eukaryoten, die komplexer als die Regulation des lac-Operons in E. coli ist, dar. Trotz der intensiven
Untersuchungen der letzten Jahrzehnte sind die beiden Systeme zur Regulation der GAL/MEL- und
GAL/LAC- Gene in S. cerevisiae und K. lactis noch nicht vollig verstanden.
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1.1 Galaktose-Metabolisierung in Hefe

Die GAL/MEL-Gene in S. cerevisiae und GAL/LAC-Gene in K. lactis kodieren enzymatische und
regulatorische Proteine, die fir die Aufnahme und Verwertung von Galaktose sowie Melibiose und
Laktose notwendig sind. Die Regulation der Transkription der GAL/MEL- bzw. GAL/LAC-Gene erfolgt
in Abhangigkeit von der Kohlenstoffquelle. Ist ausreichend Glukose im Medium vorhanden, sind die
GAL/MEL- bzw. GAL/LAC-Gene fast vollstandig reprimiert (Glukose-Repression, reprimierter
Zustand). In Glukose-reprimierten Zellen ist die Expression des Transkriptionsaktivators Gal4 stark
reduziert (2; 3). In K. lactis ist die Glukose-Repression nicht so stark ausgepragt wie in S. cerevisiae.
Bei Wachstum auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen, zum Beispiel Glycerin, Ethanol und
Laktat, ist nur eine geringe oder keine GAL-Expression nachweisbar (nicht-induzierter Zustand, nicht-
reprimierter Zustand). Die Induktion der GAL-Gene erfolgt durch Galaktose, dem induzierenden
Zucker (induzierter Zustand). Die Transkription der GAL-Gene in Abhdngigkeit von Galaktose wird
durch die Interaktion der GAL-regulatorischen Proteine, dem Aktivator Gal4, dem Repressor Gal80
und ScGal3 bzw. KIGall reguliert.

Die Verwertung von Melibiose in S. cerevisiage und Laktose in K. lactis ist durch die basale
Transkription der MEL- und LAC-Gene moglich. Es konnte gezeigt werden, dass die basale
Transkription von Gal4 abhangig ist und auf einer nicht vollstandigen Repression durch Gal80 beruht
(4). Die basale Expression ist in K. lactis im Vergleich zu S. cerevisiae auf Grund des positiven
feedback-loops der Autoregulation von KlGal4 erhoht (5). In S. cerevisiae wird Melibiose (Disaccharid
bestehend aus Glukose und Galaktose, die (1-6a)-glykosidisch verkniipft sind) im Periplasma durch
die a-Galaktosidase, die von MEL1 kodiert wird, in Glukose und Galaktose gespalten, die dann in die
Zelle transportiert werden. In K. lactis wird Laktose (Disaccharid bestehend aus Glukose und
Galaktose, die (1-4B)-glykosidisch verkniipft sind) durch die Laktose-Permease, die von LAC12 kodiert
wird, in die Zelle transportiert und im Zytoplasma durch die B-Galaktosidase, die von LAC4 kodiert
wird, in Glukose und Galaktose gespalten. Galaktose wird in K. lactis durch die Laktose-Permease und
in S. cerevisiae durch die Galaktose-Permease, die von GAL2 kodiert wird, in das Zytoplasma
transportiert. Galaktose wird im Leloir-Stoffwechselweg in Glukose-1-Phosphat umgewandelt
(Schema 1) (zusammenfassende Literatur: Frey, P. A. (1996), (6)). Zunachst wird Galaktose durch die
Galaktokinase, die von GAL1 kodiert wird, unter ATP-Verbrauch in Galaktose-1-Phosphat
umgewandelt. AnschlieRend wird Galaktose-1-Phosphat durch Ubertragung einer Uridylgruppe von
UDP-Glukose in Glukose-1-Phosphat umgewandelt. Bei dieser von der Galaktose-1-Phosphat-
Uridyltransferase, die von GAL7 kodiert wird, katalysierten Reaktion, entsteht UDP-Galaktose. UDP-
Galaktose kann durch die UDP-Galaktose-4-Epimerase, die von GAL10 kodiert wird, in UDP-Glukose
umgewandelt werden. Alternativ kann bei Bedarf UDP-Galaktose in die Synthese von komplexen
Polysacchariden und Glykoproteinen eingehen. Glukose-1-Phosphat wird durch die
Glukosephosphat-Mutase in Glukose-6-Phosphat, das in die Glykolyse eingehen kann, isomerisiert.



EINLEITUNG SeiTe |3

Zytoplasma

Zellmembran

Laktose LAC4 Galaktose + Glukose

[3-Galaktosidase

Periplasma

Laktose

GAL1

T
Galaktokinase

l

Laktose-Permease

Galaktose

Galaktose — GAL1 —— Galaktose-1-(P)
Melibiose ‘
l Galaktokinase UDP-Glukose
MEL1 GAL7 GAL10
<x-GaIakltosidase Transferase \ Epimerase
l J UDP-Galaktose
Glukose + Glukose-1-(P)
Galaktose GAL2
Galaktose-Permease
GAL5
T
Mutase
Glukose-6-(P)

Farbkodierung: S. cerevisiae beide Hefen

Schema 1. Metabolismus von Galaktose und Melibiose bzw. Laktose in S. cerevisiae und K. lactis.

Galaktose wird im Leloir-Stoffwechselweg in Glukose-1-Phosphat umgewandelt, das nach Umlagerung der
Phosphorylgruppe als Glukose-6-Phosphat in die Glykolyse eingehen kann. Die Enzyme des Leloir-Stoffwechselwegs werden

von GAL1, GAL7 und GAL10 kodiert.
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1.2 Die Transkriptionsaktivierung der GAL-Gene

Die Galaktose-Induktion der GAL/MEL-Gene in S. cerevisiae bzw. GAL/LAC-Gene in K. lactis ist von
dem Transkriptionsaktivator Gal4, einem Zn(lIl),Csys-Protein abhdngig. Gal4 bindet als Dimer an die
UAS-Elemente (upstream activating sequence, Konsensussequenz 5‘-CGGN.;CCG-3‘) in der
Promotorregion der GAL/MEL-Gene bzw. GAL/LAC-Gene (7-9). Die Anzahl der UAS-Elemente und
deren relativen Affinitaten fur Gal4 variieren innerhalb der GAL/MEL- bzw. GAL/LAC-Gene und fihrt
zu einer unterschiedlich starken Aktivierung (10). ScGal4 besitzt kein UAS-Element im eigenen
Promotor und wird konstitutiv exprimiert (10). KIGal4 besitzt dagegen ein schwaches UAS-Element
im Promotor, wodurch eine Autoregulation von KlGal4 erfolgt, die zu einer etwas hdoheren
Konzentration von KlGal4 im Vergleich zu ScGal4 fiihrt (5). Die Aktivierung der Transkription erfolgt
mit Hilfe der C-terminalen sauren Transaktivierungsdomdne von Gal4 (besteht vorwiegend aus
sauren Aminosauren). ScGal4 und KIGal4 kénnen die Transkription der GAL-Gene der jeweils anderen
Hefe aktivieren (11; 12). Fiir ScGal4 konnte durch die Deletion der Transaktivierungsdoméne gezeigt
werden, dass auch ein interner Bereich in ScGal4 zur Transkriptionsaktivierung fahig ist (13). Eine
biologische Relevanz der internen Aktivierungsdomane ist noch nicht gezeigt. Die Induktion ist in
K. lactis viel starker ausgepragt als in S. cerevisiae (zusammenfassende Literatur: Rubio-Texeira, M.
(2005), Lohr et al. (1995), (10; 14)).

Es wurde gezeigt, dass die Transaktivierungsdomdne von Gal4 mit Komponenten von SAGA
(Spt-Ada-Gen5-Acetyltransferase-Komplex), Mediator und Swi/Snf-Komplex, ein Chromatin-
Restrukturierungskomplex, interagieren kann (15-18). Anhand von Untersuchungen am
ScGAL1-ScGAL10-Promotor, der vier UAS-Elemente enthalt, konnte ein Rekrutierungsmodell fiir die
Transkriptionsaktivierung der GAL-Gene erstellt werden (19). Nach diesem Modell wird durch die
Transaktivierungsdomadne von ScGald zuerst SAGA, dann der Mediator und schliellich die
Polymerase Il (zusammen mit fir die Transkriptionsinitiation notwendigen Transkriptionsfaktoren
TBP, TFIIE, TFIIF und TFIH) rekrutiert. AnschlieRend wird der Swi/Snf-Komplex gebunden.
Nukleosome verhindern die Transkription durch  Blockierung des Zugangs der
Transkriptionsmaschinerie zur Promotorregion des Zielgens oder durch Hinderung der Bindung des
Transkriptionsaktivators. Die enzymatische Komponente des Swi/Snf-Komplexes ist die
Swi/Snf2-ATPase, die durch DNA stimuliert wird und durch Hydrolyse die DNA-Histon-Verbindungen
|6st und dadurch Nukleosomen verschieben kann. Der Swi/Snf-Komplex fihrt zu einer schnelleren
Transkriptionsaktivierung, ist aber fiir die generelle Transkriptionsaktivierung der GAL-Gene nicht
erforderlich (20; 21). Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivitdt des Swi/Snf-Komplexes lediglich fir
die Aktivierung von ScGAL1 bei starker kondensiertem Chromatin wahrend der Mitose notwendig ist
(22). Fur die Transkriptionsaktivierung von anderen Genen (z. B. SUC2, HO, PHOS8) in S. cerevisiae sind
ebenfalls Rekrutierungsmodelle aufgestellt worden (zusammenfassende Literatur: Biddick et al.
(2009), (19)). Fur diese Gene ist der Swi/Snf-Komplex fur die Bindung der Transkriptionsmaschinerie
erforderlich.
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1.3 Die Regulation des Transkriptionsaktivators Gal4

Fiir die Aktivierung der Transkription der GAL-Gene ist es erforderlich, dass die
Transaktivierungsdomadne von Gal4 frei ist. Bei nicht-induzierenden Bedingungen wird Gal4 von dem
Repressor Gal80 inhibiert (Schema 2). Beide Gal80 (ScGal80 und KIGal80) binden einen Bereich der
Transaktivierungsdomane von Gal4, der zwischen den homologen Gal4 aus S. cerevisiae und K. lactis
konserviert ist (23-26). ScGal80 und KIGal80 sind ebenfalls stark konserviert und weisen eine
Gesamtsequenzidentitdt von 60% und zwei Bereiche mit Gber 80% Sequenzidentitat auf (Schema 3)
(29). ScGal80 und KIGal80 kénnen jeweils das andere Gal4 aus S. cerevisiae und K. lactis inhibieren
(25; 27). Die Deletion von GAL80 sowie bestimmte Mutationen in der Transaktivierungsdomane von
Gal4 fiihren zu einer konstitutiven Transkriptionsaktivierung der GAL-Gene (24; 26; 28-30). Dass die
Aktivitat von Gal4 durch die Maskierung der Transaktivierungsdomane reguliert wird, stimmt mit
dem Befund Uiberein, dass Gal80 die Interaktion der Transaktivierungsdomane von Gal4 mit SAGA
und dem NuA4-HAT-Komplex verhindert (31). Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis sind zur Dimer-
und Tetramerisierung fahig und inhibieren durch Dimer-Dimer-Interaktion Gal4 (4; 33).

In Abhangigkeit von Galaktose wird die Inhibierung von Gal4 durch die Bindung von ScGal3 bzw.
KIGall an Gal80 aufgehoben (Schema 2) (34; 35). Das regulatorische Protein ScGal3 ist ein Paralog
der Galaktokinase ScGall und konnte durch den Austausch zweier Aminosduren in eine
Galaktokinase, welche eine Deletion von ScGAL3 und ScGAL1 in vivo komplementiert, umgewandelt
werden (36). ScGAL3 und ScGAL1 sind durch Genduplikation des gesamten Genoms von S. cerevisiae
vor mehr als 100 Millionen Jahren hervorgegangen (37). ScGAL1 besitzt vier UAS-Elemente und
ScGAL3 ein UAS-Element im Promotor. ScGAL1 wird im Vergleich zu ScGAL3 unter nicht-
induzierenden Bedingungen viel starker reprimiert und im Zuge der Galaktose-Induktion starker
exprimiert (10; 14). In K. lactis ist die regulatorische und enzymatische Funktion in KIGall vereinigt
(35). Die Bindung von KlGal80 an KIGall fuhrt zur Inhibierung der enzymatischen Funktion von
KIGall, was eine starkere Induktion von KIGAL1 gegeniiber KIGAL80 erfordert (33). Die Aufhebung
der Inhibierung erfordert die Bindung von Galaktose und ATP an ScGal3 bzw. KIGall (27; 38; 39).
ScGAL1, ScGAL3 und KIGAL1 weisen eine Sequenzidentitat von liber 80% auf. Die Deletion von
ScGAL3 flhrt in S. cerevisiae zu einer um mehrere Tage verzogerten Induktion der GAL-Gene, die
durch KIGAL1 und Uberexpression von ScGAL1 supprimiert wird (34; 35). ScGall kann nur
eingeschrankt die regulatorische Funktion von ScGal3 ersetzten, was auf einer niedrigeren basalen
Expression von ScGAL1 und wahrscheinlich auf einer schwéacheren Bindung von ScGall an ScGal80 im
Vergleich zu ScGal3 beruht (40; 41). In K. lactis konnte eine Deletion von KIGAL1 weder durch ScGAL3
noch durch ScGAL1 supprimiert werden und war erst nach Austausch von KIGAL80 durch ScGAL80
moglich (27). KIGal80 wird, im Gegensatz zu ScGal80, reguliert phosphoryliert (42). Im nicht-
induzierten Zustand wurde eine hyperphosphorylierte und im induzierten Zustand eine von KlGal1-
abhangige hypophosphorylierte Form von KlGal80 nachgewiesen (42). Befunde in unserem Labor
legen einen Einfluss des Phosphorylierungsstatus von KlGal80 auf die Bindungsstarke mit KiGall
nahe.

Im Gegensatz zu KlGal4 wird ScGal4 an vier verschiedenen Serinresten phosphoryliert (43—45). Die
Phosphorylierung des Serinrestes 699 ist fiir eine effiziente Induktion im ScGAL80*-Hintergrund
erforderlich. Es wird angenommen, dass die bei der Galaktose-Induktion auftretende
Phosphorylierung des Serinrestes 699 die Inhibierung von ScGal4 durch ScGal80 herabsetzt (46).
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Fir die Aufhebung der Inhibierung von ScGal4 durch ScGal3 wurden zwei Modelle vorgeschlagen. Im
allosterischen Modell fiihrt die Bindung von ScGal3 an ScGal80 zu einer Konformationsdanderung von
ScGal80, was zur Freisetzung der Transaktivierungsdomane von ScGal4 fihrt. Bei diesem Modell
bleibt ScGal80 an ScGal4 gebunden, wodurch ein trimarer Komplex gebildet wird. Das allosterische
Modell wird u.a. dadurch gestiitzt, dass aus induzierten Zellen gereinigtes ScGal4 mit ScGal80
assoziiert ist (43). Spater zeigten Sil et al. (1999), dass in vitro der ScGal4-ScGal80-Komplex durch
ScGal3, insbesondere in Anwesenheit von Galaktose und ATP, destabilisiert wird aber nicht
vollstandig dissoziiert vorliegt (47). Desweitern ist in vitro die Bildung eines trimaren Komplexes von
Platt und Reece 1998 gezeigt worden (41). Im Dissoziationsmodell wird davon ausgegangen, dass
ScGal80 durch Interaktion mit ScGal3 vollstandig von ScGal4 dissoziiert. Dieses Modell wird von den
Befunden gestiitzt, dass ScGal80 und ScGal3 zwischen Zellkern und Zytoplasma shutteln kénnen und
der ScGal3-ScGal80-Komplex in beiden Kompartimenten gefunden wird (48; 49). Desweiteren hat der
Ausschluss von ScGal3 aus dem Zellkern durch Verankerung in der Plasmamembran keinen Einfluss
auf die erfolgreiche Induktion (50). Das Dissoziationsmodell schlieRt aber die Bildung eines trimaren
Komplexes nicht aus.

Fir KIGal80 ist ausschlielRlich eine nukledre und fiir KIGall eine nukledre und zytoplasmatische
Lokalisation gezeigt (33). Der KlGal1-KIGal80-Komplex ist aber nur im Nukleus nachgewiesen worden
(33). Untersuchungen des GAL-Transkriptionsschalters in K. lactis favorisieren das
Dissoziationsmodell. Dies schlieBt aber die Bildung eines trimaren Komplexes nicht aus.



EINLEITUNG SEITE |7

A B

Gal Galaktose-1-Phosphat
+ADP
( ATP
4 ScGal8o
______ 2yto, —_— 2yto,
—_— ———_ %y _ — Py
_— ~ My —— s
- - Ze//kern\\\ /// Ze”’(er,,\\‘
e
e
/
/
7> ’
Promotor | GAL/MEL | Promotor GAL/MEL |

>

Promotor | GALIAC |

Promotor I GAL/LAC 4[

Schema 2. Vereinfachte Darstellung des GAL-Transkriptionsschalters in S. cerevisiae und K. lactis.

S. cerevisiae: A.Unter nicht-induzierenden Bedingungen wird ScGal4 (bindet an die UAS-Elemente im Promotor der
GAL/MEL-Gene) durch den Repressor ScGal80, der die Transaktivierungsdoméne (TAD) von ScGal4 bindet, inhibiert. B. In
Abhdngigkeit von Galaktose (Gal) und ATP (induzierende Bedingungen) wird die Inhibierung von ScGal4 durch die Bindung
von ScGal3 an ScGal80 aufgehoben. Im Zuge der Galaktose-Induktion wird ScGal4 phosphoryliert, wodurch die Inhibierung
von ScGal4 durch ScGal80 herabgesetzt wird. Die freigesetzte TAD von ScGal4 rekrutiert Faktoren der
Transkriptionsmaschinerie und aktiviert die Transkription. Die Galaktokinase ScGall phosphoryliert Galaktose, die im Leloir-
Stoffwechselweg in Glukose-6-Phosphat umgewandelt wird.

K. lactis: C. Unter nicht-induzierenden Bedingungen wird KIGal4 (bindet an die UAS-Elemente im Promotor der GAL/LAC-
Gene) durch den Repressor KIGal80, der die Transaktivierungsdoméane (TAD) von KlGal4 bindet, inhibiert. KIGal80 liegt in
hyperphosphorylierter Form vor, wodurch die Bindung an KlGall herabgesetzt wird. D. In Abhangigkeit von Galaktose (Gal)
und ATP (induzierende Bedingungen) wird die Inhibierung von KlGal4 durch die Bindung von KIGall an KIGal80 aufgehoben.
Im Zuge der Galaktose-Induktion wird KIGal80 KlGall-abhangig dephosphoryliert. Die freigesetzte TAD von KIGal4 rekrutiert
Faktoren der Transkriptionsmaschinerie und aktiviert die Transkription. Die Galaktokinase KIGall phosphoryliert Galaktose,
die im Leloir-Stoffwechselweg in Glukose-6-Phosphat umgewandelt wird. Die Bindung von KlGall an KIGal80 fiihrt zu
Inhibierung der Galaktokinase-Aktivitat von KIGal1.
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2. Gegenstand der Arbeit

Pyridin-Nukleotide sind seit Anfang des 20. Jahrhunderts als essentielle Redoxpotentiale der Zelle
bekannt und dienen als Ko-Enzyme und Ko-Substrate in Stoffwechsel- und Biosynthesewegen. In den
letzten Jahren sind zudem neue Funktionen von NAD(P) als Substrate fiir kovalente
Proteinmodifikationen und als Vorlaufer flir second messenger aus der Literatur bekannt
geworden (51).

Es gibt immer mehr Beispiele, die den Einfluss von NAD(P) auf die Organisation der
Chromatinstruktur und die Transkription zeigen. In Drosophila melanogaster bindet PARP-1, eine
Poly(ADP-ribose) Polymerase, an Nukleosomen und ist durch die NAD-abhingige
Auto(ADP-ribosyl)ierung an der Bildung von transkriptionell inaktivem und aktivem Chromatin
beteiligt (52). Der Tumor-Suppressor p53 wird durch die NAD-abhdngige Deacetylierung von hSir2
(silent information regulator) inaktiviert und bindet selbst NAD, was die Bindung von p53 an die DNA
inhibiert (53; 54). Das zu hSir2 homologe Sir2 in Hefe ist an der transkriptionellen Stillung der
Paarungstyp Loci HML und HMR und von telomerstindigen Genen beteiligt, indem es Histone
deacetyliert, was zu einer starkeren Kondensation der DNA und zur Inhibierung der Transkription
fihrt (55). Der Ko-Repressor CtBP1 (C-terminale Bindeprotein 1) wird ebenfalls durch den NAD:NADH
Spiegel in der Zelle reguliert. Durch die Bindung von NADH dimerisiert CtBP und bindet an die
Histonacetyltransferase p300, wodurch diese inhibiert wird (56).

Die Bindung von Mono- und Dinukleotiden im Protein erfolgt durch die sogenannte Rossmann-Falte,
die 1973 von Michael G. Rossmann als Dinukleotid-Bindemotif erstmals beschrieben wurde (57; 58).
Die Rossmann-Falte besteht aus einer Abfolge von drei B-Faltblattern und zwei o-Helices, die das
Mononukleotid-Bindemotif darstellt. Das Dinukleotid-Bindemotif besteht aus zwei Mononukleotid-
Bindemotifen und enthdlt eine Konsensussequenz fiir die Bindung des Pyrophosphats von
Dinukleotiden (59; 60). Fur die homologen Gal80 aus Saccharomyces cerevisiae und
Kluyveromyces lactis wurden aus der Aminosauresequenz und anhand von Sekundarstruktur-
Analysen solch eine Rossmann-Falte vorausgesagt. Beide Gal80 weisen im Dinukleotid-Bindemotif
keine klassische Konsensussequenz der Pyrophosphat-Bindeschleife auf, GXGXX(G/A), sondern eine
leicht verdnderte Sequenz (GFVGLNAA fir ScGal80, GFVGLTSG fiir KIGal80) auf (Schema 3). Dies
brachte die Frage auf, ob ScGal80 und KIGal80 Dinukleotide binden kénnen und eine Regulation des
GAL-Transkriptionsschalters durch den Liganden in S. cerevisiae und K. lactis erfolgt.

Es wurden folgende Aufgaben formuliert:

1. Nachweis und Charakterisierung der Dinukleotid-Bindung von Gal80 aus
S. cerevisiae und K. lactis.

2. Untersuchung des Einflusses der Dinukleotid-Bindung von Gal80 auf die
Interaktion mit Gal4 und Gal3 bzw. Gall.

3. Untersuchungen des Einflusses der Dinukleotid-Bindung auf die Regulation
des GAL-Transkriptionsschalters in S. cerevisiae und K. lactis.

4. Untersuchung des Einflusses der KIGAL80-Allele auf die Regulation des
GAL-Transkriptionsschalters in S. cerevisiae.
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A 1 144 191 256 324 365 396 413 455 457
1 1
1 1
KIGal80
1 1 1 T 11 1
1 1 1 1 [ [ 1
1 1 1 1 1o 1 1
: 55% : 89%: 55% : 83% : : 68% : : 59% :
1 1 1 1 " 1o 1
1 1 1 1 ' 1o 1
ScGal80
N \V, N 1
1 1
1 143 190 255 323 349 380 388 430 435
B
K1Galso 1 [MNNNKRSKLSTVPSSRPIRVGEFVGLTSGKSWVAKTHFLAIQQLSSQFQIVALYNPTLKSS
ScGal80 1 |MDYNKRSSVSTVPNAAPIRVGFVGLNAAKGWAIKTHYPAILQLSSQFQITALYSPKIETS

61 |LOTIEQLQLKHATGFDSLESFAQYKDIDMIVVSVKVPEHYEVVKNILEHSSONLNLRYLY
61 [IATIQRLKLSNATAFPTLESFASSSTIDMIVIAIQVASHYEVVMPLLEFSKNNPNLKYLF

121 |VEWALAASVQOQAEELYSISQQRANLQTIICLQGRKSPYIVRAKELISEGCIGDINSIEIS
121 |VEWALACSLDQAESTIYKAAAERG-VQTIISLQGRKSPYILRAKELISQGYIGDINSIEIA

181 GNGGWYGYERPMRSPEYLYDIESGVNLISNSFGHTIDVLQYITGSYFQKINAMISNNIPT
180 GNGGWYGYERPVKSPKYIYEIGNGVDLVTTTFGHTIDILQYMTSSYFSRINAMVENNIPE

241 QFLLDENGKRTKETISKTCPDHLLFQGILENGKVPVSCSFKGGTPVKKLTKNLVIDIHGT
240 QELIDERGNRLGQRVPKTVPDHLLFQGTLLNGNVPVSCSFKGGKPTKKFTKNLVIDIHGT

301 KGDLKIEGDAGFVEISNLVLYFYGIKNGNGSSNGTDNNGAAAIKDKEKVTKSPSPSTGTS
300 KGDLKLEGDAGFAEISNLVLYYSGTR----ANDFPLANGQQAPLDP-——---———-—-—-— GYD

361 EEEQTMEVFHLRNYNSVVGNILRIYESIADYHFLGKPESKSSRGPDDLFASTKFDKQGFR
345 AGKEIMEVYHLRNYNAIVGNIHRLYQSISDFHENTKKIPE--—-————--— LPSQFVMQGFD

421 FEGFPTFKDAIILHRLIDAVFRSDKEEKTLDVSKIMI
396 FEGFPTLMDALILHRLIESVYKSNMMGSTLNVSNISHYSL

Schema 3.Vergleich der Aminosduresequenzen von Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis.

A. Schematische Darstellung des alignments der Aminosduresequenzen von KlGal80 und ScGal80 in Anlehnung an Zenke
et al. (1993), (29). Der Anteil an identischen Aminosauren ist in Prozent angegeben. In Weill gekennzeichnete Blocke weisen
keine signifikante Ahnlichkeit auf. B.Alignment der Aminosiduresequenzen von KIGal80 und ScGal80. Identische
Aminosauren sind blau hervorgehoben. Aminosauren der Rossmann-Falte sind rot eingerahmt. Orange hinterlegt ist die
Sequenz fiir die Bindung des Pyrophosphats von Dinukleotiden. Das alignment wurde mit Hilfe des ExPASy SIM - alignment
tool for protein sequences (http://www.expasy.ch/tools/sim-prot.html) erstellt.
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3. Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien waren von hochster Reinheit. Zur Herstellung von Puffern und Losungen fir das
proteinchemische und biophysikalische Arbeiten wurde zweifach destilliertes Wasser verwendet.
Puffer fur die Reinigung von Proteinen sowie fiir spektroskopische Messungen wurden sterilfiltriert
und entgast. Puffer und Losungen fir das mikrobiologische und molekulargenetische Arbeiten
wurden mit einfach destilliertem Wasser hergestellt und durch Sterilfiltration oder Autoklavieren
(10 min bei 121°C) sterilisiert. Der pH-Wert wurde bei einer Temperatur von 25°C eingestellt.

Chemikalie

Hersteller/Anbieter

N-Acetyl-Tryptophanamid (NATA)

Acrylamid-Bisacrylamid Losung (30%ig) (37,5:1)

Agar-Agar, Kobe |

Agarose

L-Aminosduren
Ammoniumacetat
Ammonium-peroxo-di-sulfat (APS)
Ampicillin

Chloramphenicol

Coomassie Brilliant Blue G250
Dimethylformamid (DMF)
Essigsaure

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll 400

5-Fluoro Orotic Acid (5-FOA)
Fruktose-1,6-bisphosphat
D(+)-Galaktose

D(+)-Glukose

Glycerin

Glycin

Kaliumacetat

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Hefeextrakt

o-Laktose

Lithiumacetat
Magnesiumchlorid (MgCl,)
2-Mercaptoethanol
Natriumacetat
tri-Natriumcitrat-Dihydrat (NaCitrat)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Carl-Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
ForMedium, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim
ForMedium, UK
Carl-Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Carl-Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
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Chemikalie Hersteller/Anbieter
Natriumhydroxid (NaOH) Carl-Roth, Karlsruhe
Nikotinsdaureamid-Adenin-Dinukleotide (NAD, NADH, NADP, NADPH)  AppliChem, Darmstadt
Orange G Sigma-Aldrich, Steinheim
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCl) (25:24:1) Carl-Roth, Karlsuhe
Phosphoenolpyruvat (PEP) Sigma-Aldrich, Steinheim
Polyethylenglycol 4.000 (PEG 4.000) Carl-Roth, Karlsruhe
Polyethylenglycol 6.000 (PEG 6.000) AppliChem, Darmstadt
Protaminsulfat Merck, Darmstadt
D(+)-Raffinose Sigma-Aldrich, Steinheim
Salzsaure (HCl) Carl-Roth, Karlsruhe
N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamin (TEMED) Carl-Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) AppliChem, Darmstadt
Triton X-100 Carl-Roth, Karlsruhe
Trypton Serva, Heidelberg
Tween 20 Carl-Roth, Karlsruhe
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-5-D-galactopyranosid (X-Gal) PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
YNB w/o AA (yeast nitrogen base without amino acids) Difco, USA

3.1.2 Plasmide

Die zur Amplifikation von auxotrophen Markergenen fiir das gene replacement in S. cerevisiae
verwendeten YDp-Vektoren (yeast disruption plasmids) sind nachfolgend zusammengefasst (61). Bei
den Vektoren handelt es sich um pUC9Q-Derivate (62). Die Selektion der YDp-Vektoren in E. coli

erfolgte durch die vom B-Lactamase-Gen vermittelte Ampicillinresistenz.

YDp-Vektor auxotrophes Markergen Herkunft
YDp-KI-U KIURA3 (62)
YDp-KI-L KILEU2 (62)
YDp-Sp-H SpHIS5 (62)

Fiir die Plasmidintegration in K. lactis verwendeten KIGAL80-Plasmide sind nachfolgend dargestellt.
Das plG80-G24V-Plasmid wurde durch ortsgerichtete Mutagenese mit dem QuickChange Lightning
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) synthetisiert (3.2.8).

Integrations- KIGAL80-Allel auxotrophes Herkunft
plasmid Markergen
plG80 KIGAL80" ScURA3 Zenke, F. 1995

plG80-G24V Klgal80-G24V ScURA3 diese Arbeit
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Die Herstellung der rekombinanten Proteine erfolgte von pET-Vektoren (Novagen (Merck),
Darmstadt) durch einen mit Laktose induzierbaren T7-Promotor. Die Selektion der pET-Vektoren in

E. coli erfolgte durch die vom B-Lactamase Gen vermittelte Ampicillinresistenz.

pET-Vektor rekombinantes Protein Herkunft
pETIHG80 KIGal80 mit internen (His)s-tag (IHKIGal80) (33)
pETNHG80 KIGal80 mit N-terminalen (His)s-tag (NHKIGal80) Kapp, L.
pETNHG80-G24V KIGal80-G24V mit N-terminalen (His)s-tag (NHKIGal80-G24V) (63)

PETNHG80-W31G  KIGal80-W31G mit N-terminalen (His)s-tag (NHKIGal80-W31G) (63)

PETNHG80-H99L KIGal80-H99L mit N-terminalen (His)s-tag (NHKIGal80-H99L) (63)
pPETNHG1 KIGall mit N-terminalen (His)e-tag (NHKIGal1) (33)
PETNHScGS80 ScGal80 mit N-terminalen (His)s-tag (NHScGal80) Anders, A., 2005

3.1.3 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG (Ebersberg) synthetisiert. Die
lyophilisierten Oligonukleotide wurden nach Angaben des Herstellers in einfach destilliertem Wasser
gelost, so dass eine Endkonzentration von 100 pmol pl™ vorlag. Fir das Arbeiten mit
Oligonukleotiden wurden Verdiinnungen einer Endkonzentration von 2 pmol I hergestellt. Die
Lésungen der Oligonukleotide wurden bei -20°C gelagert.

3.1.4 Synthetisches Peptid

Von Herrn Dr. Frank Bordusa (Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung, Halle
(Saale)) wurde ein synthetisches Peptid mit der Sequenz der 22 C-terminalen Aminosduren der
Transaktivierungsdoméane (TAD) von Gal4 aus K. lactis (AD-22, TQQLFNTTTMDDVYNYIFDNDE) zur
Verfligung gestellt. Das Peptid wurde durch Festphasenpeptid-Synthese mit der Fmoc-Strategie
synthetisiert. Fir proteinchemische Messungen wurde das KlGal4-Peptid in 20% DMF geldst und die
Absorption bei 280 nm bestimmt. Die Konzentration wurde mit einem molaren
Extinktionskoeffizienten von 2980 M™* cm™ berechnet.

3.1.5 Enzyme, Standards und Zusdtze der Molekularbiologie

Restriktionsenzyme, Ribonuklease A (RNase A), Pfu-DNA-Polymerase (rekombinant) sowie
Desoxyribonukleosid-Triphosphate (ANTPs) wurden von Fermentas (St. Leon-Roth) bezogen. Pyruvat-
Kinase (PK), Laktat-Dehydrogenase (LDH) und ATP wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim) bezogen.
Tag-DNA-Polymerase (FastStart PCR-Master) wurde von Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen.

Es wurde eine 5mM Losung der dNTPs, eine 100 mM Losung ATP und fiir das Arbeiten mit RNase A
eine 1 pg pl™ Losung in einfach destilliertem Wasser hergestellt und bei -20°C gelagert.

Als carrier-DNA, zur Steigerung der Transformationseffizienz von Hefe, wurde von Sigma-Aldrich
(Steinheim) ssDNA (single stranded salmon testes DNA) bezogen. Es wurde eine 2 pg pl™ Lésung der
carrier-DNA in einfach destilliertem Wasser angefertigt und bei -20°C gelagert.
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Als Standard wurde der Gene Ruler 1kb DNA Ladder fiir die Agarosegelelektrophorese und der PAGE
Ruler Prestained Protein Ladder fir die SDS-Gelelektrophorese von Fermentas (St.Leon-Roth)
verwendet.

3.1.6 Escherichia coli-Stamme

Zur Herstellung von Proteinen diente der E. coli Rosetta (DE3)pLysS-Stamm. Es handelt sich um ein
BL21 Derivat, der chromosomal fiir die T7-RNA-Polymerase (DE3) kodiert. Zusatzlich sind in diesem
Stamm T7-Lysozym (plLysS) und t-RNA-Gene, was die Herstellung eukaryotischer Proteine
begiinstigen kann, plasmidkodiert. Die Selektion des Plasmids in E. coli Rosetta (DE3)pLysS wird durch
ein Chloramphenicol-Resistenzgen vermittelt. Zur Praparation von Plasmid-DNA wurde der E. coli

DH5a-Stamm verwendet.

E. coli-Stamm Genotyp Herkunft

DH5a F' ®80d/lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17 Invitrogen, Karlsruhe
(r, m¢') supE44 thi-1 gyrA relAl X

Rosetta F ompT hsdSg(rs mg) gal dem (DE3) pLysSRARE (Cam®) Novagen (Merck),

(DE3)pLysS Darmstadt

3.1.7 Kluyveromyces lactis-Stamme

Die konstruierten und verwendeten K. lactis-Stamme sind bis auf die angegebenen Loci isogen zum
JA6 (0t adel-600 adeT-600 trpl1-11 ura3-12 LAC9-2) (64). Zur Disruption und Integration von Genen in
K. lactis wurde URA3 von S. cerevisiae verwendet. Die Konstruktion der JA6/D801R plG80-Stamme ist
unter 3.3.2 beschrieben.

K. lactis-Stamm relevanter Genotyp Herkunft
JA6 KIGAL8O" (64)
JA6/D801R gal80-Al::ura3 (29)
JA6/D1R gallA::ura3 (65)
JA6/D801R plG80-8 gal80-Al::ura3 KIGAL8O" diese Arbeit
JA6/D801R plG80-36 gal80-Al::ura3 KIGAL8O" diese Arbeit
JA6/D801R plG80-G24V-5 gal80-Al::ura3 Klgal80-G24V diese Arbeit
JA6/D801R plG80-G24V-31 gal80-Al::ura3 Klgal80-G24V diese Arbeit

JA6/D801R plG80-G24V-32 gal80-Al::ura3 Klgal80-G24V diese Arbeit
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3.1.8 Saccharomyces cerevisiage-Stamme

Die konstruierten und verwendeten S. cerevisiae-Stamme sind bis auf die angegebenen Loci isogen
zum Fl4 ScGAL80'-Stamm (MATa ura3-52 leu2-A1 trp1-A63 his3-0200 GAL2 KILAC4A+LAC12+TRP+).
Der Ausgangsstamm von Fl4 ScGAL80" war FY1679-06C (EUROSCARF) in dessen TRP1-Locus der
LAC4-LAC12-Locus aus K. lactis mit Hilfe eines integrativen Plasmids integriert wurde (66). Fir das
gene replacement in S. cerevisiae wurde URA3 und LEU2 aus K. lactis und HIS5 aus
Schizosaccharomyces pombe verwendet.

S. cerevisiae-Stamm relevanter Genotyp Herkunft

Fl4 ScGAL8O' ScGAL8O" (66)

Fl4 Scgal80A gal80A::URA3 diese Arbeit

Fl4 Scgal80-G24V gal80A::ura3A::Scgal80-G24V Langhammer, R., 2006

Fl4 Scgal80-W31G gal80A::ura3A::Scgal80-W31G Langhammer, R., 2006

Fl4 Scgal80-HI9L gal80A::ura3A::Scgal80-H99L Langhammer, R., 2006

FI4 gal3A ScGAL8O' gal3A::HIS5 ScGAL8O" diese Arbeit

FlI4 sin4A ScGAL8O" sin4A::HIS5 ScGAL8O" diese Arbeit

Fl4 sin4A Scgal80A sin4A::HIS5 gal80A::URA3 diese Arbeit

Fl4 sindA Scgal80-G24V sin4A::HIS5 gal80A::ura3A::Scgal80-G24V  diese Arbeit

Fl4 sindA Scgal80-W31G sin4A::HIS5 gal80A::ura3A::Scgal80-W31G diese Arbeit

Fl4 sindA Scgal80-H99L sin4A::HIS5 gal80A::ura3A::Scgal80-HI9L diese Arbeit

FI4 sindA gal3A ScGAL8O" sin4A::URA3 gal3A::HIS5 ScGAL8O" diese Arbeit

Fl4 sin4A gal3A Scgal80-G24V sin4A::URA3 gal3A::HIS5 diese Arbeit
gal80A::ura3A::Scgal80-G24V

Fl4 sin4A gal3A Scgal80-W31G sin4A::URA3 gal3A::HIS5 diese Arbeit
gal80A::ura3A::Scgal80-W31G

Fl4 sin4A gal3A Scgal80-H99L sin4A::URA3 gal3A::HIS5 diese Arbeit
gal80A::ura3A::Scgal80-HI99L

FI4 sindA gal3A gallA ScGAL8O" sin4A::URA3 gal3A::HIS5 gal1A::LEU2 diese Arbeit
ScGAL80"

F14 sin4A gal3A gallA Scgal80-G24V  sin4A::URA3 gal3A::HIS5 gall1A::LEU2 diese Arbeit
gal80A::ura3A::Scgal80-G24V

Fl4 sindA gal3A gallA sin4A::URA3 gal3A::HIS5 gal1A::LEU2 diese Arbeit

Scgal80-W31G gal80A::ura3A::Scgal80-W31G

F14 sin4A gal3A gallA Scgal80-H99L  sin4A::URA3 gal3A::HIS5 gall1A::LEU2 diese Arbeit

gal80A::ura3A::gal80-HI9S9L

FI4 sindA Ps.gas0-KIGAL8O" sin4A::HIS5 diese Arbeit
gal80A::ura3A::Ps.cas0-KIGAL8O"

Fl4 sindA Ps.ga50-Klgal80-G24V sin4A::HIS5 diese Arbeit
ga/80A::ura3A::PSCGAng-K/ga/80-GZ4V
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3.1.9 Nahrmedien fiir die Kultivierung von Mikroorganismen

Alle Ndahrmedien wurden mit einfach destilliertem Wasser hergestellt und fir 20 min bei 121°C
autoklaviert. Nahrplatten enthielten 2% Agar-Agar.

3.1.9.1 Nahrmedien fiir die Kultivierung von E. coli

Fir die Kultivierung von E. coli wurde Luria-Bertani (LB)-Medium, bestehend aus 1% (w/v) Trypton,
0,5% (w/v), Hefeextrakt und 0,5% (w/v) NaCl, verwendet. Zur rekombinanten Proteinherstellung
wurde das LB-Medium mit 0,2 M KH,PO, und 1,5% (v/v) Laktose als Induktor supplementiert. Fiir die
Selektion von Plasmid-haltigen E. coli-Zellen wurden die Medien mit den entsprechenden Antibiotika
versetzt. Die Konzentration an Ampicillin betrug zur Selektion von YDp-Vektoren 50 pug ml™ und zur
Selektion von pET-Vektoren 100 pg ml™. Die Konzentration an Chloramphenicol fiir die Kultivierung
von E. coli Rosetta (DE3)pLysS betrug 35 pg ml™.

3.1.9.2 Nahrmedien fiir die Kultivierung von Hefe

Fir die Kultivierung von Hefe wurde Vollmedium (YEP), bestehend aus 2% (w/v) Pepton und
1% Hefeextrakt, oder supplementiertes Minimalmedium verwendet. Das Minimalmedium,
bestehend aus 0,67% (w/v) YNB w/o AA, wurde mit einem L-Aminosauren-Mix (14 mg I Adenosin,
18 mg I Tyrosin, je 48 mg I Uracil, Histidin, Tryptophan, Arginin, Methionin, 60 mg I"* Phenylalanin,
je36 mgl? Leucin, Isoleucin, Lysin, Valin, Threonin) supplementiert, wobei zur Selektion auf
auxotrophe Marker die entsprechende Aminosaure nicht zugesetzt wurde. Als Kohlenstoffquelle
wurde dem Medium verschiedene Zucker zugesetzt. Hierfir wurden 20%ige (w/v)-Losungen von
Glukose, Galaktose, Raffinose und Laktose angefertigt. Die Laktose-Lésung wurde steril filtriert. Alle
anderen Zucker-Lésungen und die Aminosaure-Lésungen wurden fiir 10 min bei 121°C autoklaviert.
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA wurde unter Verwendung des GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas, St. Leon-Roth) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.2.2 Isolation von chromosomaler-DNA aus Hefe

Zur Isolation von chromosomaler-DNA wurden Hefezellen einer 5 ml Ubernachtkultur fiir 5 min bei
1.500 rcf in einem 2 ml Reaktionsgefall pelletiert. Der Zellaufschluss erfolgte nach Zugabe von 0,3 g
Glasperlen (Durchmesser 0,5 mm), 200 pl Aufschlusspuffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl,
1% SDS, 1% Triton X-100, pH 8,0) sowie 200 ul kaltem PCI bei 4°C fiir 3-4 min in einem Multi-Pulse
Vortexer (VWR Multi Tube Vortexer (230 V), Darmstadt) bei maximaler Leistung. Die Extraktion der
chromosomalen-DNA erfolgte durch Zugabe von 400 pl TE-Puffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5).
Nach kurzem Vortexen und anschlieRender Zentrifugation fir 5 min bei 16.000 rcf wurde der
Uberstand in ein 1.5 ml ReaktionsgefaR tiberfiihrt und die chromosomale-DNA durch Zugabe von
800 pl 96%igen Ethanol fir 5 min bei 16.000 rcf (Zentrifuge 5424, Eppendorf, Hamburg) gefallt.
Anschlieend wurde die chromosomale-DNA in 200 ul einfach destilliertem Wasser geldst. Nach
einem einstiindigen RNase A-Verdau (Endkonzentration RNase A 0,05 pg pl™) bei 37°C, wurde die
chromosomale-DNA nach Zugabe von 20ul 4M Ammoniumacetat-Losung und 500 pl 96%igen Ethanol
durch Invertieren des Reaktionsgefdalles gemischt und nach Zentrifugation fiir 5 min bei 16.000 rcf
erneut gefallt. Die chromosomale-DNA wurde zur weiteren Verwendung in einfach destilliertem
Wasser gelost. Alle Fallungs- und Zentrifugationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur.

3.2.3 Amplifikation von DNA-Sequenzen

Die Amplifikation von DNA-Sequenzen fir die Analytik erfolgte unter Verwendung der Tag-
DNA-Polymerase. Zur Amplifikation von DNA-Sequenzen fir die Klonierung von Genen sowie fiir das
gene replacement in Hefe wurde Tag- und Pfu-DNA-Polymerase verwendet. PCR-Ansatze und PCR-
Programme wurden entsprechend der spezifischen Anforderungen der eingesetzten Enzyme sowie
der Herstellerangaben vorgenommen. Die PCR-Reaktionen wurden in einem Mastercycler der Firma
Eppendorf (Hamburg) durchgefihrt. Analytische PCR-Ansdtze umfassten 20 pl Volumen und
prdparative PCR-Ansatze 100 ul Volumen.

3.2.4 Restriktionsverdau von DNA

Der Verdau von Plasmid-DNA, PCR-Produkten und chromosomaler-DNA wurde mit
Restriktionsenzymen nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der
Restriktionsverdau der DNA mit Hilfe von Agarosegelelektrophorese (3.2.7) kontrolliert.
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3.2.5 Fallung von DNA mit Polyethylenglycol

Zur Konzentrierung von DNA sowie zum Entfernen von nicht-inkorporierten Nukleotiden, kleinen
DNA-Fragmenten und Primern aus Restriktions- bzw. PCR-Ansatzen wurde eine Fallung mit
Polyethylenglycol (PEG) 6.000 durchgefiihrt (67). Die Fallung erfolgte mit 10 mM EDTA, 0,5 M NaCl,
18% (v/v) PEG 6.000, pH 8.0 bei RT. Nach Inkubation fiir 30 min wurde der Fallungsansatz fiir 10 min
bei 16.000 rcf (Zentrifuge 5424, Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. AnschlieRend wurde das DNA-
Pellet mit 125 ul 70%igen Ethanol Uberschichtet und nach erneuter Zentrifugation fir 10 min bei
16.000 rcf in 20 pl einfach destilliertem Wasser gelost.

3.2.6 GroRen- und Konzentrationsbestimmung von DNA

Die GroRenbestimmung und Abschdtzung von DNA-Konzentrationen erfolgte anhand eines
DNA-Standards im Agarosegel. Eine genaue Bestimmung der Konzentration an Plasmid-DNA und
PCR-Produkten erfolgte spektroskopisch bei 260 nm mit dem Nano-Photometer der Firma Implen
(Miinchen).

3.2.7 Agarosegelelektrophorese

Zur Analyse wurden 0,8%ige (w/v) TAE-Agarosegele, welche Ethidiumbromid (Endkonzentration
0,25 pg ul™) enthielten, verwendet. Die Proben wurden mit DNA-Ladepuffer (6fach: 15% (w/v)
Ficoll 400, 0,25% (w/v) Orange G) versetzt und die DNA nach der GréRe bei 80-100 V in TAE-Puffer
(40 mM Tris, 20 mM Essigsdure, 1 mM EDTA, pH 8,0) elektrophoretisch in einem PerfectBlue
Gelsystem der Firma PEQLAB Biotechnologie (Erlangen) aufgetrennt. AnschlieRend wurden die
DNA-Banden im durchscheinenden UV-Licht (UV-Transilluminator, Syngene) detektiert.

3.2.8 Ortsgerichtete Mutagenese

Mit dem QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) wurde die
ortsgerichtete Mutagenese an plG80-Plasmid-DNA durchgefiihrt. Hierbei wird die Mutation im
Zielgen eingefiihrt und gleichzeitig das Plasmid amplifiziert. Die Ableitung der Primer (Mutagenese-
Primer und Primer zur Amplifikation der Plasmid-DNA) sowie die Durchfiihrung der ortsgerichteten
Mutagenese erfolgte nach Angaben des Herstellers in einem Mastercycler der Firma Eppendorf
(Hamburg). Der Nukleotid-Austausch von Guanin zu Thymin in Position 71 in GAL80 aus K. lactis
flihrte zur Aminosaure-Substitution von Glycin nach Valin in Position 24. Der Nukleotid-Austausch ist
durch Hervorhebung in der Oligonukleotid-Sequenz kenntlich gemacht.

Mutagenese-Primer 5°-3" Oligonukleotid-Sequenz

KIGal80 G24V for GGTTTCGTT GEG TTA ACC AGT GGT AAA AGT TGG GTT GCC
Primer zur Amplifikation der 5°-3" Oligonukleotid-Sequenz

Plasmid-DNA

URA3 DS TTA GTT TTG CTG GCC GCA TCT TCT CAA ATATGC TTC CCA

Amp DS TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA GGC ACCTAT CTC AGC GAT
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3.2.9 Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA erfolgte mit fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Nukleotiden nach dem
Kettenabbruchverfahren von Sanger (68). Hierfir wurde der BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem, USA) verwendet. Die Sequenzieransitze, wobei die Konzentration
an DNA variierte, sowie das Sequenzierprogramm wurden nach Herstellerangaben vorgenommen.
Die Sequenzierreaktionen wurden in einem Mastercycler der Firma Eppendorf (Hamburg)
durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die Sequenzieransatze in 1,5 ml Reaktionsgefalle tiberfiihrt und
mit einfach destilliertem Wasser auf 100 pul Volumen aufgefillt. Durch Zugabe von 10 ul 3 M
Natriumacetat-Losung und 250 pl 96%igen Ethanol wurden die Reaktionsansatze fir 20 min bei
16.000 rcf gefallt. Zum Entfernen von Salzen wurden die gefallten Reaktionen zweimal mit 70%igen
Ethanol UGberschichtet und fir 5 min bei 16.000 rcf zentrifugiert. Die Analyse der Sequenzierung
erfolgte durch einen arbeitsgruppeninternen Sequenzier-Service.

3.2.9.1 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Zur Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde 0,5-1 ug DNA eingesetzt. Fiir die Sequenzierung von
GAL80 aus K. lactis an plG80- und plG80-G24V-Plasmid-DNA wurden folgende Oligonukleotide als
Sequenzier-Primer verwendet.

Sequenzier-Primer 5‘-3‘ Oligonukleotid-Sequenz
KIGAL80 SP1 rv ATTTAAAGATTTAAATGCGCAA
KIGAL80-402 rv CTCTTCTGC CTG TTG TAC GC
KIGAL80-839C AGC TGC AAG ATA CGG GTACC

3.2.9.2 Sequenzierung von chromosomaler-DNA

Zur Sequenzierung von chromosomaler-DNA wurde zundchst ein PCR-Fragment mit Pfu-DNA-
Polymerase amplifiziert, das anschlieRend fiir die Sequenzierreaktion (0,2-0,3 ug PCR-Fragment)
eingesetzt wurde.

Die verwendeten Oligonukleotide fiir die Amplifikation von DNA-Fragmenten an chromosomaler-
DNA, isoliert aus FI4 GAL80- und Fl4 sin4A Ps.ga50-KIGAL8O-Stammen, zur Sequenzierung von ScGAL80
bzw. KIGAL80 sind nachfolgend angegeben.

Es wurde ein 1,9 kb PCR-Fragment (Primerpaar AC) und ein 0,9 kb PCR-Fragment (Primerpaar BD) fir
ScGAL80 amplifiziert. Fir die Sequenzierung des 1,9 kb PCR-Fragments wurden die Sequenzier-
Primer E,F,G und fir das 0,9 kb PCR-Fragment die Sequenzier-Primer H,| eingesetzt. Die
Sequenzierung von KIGAL80 erfolgte an einem 1,2 kb (Primerpaar BJ) und einem 1,0 kb PCR-
Fragment (Primerpaar KL). Die fur die Sequenzierung des 1,2 kb PCR-Fragments eingesetzten
Oligonukleotide waren K, M, N und fiir das 1,0 kb Fragment J, O.
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Primer zur Amplifikation von DNA- 5‘-3‘ Oligonukleotid-Sequenz
Fragmenten und zur Sequenzierung

von DNA

A ScGALSO left TGA CTT GGT GCT CGA AGA TG

B  ScGAL8O0 right TAT AAC GTT CGC TGC ACT GG

C GAL80 Xmal rv GGG TAATTC AGG AATTTT CTT TG
D  GALS8O Stul fw ATC GAG ATT GCT GGA AAT GG

E Gal80 Stul Fw ATC GAG ATT GCT GGA AAT GG

F Gal80 Stul RV CCATTT CCA GCAATCTCG AT

G ScG80OSP 1RV AATCGG TTACCACGCTCAT

H  Gal80 Xmal rv GGG TAATTCAGG AATTITCTT TG
| Gal80 TS fw GGG TAT GAT GCA GGT AAA

J KIGAL80 402 fw GCG TAC AAC AGG CAG AAG AG

K  KIGAL80-839C AGC TGC AAG ATA CGG GTACC

L ScGAL80-179 fw CAT TTA CCG GCG CAC TCT

M  KIGAL80 1168 fw AATCTACGAATCCATTGCCG

N  KIGALSO 488 fw CCATACATCGTTCGGGCCAA

O KIGAL80 488 rw TTGGCCCGAACGATGTATGG

3.2.10 Stammhaltung von Mikroorganismen

Die Stammhaltung der verwendeten Mikroorganismen erfolgte auf Nahrplatten bei 8°C. Fiir eine
langfristige Lagerung wurden Glycerinkulturen angelegt und bei -70°C aufbewahrt. Fiir E. coli wurden
hierzu 800 pl einer Ubernachtkultur mit 200 pl sterilem 50%igen Glycerin gemischt und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Glycerinkulturen fiir Hefe wurden aus 600 pl einer Ubernachtkultur
und 400 pl sterilem 50%igen Glycerin angefertigt und bei -70°C eingefroren.

3.2.11 Herstellung chemokompetenter Hefezellen

Zur Herstellung chemokompetenter Hefezellen wurden 5 ml 2% Glc-YEP Medium mit einer
Einzelkolonie angeimpft und bei 30°C und 140 rpm mit einem Schittler der Firma Infors
(Bottmingen-Basel) Gber Nacht inkubiert. Darauffolgend wurde 50 ml 2% Glc-YEP-Medium fiir die
Hauptkultur mit der gesamten Vorkultur angeimpft und bis zum Erreichen einer ODgy von 0,6 fir
K. lactis bzw. 0,8 fur S. cerevisiae bei 30°C und 140 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde die
Hauptkultur fir 5 min bei 2.600 rcf (Zentrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 2 ml PLAG-L6sung (10 mM Tris, 1 mM EDTA, 100 mM Lithiumacetat, 40%
PEG 4.000, 15% Glycerin, pH7,5) durch Vortexen (Vortex-Genie Mixer, VWR, Darmstadt)
resuspendiert. Zur Steigerung der Transformationseffizienz wurde ssDNA als carrier-DNA
(Endkonzentration 0.06 ug ul™') der Hefe-Zellsuspension zugesetzt. AnschlieRend wurden 200 pl
Aliquots der Hefe-Zellsuspension bei -70°C eingefroren.
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3.2.12 Transformation von Mikroorganismen mit Plasmid-DNA

3.2.12.1 Transformation von E. coli mit Plasmid-DNA

Zur Transformation von chemokompetente E. coli-Zellen wurde 1-10 ng Plasmid-DNA eingesetzt. Die
Transformation durch Hitzeschock wurde entsprechend der Herstellerangaben durchgefihrt. Die
transformierten Zellen wurden auf antibiotikahaltigen LB-Platten (3.1.9) ausplattiert und tGber Nacht
bei 37°C inkubiert. Die Wahl des Antibiotikums entsprach der durch die Plasmide vermittelten
Resistenz.

3.2.12.2 Transformation von Hefe mit Plasmid-DNA

Zur Transformation von chemokompetenten Hefezellen wurde 0,5-1,5 pg Plasmid-DNA in einem
maximalen Volumen von 20 ul auf die gefrorenen chemokompetenten Hefezellen pipettiert und
anschlieRend fiur 30 min bei 37°C und 850 rpm in einem Thermomixer (Eppendorf, Hamburg)
inkubiert. Nach weiteren Inkubationsschritten fiir 30 min bei 37°C und 10 min bei 42°C wurden die
transformierten Hefezellen auf Selektionsmedium ausplattiert und fiir 3-6 Tage bei 30°C inkubiert.
Anschlieend wurden die Transformanten auf Selektionsmedium zweifach verklont und jeweils fiir
weitere 3-6 Tage bei 30°C bebritet, bevor diese zur Analyse herangezogen wurden.
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3.3 Molekulargenetische Methoden

3.3.1 gene replacement in Saccharomyces cerevisiae

3.3.1.1 knockout von GAL80, GAL1, GAL3 und SIN4 in S. cerevisiae

Zur Amplifikation von Markergenen mit flankierenden DNA-Sequenzen fir die homologe
Rekombination in S. cerevisiae wurden PCR-Reaktionen an den YDp-Vektoren durchgefiihrt (3.1.2).
Die eingesetzten Primer sind nachfolgend dargestellt. Die Primersequenz fiir die Amplifikation des
auxotrophen Markergens ist durch Unterstreichung von der Sequenz fiir die homologe
Rekombination im Zielgen hervorgehoben. Die PCR-Ansdtze betrugen 100 pl Volumen und wurden
nach der PCR-Reaktion mit PEG 6.000 gefallt (3.2.5) und anschlieRend in chemokompetente
Hefezellen transformiert (3.2.12.2). Zur Transformation wurde 2-4 ug PCR-Produkt eingesetzt. Die
Selektion der transformierten Hefezellen erfolgte auf supplementiertem Minimalmedium-Platten. Als
Kohlenstoffquelle diente 2% (v/v) Glukose.

Primer zur Amplifikation von Markergenen fiir das gene replacement

(5°-3“ Oligonukleotid-Sequenz)

KO GAL80 1734 FW
GAA CGG TGT AGA TCT GGT AAC CAC AAC ATT TGG TCA CAC AAT CGATAT TTT ACA ACG GCCAGT GAATTCCCG G

KO GALS80 1734 RV
CCAT TTA ACA ATG TGC CTT GGA ATA AAA GAT GAT CCG GTA CTG TCT TTG GCT GCA GGT CGA CGG

KO SIN4 FW
CTTCTGTTG GTA AAT ATT AGT ATG ATG CTT GGA GAG CAT TTA ATG AGCTGG T ACG GCCAGT GAATTCCCG G

KO SIN4 RV
AGA AAT TCC AGA CACTGT CACTCT CATTTCTTT TTA TTA AGT CGA GAA GT TTG GCT GCA GGT CGA CGG

KO ScGAL3 FW
TTA CTG AAA CGT ATATAATCATCA TAA GCG ACA AGT GAG GCAACA CCTTTG ACG GCCAGT GAATTCCCG G

KO ScGAL3 RV
TAG TGT TAT TGT TCG TAC AAA CAA GTA CCC AAG GCA GGC TTC GAA ACT AAG CTTG GCT GCA GGT CGA CGG

KO GAL1 LEFT
ATG ACT AAA TCT CAT TCA GAA GAA GTG ATT GTA CCT GAG TTC AAT TCT AG ACG GCCAGT GAATTCCCG G

KO GAL1 RIGHT
ATT CAT ATA GACAGCTGC CCA ATG CTG GTT TAG AGA CGA TGA TAG CAT TT AGC TTG GCT GCA GGT CGA CGG

Zum Nachweis des gene replacements wurde eine analytische PCR durchgefiihrt. Die hierfir
eingesetzten Primer binden in der chromosomalen-DNA an Sequenzen auerhalb des knockouts und
sind nachfolgend dargestellt. Die GroRRe des erwarteten Amplifikats flir das funktionale Gen und fir
den knockout ist in Kilobasen (kb) angegeben. Die Analyse erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese.
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Nachweisprimer fir 5‘-3‘ Oligonukleotid-Sequenz funktionales knockout (kb)
das gene replacement Gen (kb)

ScGAL80 LEFT TGA CTT GGT GCT CGA AGA TG GALS80(2,1) gal80A::URA3 (3,2)
ScGAL80 RIGHT TAT AAC GTT CGC TGC ACT GG

SIN4 LEFT TGT ATATTG CCG TTT GCA GG SIN4 (3,2) sin4A::HIS5 (1,6)
SIN4 RIGHT TTCTGG GGA GGG ATCTTT CT sin4A::URA3 (1,5)
ScGAL3L AAA GAA TGA AAT CGC CAT GC GAL3(2,0) gal3A::HIS5 (1,7)
ScGAL3R TTG CCG TGG AAA AAT GTG TA

GAL1UAS14L ACG CTTAACTGCTCATTG CT GAL1(2,4) gallA::LEU2 (3,4)
GAL1 RIGHT TGC CCCACG TAC AAT AACAA

3.3.1.2 Konstruktion eines Ps.ca150-KIGAL80-Fusionsgens in S. cerevisiae

Zur Konstruktion eines Fusionsgens bestehend aus dem ScGAL80-Promotor und der KIGAL8O-
kodierenden Gensequenz wurde eine PCR an plG80- und plG80-G24V-Plasmid-DNA (3.1.2)
durchgefiihrt. Die Amplifikation der kodierenden DNA-Sequenz von KIGAL8O0 erfolgte mit Primern, die
flankierende DNA-Sequenzen fiir die homologe Rekombination im Locus von ScGAL80 enthielten. Die
eingesetzten Primer sind nachfolgend dargestellt. Die Primersequenz fiir die Amplifikation der
KIGAL80-Sequenz ist durch Unterstreichung von der Sequenz fiir die homologe Rekombination im
Zielgen hervorgehoben.

Primer zur Amplifikation von KIGAL8O fiir die Ps.ga50-KIGAL80-Genfusion

(5-3“ Oligonukleotid-Sequenz)

Ko ScGAL80 FW
TCG ATAGTTGGT TTCCCG TTCTTT CCA CTC CCG TCA TGG ACT ACA ACA AG ACG GCCAGT GAATTCCCG G

Ko ScGAL80 RV
ATA ACG TTC GCT GCA CTG GGG GCC AAG CAC AGG GCAAGATGCTTT TAT CA AGC TTG GCT GCA GGT CGA CGG

Die PCR-Anséatze betrugen 100 pl Volumen und wurden nach der PCR-Reaktion mit PEG 6.000 gefallt
(3.2.5). AnschlieBend wurde 2-4 pug PCR-Produkt in chemokompetente Zellen von Fl4 sindA gal80A, in
welchem GAL8O0 durch ein funktionales URA3 ausgeknockt ist, transformiert (3.2.12.2). Die Selektion
der Transformanten erfolgte auf 0,1% (w/v) FOA-haltigen Minimalmedium-Platten. Das
Minimalmedium wurde mit einer Aminosiure-Lésung ohne Uracil und zusatzlich mit einer 2 mg ml™
Uracil-Lésung (Endkonzentration 0,05 mg ml™) supplementiert. Bei diesem 5-FOA und Uracil-
haltigem Medium handelt es sich um ein sogenanntes Gegenselektionsmedium. Die Selektion beruht
darauf, dass in Uracil-prototrophen Hefezellen 5-FOA im Uracil-Stoffwechselweg zu einem toxischen
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Zellgift umgewandelt wird. Transformanten, in denen das URA3 auf Grund von homologer
Rekombination durch KIGAL80 verloren ging, sind Uracil-auxotroph und somit auf FOA-haltigem
Medium lebensfahig. Als Kohlenstoffquelle diente 2% (v/v) Glukose.

Zum Nachweis des gene replacements wurde eine analytische PCR an chromosomaler-DNA
durchgefiihrt. Die hierfiir eingesetzten Primer binden zum einem im Promotor von ScGAL80 und zum
anderem in der KIGAL80-kodierenden Sequenz und sind nachfolgend dargestellt. Die GroRe des
erwarteten Amplifikats fiir den Nachweis des Fusionsgens Ps.gas0-KIGAL80 betrug 1,2 kb. War das
gene replacement nicht erfolgreich, so war kein PCR-Produkt nachweisbar. Die Analyse erfolgte
mittels Agarosegelelektrophorese (3.2.7).

Nachweisprimer fiir das Fusionsgen Pgs.ga:30-KIGAL8O 5‘-3‘ Oligonukleotid-Sequenz

ScGALS8O LEFT TGA CTT GGT GCT CGA AGA TG

KIGAL80 422C CTCTTCTGCCTG TTGTACGC

3.3.2 Plasmid-Integration in Kluyveromyces lactis

Die plG80-Plasmide wurden mit Eco81I linearisiert und in den K. lactis-Stamm JA6/D801R wie unter
3.2.12.1 beschrieben transformiert. Die Selektion der Transformanten erfolgte auf Uracil-
Prototrophie. Uracilprototrophe Kolonien wurden auf Selektionsmedium, dass mit X-Gal
(Endkonzentration 4 pg ml™) versetzt worden war, verklont. Die Klone mit der niedrigsten LAC-
Expression wurden zur weiteren Charakterisierung mittels PCR und Southern-Blot, wie aber
beschrieben, herangezogen (63).

3.3.3 X-Gal-Plattentest zur phdanotypischen Charakterisierung von Hefe

Zur phanotypischen Charakterisierung von Hefestammen wurde ein X-Gal-Plattentest durchgefiihrt.
Hierzu wurden supplementierte Minimalmedium-Platten mit X-Gal (Endkonzentration 4 pg ml™) als
Indikator fiir die [-Galaktosidase-Aktivitdt hergestellt. Die Kohlenstoffquelle und deren
Konzentration wurden variiert. Fir die Analyse wurden Einzelkolonien der Hefestamme fiir 14-16 h in
Flissigmedium bei 30°C und 140 rom angezogen. Als Kohlenstoffquelle diente Galaktose oder
Glukose. Darauffolgend wurde in sterilen einfach destilliertem Wasser eine Hefe-Zellsuspension einer
ODgyo von 0,4 hergestellt, wovon ausgehend eine serielle Zellverdiinnung mit dem Faktor 1:10
angefertigt wurde. AnschlieRend wurden 3 pl der Hefe-Zellsuspensionen auf X-Gal Platten getropft.
Nach dem Trocknen der Tropfen bei RT wurden die X-Gal-Platten bei 30°C fiir mehrere Tage
inkubiert. AnschlieBend wurden die auf den X-Gal-Platten erhaltenen Phanotypen der Hefen durch
Scannen dokumentiert.
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3.4 Proteinchemische Methoden

3.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen wurde eine denaturierende diskontinuierliche Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli durchgefiihrt (69). Die Acrylamidkonzentration des Sammelgels
betrug 7% (v/v) in Sammelgelpuffer (125 mM Tris, 0,1% SDS, pH 6,8) und die des Trenngels 15% (v/v)
in Trenngelpuffer (125 mM Tris, 0,1% SDS, pH 8,8). Die Polymerisation der SDS-Polyacrylamidgele
erfolgte durch Zugabe von TEMED und APS. Die Proben wurden mit SDS-Ladepuffer (5fach: 250 mM
Tris, 25% Glycerin, 7,5% (w/v) SDS, 12,5% (v/v) 2-Mercaptoethanol, 0,25 mg mi1™? Bromphenolblau,
pH 8,0) versetzt und die Proteine nach der GréRe bei 32 mA pro Gel in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris,
187 mM Glycin, 0,1% SDS) elektrophoretisch in einem Mini-PROTEAN Gelelektrophorese-System Il
(Bio-Rad, Miinchen) aufgetrennt. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte durch eine Colloidal-
Coomassie-Farbung (20% Ethanol, 2% Phosphorsdure, 10% Ammoniumsulfat, 0,1% Coomassie
Brilliant Blue G250). Hierzu wurden die SDS-Gele lber Nacht in Colloidal-Coomassie-Farbelésung
inkubiert und darauffolgend fiir 30 min gewaschen (5% Ethanol, 7,5% Essigsdure).

3.4.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Coomassie Plus (Bradford) Protein Assay
Kit (Pierce, USA) nach Angaben des Herstellers. Die molaren Konzentrationen von Proteinlésungen
wurden mit einer apparenten Molekilmasse von 53,8 kDa fur NHKIGal80, 52,2 kDa fir IHKIGal80 und
51,0 kDa fiir NHScGal80 berechnet. Die in der Arbeit angegebenen molaren Konzentrationen
beziehen sich hierbei auf das Gal80-Monomer.

3.4.3 Bestimmung der Galaktokinase-Aktivitdt

3.4.3.1 Galaktokinase-Assay

Die Galaktokinase-Aktivitdt von KIGall, eine ATP abhdngige Enzymkatalyse von Galaktose zu
Galaktose-1-phosphat, wurde durch einen gekoppelten Enzymtest gemessen (33). Der Verbrauch von
ATP und die damit verbundene Bildung von ADP wurde mit Hilfe der eingesetzten Kopplungsenzyme
Pyruvat-Kinase (PK) und Laktat-Dehydrogenase (LDH) bestimmt. Die MessgrofRe im gekoppelten
Enzymtest war der Verbrauch von NADH, welcher photometrisch lber einen Zeitraum von 3 min bei
340 nm ermittelt wurde. Die enzymatische Reaktion wurde in 100 mM Tris, 10 mM MgCl,, 10 mM
KCI, 100 mM Kaliumacetat, 1 mM ATP, 0,25 mM NADH, 2 mM Phosphoenolpyruvat (PEP), 1 mM
Fruktose-1,6-bisphosphat und 6,6/13,5U ml*der Kopplungsenzyme PK/LDH, pH7,9 bei 30°C
durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde mit NHKIGall fir 5 min bei 30°C inkubiert, bevor die
Enzymreaktion durch Zugabe von 25 ul 1 M Galaktose-Lésung gestartet wurde. Die eingesetzte
Konzentration an NHKIGall richtete sich nach der Aktivitdt der Proteinprdparation und wurde so
gewadhlt, dass eine Abnahme der Absorption von NADH von 0,1-0,2 Einheiten pro Minute erfolgte.
Die Durchfliihrung und Auswertung der Experimente erfolgte mit freundlicher Unterstiitzung von Dr.
Alexander Anders (Institut fir Biologie, Halle (Saale)).
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3.4.3.2 Einschritt-Inhibierungsexperiment

Zur Bestimmung der Interaktion von Gal80 und der Gal80-Varianten aus K. lactis mit Gall wurden
Einschritt-Inhibierungsexperimente durchgefiihrt. Hierzu wurden 475 pl des bei 30°C inkubierten und
mit NHKIGall versetzten Reaktionsgemisches (3.4.3.1) in Kiivetten Uberfiihrt. Es konnten bis zu 6
Messungen im verwendeten Photometer (Beckman BU 640) parallel durchgefiihrt werden. Bei jeder
Messreihe diente ein Ansatz, wo kein zusétzliches Protein zugesetzt wurde, als Referenz. Relativ zu
diesem Referenzwert wurden die Galaktokinase-Aktivitdten der Proben, welche zusatzlich Gal80
und/oder das KlGal4-Peptid (3.1.4) enthielten, ermittelt. Die Konzentration an NHKIGal80 im
Reaktionsansatz betrug 380 nM und die des KlGal4-Peptids 1,2 uM. Gal80 lag in 20 mM Tris, 60 mM
NaCl, 60 mM EDTA, 10% (v/v) Glycerin, pH 8,2 vor. Fir die Untersuchung des Einflusses von NADP auf
die KIGall-KIGal80- bzw. KlGal4-Peptid-KIGal80-Interaktion wurden die Einschritt-Inhibierungs-
experimente in Gegenwart von 1 mM NADP durchgefiihrt. Das Gesamtvolumen des Reaktions-
ansatzes betrug 520 ul und wurde in entsprechenden Ansatzen mit Puffer (20 mM Tris, 60 mM NaCl,
60 mM EDTA, 10% (v/v) Glycerin, pH 8,2) auf das Volumen aufgefillt.

3.4.3.3 Zweischritt-Inhibierungsexperiment

Um Interferenzen zwischen NAD(H) und NADP im Einschritt-Inhibierungsexperiment auszuschlieBen
wurde ein Zweischritt-Inhibierungsexperiment durchgefiihrt. Hierzu wurde die Reaktion analog zum
Einschritt-Inhibierungsexperiment, jedoch ohne NADH, PEP und PK/LDH, durchgefiihrt (3.4.3.1). Das
Reaktionsvolumen wurde im Zweischritt-Inhibierungsexperiment verdoppelt. Die Konzentration an
eingesetzten NHKIGal80 und NHKIGal80-W31G im Reaktionsansatz betrug 380 nM. Die Konzentration
des KIGal4-Peptids (3.1.4) im Ansatz mit NHKIGal80 betrug 1,2 uM bzw. im Ansatz mit NHKIGal80-
W31G 1,5 uM. Nach Starten der Reaktion durch Zugabe von Galaktose wurden zu definierten
Zeitpunkten 200 pl Aliquots dem Reaktionsansatz entnommen und fir 15 min bei 85°C inaktiviert.
Die Probe zum Zeitpunkt 0 min wurde vor Zugabe von Galaktose entnommen. Anschliefend wurde
der ADP Anteil in den Aliquots mit Hilfe der Kopplungsenzyme PK/LDH in Gegenwart von NADH und
PEP bestimmt. Zur Messung wurden Probe und Reaktionsgemisch (100 mM Tris, 10 mM MgCl,,
10 mM KCl, 100 mM Kaliumacetat, 4 mM PEP, 13,2/27 U mI™ der Kopplungsenzyme PK/LDH, 0,5 mM
NADH, pH 7,9) in gleichen Verhaltnissen gemischt.

3.4.4 Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat

3.4.4.1 Kultivierung von Hefe fiir die Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat

Zur Bestimmung der [-Galaktosidase-Aktivitdit wurden Hefekulturen einer Einzelkolonie in
supplementiertem Minimalmedium (3.1.9.2) angezogen. Als Kohlenstoffquelle fiir die Vorkultur
diente 0,5% Glukose. Zur Induktion der LAC-Expression wurden die Hefezellen in Induktionsmedium
(0,5% Galaktose) tiberfihrt, wobei eine ODgyo von 0,6 oder 0,9 eingestellt wurde. Hierzu wurde ein
entsprechendes Volumen der Vorkultur fiir 5min bei 2.600 rcf (Zentrifuge 5810R, Eppendorf,
Hamburg) zentrifugiert, resuspendiert und in das Induktionsmedium (berfiihrt. Zu definierten
Zeitpunkten wurden 20 OD-Einheiten der Kultur fir die Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat fur
5 min bei 2.600 rcf zentrifugiert und bei 4°C geerntet. Die B-Galaktosidase-Aktivitdt Zeitpunkt 0 min
entsprach der Vorkultur. Die geernteten Hefezellen wurden in 5 ml 8°C kaltem B-Gal-Puffer (5 mM
Tris, 5% Glycerin, 10 mM KCI, pH 7,8) resuspendiert und erneut fir 5 min bei 2.600 rcf und 4°C
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zentrifugiert. Die Hefezellen wurden entweder direkt weiter verwendet oder bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C eingefroren.

3.4.4.2 Herstellung von Proteinextrakten aus Hefe

Zur Herstellung von Proteinextrakten wurden die Hefezellen mit 500 pl 8°C kaltem [B-Gal-Puffer
(3.4.4.1) resuspendiert und in ein Reagenzglas Uberfihrt. Nach Zugabe von 1g Glasperlen
(Durchmesser 0,5 mm) wurden die Zellen in einem Vibrax (230 V, VWR, Darmstadt) fiir 2 x 3 min bei
4°C aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tiberfihrt und fir 10 min bei
20.000 rcf (Zentrifuge 5417R, Eppendorf, Hamburg) bei 4°C zentrifugiert. Der erhaltene Rohextrakt

wurde direkt zur Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat eingesetzt.

3.4.4.3 B-Galaktosidase-Assay

Die Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat erfolgte nach Miller bei 30°C in B-Gal-Puffer (3.4.4.1)
(70). Als Substrat fir die p-Galaktosidase diente o-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (ONPG). Es
wurde eine 4 mg ml™ ONPG-L6sung in B-Gal-Puffer hergestellt und bei 30°C inkubiert. Zur Messung
wurden 500 pl ONPG-L6ésung in einer Klvette vorgelegt, die Reaktion durch Zugabe von 50 pl Probe
(Rohextrakt bzw. Verdiinnung des Rohextraktes in [3-Gal-Puffer) gestartet und die Absorption bei
420 nm (ber einen Zeitraum von 3 min gemessen. Die Anderung der Absorption pro Minute betrug
0,03-0,07. Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte mit einem Extinktionskoeffizienten von
4500 M cm™ fur o-Nitrophenol. Fir die Berechnung der Enzymaktivitit in mU mg™* wurde die
Proteinkonzentration des Rohextraktes bestimmt (3.4.2).

3.4.5 Herstellung und Reinigung von rekombinanten Proteinen

3.4.5.1 Herstellung von Gal80

Die Herstellung von Gal80 und der Gal80-Varianten erfolgte von pET-Vektoren in E. coli
Rosetta (DE3)plLysS (3.1.2, 3.1.6). Die E. coli-Zellen wurden in antibiotikahaltigem LB-Medium
(3.1.9.1) bis zum Erreichen einer ODgy von 2 bei 37°C und 160 rpm (Schittler, Infors,
Bottmingen-Basel) vorgezogen. AnschlieRend wurden die Zellen zur Induktion der Proteinherstellung
in Induktionsmedium (3.1.9.1) lberfiihrt, wobei eine ODgy von 0,2 eingestellt wurde. Die Zellen
wurden fir 15 Stunden bei 26°C und 160 rpm (Schittelinkubator Multitron, Infors, Bottmingen-Basel)
inkubiert, bevor diese durch Zentrifugation fir 15 min bei 6.600 rcf (Zentrifuge Avanti J-25, Rotor
JLA-10.500, Beckman Coulter, USA) geerntet wurden. Das Zellpellet wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -20°C eingefroren und gelagert.

3.4.5.2 Zellaufschluss und Reinigung von Gal8o0

Die gefrorenen E. coli-Zellen wurden in 4°C kaltem Aufschlusspuffer (50 mM, 20 mM NaCitrat,
10 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 0,1% (v/v) Tween 20, Tris pH 8,0) resuspendiert und auf Eis durch
Ultraschall (Branson Sonifier S-250A, USA) aufgeschlossen. Zur Entfernung von Nukleinsduren wurde
eine Protaminsulfat-Fallung durchgefiihrt. Hierzu wurde der Rohextrakt mit einer konzentrierten
wassrigen Protaminsulfatlosung tropfenweise bis zum Erreichen einer Endkonzentration von
0,05% (w/v) Protaminsulfat versetzt. AnschlieBend wurden, zum Entfernen der unlGslichen
Bestandteile, zwei aufeinanderfolgende Zentrifugationsschritte bei 4°C durchgefiihrt. Zunachst
erfolgte eine Zentrifugation fir 10 min bei 12.000 rcf (Zentrifuge AvantilJ-25, Rotor JA 25.50,
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Beckman Coulter, USA) und nach Uberfiihren des Uberstands in einen neuen Zentrifugationsbecher
eine weitere Zentrifugation fiir 20 min bei 48.000 rcf. Die Reinigung der mit einem 6fachen
Histidin-tag hergestellten Proteine erfolgte durch Affinitdtschromatographie mit einem GradiFrac
System (Amersham Bioscience, GE Healthcare, Freiburg) bei 4°C. Als Sdulenmaterial diente Ni-
Sepharose Fast-Flow (Amersham Bioscience, GE Healthcare, Freiburg). Der pH-Wert der
Proteinlésung wurde kontrolliert und gegebenenfalls durch Zugabe von NaOH-Lésung auf pH 8,0
eingestellt, bevor diese auf die mit Aufschlusspuffer dquilibrierte Ni-Sepharose-Siule mit 1 ml min™
aufgetragen wurde. Nach Auftragung der Proteinldsung folgten zwei Waschschritte mit 1 ml min™.
Hierzu wurde die Sadule mit einem Saulenvolumen mit Aufschlusspuffer und mit zwei Saulenvolumen
Waschpuffer (50 mM Tris, 20 mM NaCitrat, 10 mM NaCl, 40 mM Imidazol, 0,1% (v/v) Tween 20,
pH 8,0) gesplilt. Die Elution erfolgte mit Elutionspuffer (50 mM Tris, 20 mM NaCitrat, 10 mM NacCl,
25 mM Imidazol, 0,1% (v/v) Tween 20, pH 8,0) mit 1 ml min™. Das Eluat wurde manuell gesammelt
und anschlieBend konzentriert (3.4.6). Die Proteinlosung wurde entweder direkt weiter verwendet
oder mit Glycerin (Endkonzentration 10% (v/v)) versetzt und bis zur weiteren Verwendung in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert. Die Affinitatschromatographie stellte nur
eine unzureichende Reinigung dar, denn das Eluat war noch mit Wirtsproteinen aus E. coli
verunreinigt. Es wurde eine zweite Reinigung von Gal80 und der Gal80-Varianten mittels Gelfiltration
bei 4°C durchgefihrt. Die Gelfiltration erfolgte unter Verwendung einer HighlLoad 16/60
Superdex 200pg-Saule mit einem Akta Purifier FPLC-System (Amersham Bioscience, GE Healthcare,
Freiburg) mit 1 ml min’. Die Gelfiltrationssdule wurde mit zwei Saulenvolumina Laufpuffer (20 mM
Tris, 60 mM NaCl, 60 mM EDTA, pH 8,2) adquilibriert und anschliefend die Proteinlosung mit Hilfe
eines Superloops (Amersham Bioscience, GE Healthcare, Freiburg) auf die Sdule gespiilt. Es wurden
2 ml-Fraktionen automatisch (Fraktionierer Frac-900, Amersham Bioscience, GE Healthcare, Freiburg)
gesammelt und anschlieRend mittels SDS-PAGE (3.4.1) analysiert. Fraktionen, die das gereinigte
Protein enthielten, wurden vereinigt und konzentriert (3.4.6). Die Proteinlésungen wurden mit
Glycerin (Endkonzentration 10% (v/v)) versetzt und bis zur weiteren Verwendung mit fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei -20°C gelagert.

3.4.5.3 Herstellung und Reinigung von KlGal1

Die Herstellung von KIGall erfolgte vom pETNHG1-Vektor in E. coli Rosetta (DE3)pLysS (3.1.2, 3.1.6).
Die Herstellung und Reinigung mittels Affinitdtschromatographie und Gelfiltration von KIGall wurde
wie aber beschrieben durchgefiihrt und freundlicherweise von Dr. Alexander Anders (Institut flr
Biologie, Halle) zur Verfligung gestellt (71).

3.4.6 Pufferwechsel und Konzentrierung von Proteinlésungen

Fiir die Konzentrierung sowie zum Pufferwechsel von Proteinldsungen wurden Amicon Ultra
Centrifugal Filter Units (Millipore, USA) mit einer AusschlussgroBe von 30.000 kDa verwendet. Die
Konzentrierung bzw. der Pufferwechsel von Proteinlosungen erfolgte bei 4°C und 2.600 rcf
(Zentrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg).
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3.5 Biophysikalische Methoden

3.5.1 Analytische Ultrazentrifugation

Ultrazentrifugationsexperimente wurden in einer analytischen Ultrazentrifuge Optima XL-A
(Beckmann Coulter, USA) mit einem Rotor 50Ti durchgefiihrt. Die Konzentration an Gal80 betrug
30-300 pg ml™*. Sedimentationsgleichgewichts-Experimente wurden in einer Doppelsektorzelle
(Referenz- und Probenzelle) bei 20°C und 6.000 bzw. 8.000 rom durchgefiihrt. Hierzu wurde die
Absorption bei 230 und 280 nm gemessen. Die Analyse der NADP-Bindung an Gal80 erfolgte in
20 mM Tris, 60 mM NaCl, 60 mM EDTA, pH 8,2 wobei die Konzentration an NADP variiert wurde.
Sedimentationsgeschwindigkeits-Experimente wurden bei 20°C und 40.000 rpm durchgefiihrt. Hierzu
wurde fir die Analyse der NADP-Bindung an Gal80 die Amplitude des Absorptionssignals in
Abhangigkeit von der NADP-Konzentration quantifiziert. Die eingesetzte NADP-LOsung wurde in
Puffer angefertigt. Die Durchfiihrung sowie die quantitative Auswertung der analytischen
Ultrazentrifugationsexperimente  zur  Bestimmung von  Sedimentationskonstanten  und
Molekulargewichten erfolgte durch Herrn PD Dr. Hauke Lilie (Institut fir Biochemie und
Biotechnologie, Halle (Saale)). Alle Daten wurden mit der von Beckmann Coulter bereitgestellten
Software analysiert.

3.5.2 Fluoreszenzspektroskopie

Die Bestimmung der Dinukleotid-Bindung von Gal80 und der Gal80-Varianten erfolgte durch
Aufnahme von Fluoreszenzspektren an einem Fluoro-Max 2 Spektrometer (Jobin Yvon, Bensheim)
unter Verwendung einer 10 mm x4 mm Halbmikro-Fluoreszenzkiivette (Hellma, Miinchen) in
20 mM Tris, 60 mM NacCl, 60 mM EDTA, pH 8,2 bei 20°C. Die Fluoreszenzspektren von Gal80 wurden
von 305 bis 380 nm mit einer Schrittweite von 0,5 nm aufgezeichnet, wobei drei Einzelspektren
gemittelt wurden. Die Anregung der Proben erfolgte bei 295 nm. Fiir Anregung und Emission wurde
eine Spaltbreite von 5 nm verwendet. Die Integrationszeit bei jeder Wellenlange betrug 0,5 sec. Die
Konzentration von NHKIGal80, NHKIGal80-G24V und NHKIGal80-H99L betrug 1 uM. Die
Konzentration von NHKIGal80-W31G betrug 2 uM und NHScGal80 1,5 uM. Fir die Bestimmung der
Dinukleotid-Bindung wurde NAD(P)(H) zu Gal80 titriert und die Fluoreszenzspektren nach 5 min
Inkubationszeit aufgenommen. Die eingesetzten NAD(P)(H)-Losungen wurden in Puffer angefertigt.
Die Dinukleotid-Bindung wurde in An- und Abwesenheit von einem KlGal4-Peptid (AD-22, 3.1.4)
bestimmt. Hierzu wurde Gal80 mit 10 uM AD-22 fiir 5 min inkubiert und anschlieRend mit NAD(P)(H)
titriert. Alle Spektren wurden fiir Verdiinnungseffekte sowie auf Puffer- und NAD(P)(H)-Spektren
korrigiert. Aufgrund der unterschiedlichen Affinitdten von Gal80 aus K. lactis und S. cerevisiae fur
Dinukleotide, wurden unterschiedliche Auswerteverfahren zur Bestimmung von
Dissoziationskonstanten herangezogen. Die Auswertung erfolgte am Maximum der
Tryptophanfluoreszenz. Zur Korrektur von inneren Filtereffekten sowie von dynamischen
Quencheffekten wurden dieselben Experimente mit N-Acetyl-Tryptophanamid (NATA), einem
Tryptophan-Analogon, durchgefiihrt. Die Konzentration an NATA betrug 1,5 uM. Die Berechnung der
Quenchkonstante kq bei 345 nm, erfolgte mit Hilfe der Stern-Volmer-Gleichung (Gleichung 1) (72).
Fo bezeichnet das Fluoreszenzsignal in Abwesenheit des Quenchers und F das Fluoreszenzsignal in

Anwesenheit des Quenchers. [Q] steht fiir die Konzentration an Quencher in mM.
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Gleichung 1: Fo/F =1+kq-[Q].

Zur Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstante Ky der KIGal80-Dinukleotid-Bindung wurden
die korrigierten Fluoreszenzsignale bei 345 nm in Abhangigkeit von der Dinukleotidkonzentration
aufgetragen. Die Berechnung des Kp-Wertes fir die KIGal80-Dinukleotid-Interaktion erfolgte nach
Gleichung 2, wobei S das Fluoreszenzsignal und S,,., die maximale Amplitude des Fluoreszenzsignals
bezeichnet (73). [R], bezeichnet die Konzentration an KlGal80 und [L], die Konzentration an
Dinukleotid.

([Rlo+[L]o + Kp) - J([R]0+[L]0 +Kp)?-4- [Rlo- [L]o

Gleichung 2: S= A * Stmax

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante fiir ScGal80 erfolgte mit Hilfe der modifizierten

Stern-Volmer-Gleichung (Gleichung 3) (74). Fiir die Berechnung der Ky-Werte wurden die korrigierten
Fo

Fluoreszenzsignale bei 347 nm, dem Maximum der Tryptophanfluoreszenz von ScGal80, als - in

0 —

Abhidngigkeit von 1/[Q] aufgetragen. Der Anteil an Fluorophor, der dem Quencher zugénglich ist, ist
durch f, bezeichnet.

Gleichung 3: — =+

3.5.3 stopped-flow-Fluoreszenzspektroskopie

Die Bestimmung der Kinetik der KIGal80-NAD(P)-Interaktion wurde mittels stopped-flow-
Fluoreszenzspektroskopie in einer stopped-flow-Apparatur SX.18MV (Applied Photophysics, UK) in
20mM Tris, 60 mM NaCl, pH8,2 bei 20°C durchgefiihrt. Hierbei wurde die Anderung der
Tryptophanfluoreszenz bei 340 nm nach Anregung bei 295 nm direkt nach dem Mischen der Proben
gemessen. Die Proben wurden aus zwei Spritzen gleicher Volumina im Verhaltnis 1+1 gemischt. Die
eine Spritze enthielt 19 uM NHKIGal80 und die andere Spritze eine NAD- oder NADP-L&sung in Puffer,
wobei die Konzentration an Dinukleotid variiert wurde. Die Durchfilhrung sowie die quantitative
Auswertung der stopped-flow-Experimente zur Bestimmung von Dissoziations- und
Geschwindigkeitskonstanten erfolgte durch Herrn PD Dr. Ralph P. Golbik (Institut fiir Biochemie und
Biotechnologie, Halle (Saale)).

3.5.4 CD-Spektroskopie

Die Aufnahme von CD-Spektren erfolgte mit einem Jasco-810 Spektropolarimeter (Labor- und
Datentechnik, GroR-Umstadt), was zur genauen Kontrolle der Temperatur mit einem Peltierelement
ausgestattet war, bei 20°C. Die Berechnung der molaren Elliptizitdt (®,,0,) in deg cm? dmol™ aus der

gemessen Elliptizitat (®,,,) in mdeg erfolgte fiir Nah-UV CD-Spektren nach Gleichung 4.

Gleichung 4: Ormorar = (G(Jbsgcl—f?/wr)
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Fir Fern-UV CD-Spektren wurde die molare Elliptizitdit pro Aminosdurerest nach Gleichung5
berechnet (75).

_ (©obs - 100 - M,)
Gleichung 5: Omolar = ?c.,.NA)

M, bezeichnet die apparente Molekiilmasse des Proteins in Da, / die optische Weglange in cm, c die
Proteinkonzentration in mgml® und N, die Anzahl der Aminosiuren. Die Anzahl der
Aminosaurereste fir NHKIGal80 betrug 482 und fiir IHKIGal80 466.

3.5.4.1 Nah-UV-Vis CD-Spektroskopie

Die Nah-UV CD-Spektren von KIGal80 wurden in 20 mM Tris, 60 mM NaCl und 60 mM EDTA, pH 8,2
mit einer 1 cm Kivette (Hellma, Miinchen) aufgenommen. Fir die Bestimmung der Dinukleotid-
Bindung wurde NAD(P) zu Gal80 titriert und nach 5 min Inkubationszeit die Nah-UV-Vis CD-Spektren
von 290 bis 500 nm mit einer Schrittweite von 0,2 nm und einer Geschwindigkeit von 500 nm min™
aufgezeichnet. Die Integrationszeit betrug 1sec. Es wurden 12 Einzelspektren gemittelt. Die
eingesetzte Konzentration an NHKIGal80 sowie NHKIGal80-G24V, -W31G und -H99L betrug 120 uM.
Alle Spektren wurden fir Verdiinnungseffekte sowie fir Puffer- und NAD(P)-Spektren korrigiert. Die
eingesetzten NAD(P)-Losungen wurden in Puffer angefertigt.

3.5.4.2 Fern-UV CD-Spektroskopie

Das Fern-UV CD-Spektrum von Gal80 wurde in 20 mM Tris, 60 mM NaCl, pH 8,2 mit einer 0,1 mm
Kivette (Hellma, Miinchen) aufgenommen. Die Aufzeichnung des Fern-UV CD-Spektrums erfolgte
von 190 bis 250 nm mit einer Geschwindigkeit von 50 nm min, einer Schrittweite von 1 nm und
einer Integrationszeit von 1 sec. Zur Analyse der NADP-Bindung wurde NADP zu NHKIGal80 titriert
und das Fern-UV CD-Spektrum nach 5 min Inkubationszeit aufgenommen. Es wurden 5
Einzelspektren gemittelt. Die eingesetzte Konzentration an NHKIGal80 sowie NHKIGal80-G24V,
-W31G und -H99L betrug 50 uM. Alle Spektren wurden fir Verdiinnungseffekte sowie auf Puffer- und
NADP-Spektren korrigiert. Die eingesetzte NADP-Losung wurde in Puffer angefertigt.

3.5.5 Isothermale Titrationskalorimetrie

Die Bestimmung der NAD(P)(H)-Bindung von NHKIGal80 erfolgte mittels isothermaler
Titrationskalorimetrie (ITC) in 20 mM Tris, 60 mM NaCl, 60 mM EDTA, pH 8,2 bei 20°C. Alle
Experimente wurden mit Hilfe eines VP-ITC Micro Calorimeter (MicroCal, GE Healthcare, Freiburg)
durchgefiihrt. Die Proteinprobe und die Dinukleotid-Lésung wurden zuvor bei 20°C inkubiert und
entgast. Die Messzelle enthielt eine Losung von 150 uM NHKIGal80, die mit 15 mM NAD(H) oder
8 mM NAD(P)H titriert wurde. Die eingesetzte Dinukleotid-Losung wurde in Puffer angefertigt Die
Durchmischung der Lésung in der Messzelle erfolgte durch ein Rihrpaddel. Es erfolgten insgesamt
36 Injektionen (1 ul Initialinjektion, 10 x 2,5 pl und 25 x 10 ul) in einem Intervall von 320 sec. Die
MessgroRe ist die Heizleistung AP (ucal sec?), die aufgrund biochemischer und physikalischer
Reaktionen in der Messzelle verandert wird, um die Temperatur in der Messzelle wieder einzustellen.
Zur Korrektur von Warmeffekten durch Verdiinnung der Dinukleotid-Lésung in Puffer sowie durch
Mischen der Proben-Losung in der Messzelle wurden dieselben Experimente mit Puffer durchgefihrt.
Nach Subtraktion der Kontrollwerte der NHKIGal80-Dinukleotid-Bindung wurden die ermittelte
Reaktionswarmen Q (kcal mol™) jeder Injektion gegen das molare Verhiltnis der Bindungspartner
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aufgetragen. Die Enthalpie AH, die Bindungskonstante Kz und der stéchiometrische Faktor N wurden
aus der erhaltenen Titrationskurve nach einem Einzentren-Bindungsmodell bestimmt. Die
Berechnung der freien Enthalpie AG® (Gibbs-Energie) und der freien Entropie AS® erfolgte mit Hilfe
der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (Gleichung 6) und der in der Gleichung 7 dargestellten Beziehung fir
die freie Enthalpie.

Gleichung 6: AG? = AHO - TAS?

Gleichung 7: AG® =-R-T-InKy

Die Dissoziationskonstante ergibt sich aus der Beziehung Kp = K'Bl. T bezeichnet die Temperatur in
Kelvin. R bezeichnet die universelle Gaskonstante in J mol™ K*. Die Umrechnung von Kalorie in Joule
erfolgte anhand der Definition fiir die thermochemische Kalorie von 1 cal = 4,184 J. Die Auswertung
der Daten erfolgte mit der von MicroCal bereitgestellten Software.

3.5.6 Analytische Gelfiltration

Analytische Gelfiltrationsexperimente wurden mit einem SMART-System (Amersham Bioscience, GE
Healthcare, Freiburg) unter Verwendung einer Gelfiltrationssdule Superdex 200 PC 3.2/30
(Amersham Bioscience, GE Healthcare, Freiburg) bei 25°C durchgefiihrt. Als Laufpuffer diente 20 mM
Tris, 100 mM NaCl, pH 8.2 oder 20 mM Tris, 100 mM NaCl, 60 mM EDTA, pH 8.2. Die Flussrate betrug
100 pl min™. Die zu analysierende Proteinldsung befand sich im jeweiligen Laufpuffer und wurde fir
30 min bei Raumtemperatur vor dem Experiment inkubiert. Fiir ein Experiment wurde 10 pl
Proteinldsung auf die zuvor mit Laufpuffer dquilibrierte Saule aufgetragen. Die Detektion erfolgte bei
280 nm. Zur Kalibrierung der Gelfiltrationssdule mit Proteinstandards wurde ein Kalibrierungs-Kit von
Amersham Bioscience (GE Healthcare, Freiburg) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Herstellung und Reinigung von Gal8o

Die Herstellung von KIGal80 erfolgte vom pET-Vektor in E. coli Rosetta (DE3)pLysS. Die Herstellung
des Wildtypproteins von KIGal80 erfolgte mit einem N-terminalen (His)es-tag (NHKIGal80) sowie mit
einem internen (His)s-tag (IHKIGal80). Die interne Histidin-Markierung befindet sich in einer Region,
welche keine Ahnlichkeit zwischen den sonst stark konservierten homologen Gal80 aus S. cerevisiae
und K. lactis aufweist (29). Die KIGal80-Varianten wurden mit einem N-terminalen (His)s-tag
(NHKIGal80-G24V, -W31G, -H99L, -E122G, -D88A) exprimiert. Mit Hilfe des etablierten Protokolls
konnten ausreichende Mengen von KlGal80 fir die proteinchemische Analytik bereitgestellt werden
(71). Hierzu erfolgte die Reinigung von KIGal80 mittels Affinitdtschromatographie und anschlieRender
Gelfiltration. Zur Reinigung wurde den Puffern entweder Citrat bei der Affinitdtschromatographie
oder EDTA bei der praparativen Gelfiltration zugesetzt, da dies zu einer Stabilisierung der dimeren
Form von KIGal80 gegeniber dem Monomer und Tetramer fiihrt (33; 71). Der stabilisierende Effekt
von Citrat bzw. EDTA beruht wahrscheinlich auf einer Abschirmung der hydrophoben Oberflachen
des Proteins gegeniber der wassrigen Umgebung wodurch eine unspezifische hydrophobe Protein-
Protein-Wechselwirkung, die zur Bildung von Oligomeren und Aggregaten fihrt, verhindert wird. Fir
NHKIGal80 bzw. IHKIGal80 konnten 24 mg gereinigtes Protein aus einem Liter Kultur erhalten
werden. Die erhaltene Menge an reinem Protein der mutierten NHKIGal80-Varianten war gegeniiber
dem Wildtypprotein mit 2-10 mg aus einem Liter Kultur deutlich geringer.

Analog zu KIGal80 wurde das homologe Protein aus S. cerevisiae mit einem N-terminalen (His)s-tag
(NHScGal80) exprimiert und gereinigt. ScGal80 besitzt wie KIGal80 die Fahigkeit zur Oligomerisierung
(4; 40). In analytischen Gelfiltrationsexperimenten eluierte das Protein nicht in spezifischen Peaks
sondern Uber einen groRen Bereich von der Saule (40). Daher wurde die Reinigung von NHScGal80
ebenfalls mit Citrat bzw. EDTA im Puffer vorgenommen, um moglicherweise eine oligomere Form zu
stabilisieren. In Abbildung 1 sind die Elutionsprofile der prdparativen Gelfiltration von Gal80 aus
S. cerevisiae und K. lactis dargestellt. KIGal80 eluierte bei 70 ml Volumen als Dimer mit einer
apparenten Molekiilmasse von 107 kDa von der Sdule. Hierbei handelt es sich um eine stabile dimere
Form, welche in analytischen Gelfiltrationsexperimenten und analytischen Ultrazentrifugations-
experimenten eingehend untersucht worden ist (33; 71). ScGal80 eluierte in einem zu KIGal80
vergleichbaren Peak von der Saule (Abbildung 1). Diesem Elutionspeak kann somit die dimere Form
von ScGal80 mit einer Molekiilmasse von 104 kDa zugeordnet werden. Die Analyse der
Elutionsfraktionen mittels SDS-PAGE zeigte, dass es sich bei dieser Fraktion um reines ScGal80
handelte, welches fiir spektroskopische Analysen eingesetzt wurde (Abbildung 2).

Die Ausbeute an NHScGal80 mit 0,4 mg aus einem Liter Kultur war um den Faktor 60 geringer im
Vergleich zu NHKIGal80. Auf eine Quantifizierung des in l6slicher und unléslicher Form hergestellten
NHScGal80 sowie einer Optimierung der Herstellung von I6slichen NHScGal80 wurde verzichtet, da
die bereitgestellte Menge eine hohe Reinheit aufwies und fir die proteinchemische Analytik
ausreichend war.
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Abbildung 1. Elutionsprofile der praparativen Gelfiltration von Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis.

Elutionsprofile der praparativen Gelfiltration von NHScGal80 (—) und NHKIGal80 (- -) in 20 mM Tris, 100 mM NaCl, 60 mM
EDTA, pH 8.2 bei 20°C. Der Peak bei 70 ml Elutionsvolumen entspricht der dimeren Form von Gal80.
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Abbildung 2. Analyse der Elutionsfraktionen der prdparativen Gelfiltration von Gal80 aus S. cerevisiae.

Dargestellt sind die durch SDS-PAGE analysierten Elutionsfraktionen der prédparativen Gelfiltration von NHScGal80
(52,2 kDa). Die Elutionsfraktionen sind nach dem Elutionsvolumen in ml bezeichnet. A. PS: Proteinstandard in kDa,
1:58-63 ml, 2: 64-66 ml, 3: 67 ml, 4: 68 ml, 5: 69 ml, 6: 70 ml, 7: 71 ml. B. PS: Proteinstandard in kDa, 8: 72 ml, 92: 73 m|,
10: 74 ml, 11: 75 ml, 12: 76 ml, 13: 79 ml, 14: 79-84 ml.
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4.2 Charakterisierung der Gal8o-Dinukleotid-Interaktion in vitro

4.2.1 Thermodynamische Untersuchungen der Gal80-Dinukleotid-Interaktion

4.2.1.1 Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis besitzen unterschiedliche Affinitaten fiir Dinukleotide

Fiir die Untersuchung, ob die homologen Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis Dinukleotide binden
kénnen, wurden Messungen mittels Fluoereszenzspektroskopie vorgenommen. Hierzu wurden
Fluoreszenzspektren von Gal80 aufgezeichnet. Tryptophane sind intrinsische Fluorophore, die
selektiv bei 295 nm angeregt werden konnen. Die Intensitit und Lage des anschlieRend
aufgezeichneten Emissionsspektrums ist von der Mikroumgebung des Indolring des Tryptophans,
insbesondere von der Polaritdt des umgebenden Losungsmittels, abhdngig. Wird die Mikroumgebung
des Indolring z.B. durch konformative Uberginge im Protein, Zusammenlagerung von
Untereinheiten, Bindung eines Liganden oder Denaturierung verandert, kann dies einen Einfluss auf
das Emissionsspektrum haben. Hierbei kann eine Zunahme oder Abnahme der Fluoreszenzintensitat
beobachtet werden. Zudem kann eine Verschiebung des Maximums des Emissionsspektrums
aufgrund konformativer Ubergénge im Protein auftreten. Hat zum Beispiel die Liganden-Bindung eine
konformative Anderung des Proteins oder Konformationsinderung des Tryptophans zu Folge, so dass
der Indolring mehr dem Losungsmittel exponiert ist, wird dies durch eine bathochrome
Verschiebung, d.h. eine Verschiebung der Tryptophanfluoreszenz zu héheren Wellenlangen, deutlich.
Eine durch Nukleotid-Bindung induzierte Konformationsanderung des Tryptophans konnte zum
Beispiel fur die ArsA-ATPase aus E. coli gezeigt werden (76). Gal80 besitzt in der Aminosduresequenz
drei konservierte Tryptophanreste in den Positionen 31, 123 und 184 in S. cerevisiae bzw. 31, 123
und 185 in K. lactis. Da sich die Tryptophanreste in der Rossmann-Falte (Tryptophanrest 31 und 123)
und in deren raumlichen Nahe (Tryptophanrest 185 bzw. 184) befinden, kdnnen diese als Reporter
fir die Dinukleotid-Bindung dienen. Auffillig ist, dass alle drei Tryptophanreste in einer Spalte
zwischen der B-Faltblatt-Dimerisierungsdoméane und der Rossmann-Falte von Gal80 lokalisiert sind
(Abbildung 3).

Fir die Bindungsstudien mittels Fluoreszenzspektroskopie wurde eine Dinukleotid-Losung zu Gal80
titriert, die Tryptophanfluoreszenz von 305 bis 380 nm aufgezeichnet und am Maximum der
Tryptophanfluoreszenz  ausgewertet (3.5.2). Fir KIGal80 konnte ein Maximum der
Tryptophanfluoreszenz bei 345 nm beobachtet werden. Dagegen traten im Fluoreszenzspektrum von
ScGal80 zwei Banden bei 335 nm und 347 nm auf (Abbildung 4). Die Bande bei 335 nm kdnnte vom
Tryptophan 123 resultieren, da dieses tiefer in der Spalte und somit starker im hydrophoben Kern
des Proteins lokalisiert ist. Fir KIGal80 wund ScGal80 konnte eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitaten durch Titration mit Dinukleotiden beobachtet werden, wobei eine
Verschiebung des Maximums der Tryptophanfluoreszenz nicht auftrat (Abbildung 4). Zudem hatte
die Position der Histidin-Markierung keinen signifikanten Einfluss auf die KlGal80-Dinukleotid-
Interaktion (Tabelle 1). Interessanterweise zeigte sich, dass die homologen Gal80 Dinukleotide mit
unterschiedlicher Affinitat binden, wobei fiir beide Proteine eine hohere Affinitat fir NADP
gegeniber NAD bestimmt wurde (Tabelle 1). Zur Berechnung der Dissoziationskonstanten der
Dinukleotid-Bindung wurden fir KIGal80 und ScGal80 unterschiedliche Auswerteverfahren
herangezogen (3.5.2).
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Abbildung 3. Lokalisation der Tryptophanreste in Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis.

Gezeigt sind die Oberflaichen der monomeren Kristallstrukturen von Gal80 aus S. cerevisiae (A-B) und K. lactis (C-D). Die

[B-Faltblatt-Dimerisierungsdoméane ist hellblau und die Rossmann-Falte sandfarben dargestellt. Die in der Spalte
lokalisierten Tryptophanreste 31, 123 und 184 bzw. 185 sind rot gekennzeichnet. Der N-terminale Histidin-tag in KIGal80 ist
grau dargestellt. Die Modelle wurden der Brookhaven Proteindatenbank (PDB-Eintrag 3BTU fir ScGal80 und 2NVW fir
KIGal80) entnommen und mit dem Programm PyMol (DelLano) erstellt.

Trp-Fluoreszenz (cps)
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Abbildung 4. Fluoreszenzspektren von Gal8o
aus S. cerevisiae und K. lactis.

Korrigierte Fluoreszenzspektren von NHScGal80 in
Abwesenheit (—) und Anwesenheit von 29 uM NADP
(--) sowie von NHKIGal80 in Abwesenheit (—) und
Anwesenheit von 1,5 mM NADP (--).
Emissionspektren wurden nach Anregung der
Tryptophanfluoreszenz bei 295 nm in 20 mM Tris,
60 mM NaCl, 60mM EDTA, pH8.2 bei 20°C
aufgezeichnet. Die Konzentration an NHKIGal80 bzw.
NHScGal80 betrug 1 uM bzw. 1,5 uM.
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KIGal80 bindet Dinukleotide im millimolaren-Bereich. Hierbei war eine Korrektur der
Tryptophanfluoreszenz vom dynamischen quenching (Fluoreszenzléschung durch Kollision)
notwendig, um den Teil der Tryptophanfluoreszenz zu erhalten, der aus dem statischen quenching
(Fluoreszenezléschung durch Bindung des Quencher) resultierte. Als Quencher handelte es sich um
NAD bzw. NADP. Die dynamische Quenchkonstante wurde durch Titration von
N-Acetyl-Tryptophanamid (NATA) mit dem Quencher ermittelt, wobei sich eine lineare Abhangigkeit
der Signalintensitat von der Konzentration des Quenchers in der Stern-Volmer-Auftragung ergibt
(Abbildung 5.A). Nach Korrektur der Fluoreszenzsignale von NHKIGal80 fir das dynamische
quenching, wurden die korrigierten Fluoreszenzsignale in Abhangigkeit von der Konzentration des
Quenchers aufgetragen und die Dissoziationskonstante berechnet (Abbildung 5.B).

Anders als KIGal80 bindet ScGal80 Dinukleotide im mikromolaren-Bereich, weshalb eine Korrektur
des dynamischen quenching nicht erforderlich war. In der Stern-Volmer-Auftragung trat eine stark
negative Abweichung der Fluoreszenzsignale von der Linearitdt auf (Abbildung 6.A). Dieser
Kurvenverlauf ist fiir das Quenchen einer dem Quencher zuganglichen und nicht-zuganglichen Klasse
von Tryptophanresten im Protein charakteristisch. Mit Hilfe der modifizierten Stern-Volmer-
Auftragung, kann der dem Quencher zugidngliche Anteil an Tryptophanresten bestimmt und
anschlieRend die Dissoziationskonstante der Protein-Liganden-Interaktion berechnet werden
(Abbildung 6.B). Hierbei gilt je kleiner die ermittelte Dissoziationskonstante desto affiner ist die
Gal80-Dinukleotid-Interaktion. Nach der Stern-Volmer-Gleichung ist mindestens ein Tryptophanrest
von NHScGal80 dem Quencher zuginglich (Gleichung 3 unter 3.5.2). Fir NHScGal80 wurde eine
apparente Dissoziationskonstante von 2,5 x 10 mM fir die Bindung von NADP und 15,2 x 10% mm
fir die Bindung von NAD ermittelt. Dagegen ist die NHKIGal80-NADP-Interaktion mit einem Kp-Wert
von 2,1 x 10 mM um den Faktor 120 bzw. die NHKIGal80-NAD-Interaktion mit einem Ky-Wert von
6,1 x 10" mM um den Faktor 250 gegeniiber der NHScGal80-NAD(P)-Interaktion signifikant weniger
affin.  Eine Analyse der Bindungsstiarken fiir die reduzierten Dinukleotide mittels
Fluoreszenzspektroskopie war aufgrund der starken Eigenfluoreszenz von NAD(P)H nur fir
NHScGal80 moglich. Fir die NHScGal80-NADPH-Interaktion wurde ein Kp-Wert von 7,6 x 10° mMm
ermittelt. Die Bindung von NADPH an ScGal80 ist somit um Faktor 3 gegenlber der Bindung von
NADP schwacher.

Tabelle 1. Dissoziationskonstanten der Gal8o-Dinukleotid-Interaktion.

Die Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstante K, der Gal80-Dinukleotid-Interaktion erfolgte wie unter 3.5.2

beschrieben. Nicht untersuchte Interaktionen sind durch (-) gekennzeichnet.

Kp-Wert der Dinukleotid-Bindung (mM)
Gal80-Variante  ---------- il

NAD NADP NADH NADPH
NHScGal80 15,2 x 10° 2,5x10° - 7,6 x 10°
NHKIGalg80 6,1x10" 2,1x10" - .

IHKIGal80 7,5 x 10 2,7 x 10 - -
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Abbildung 5. Tryptophanfluoreszenz von NATA und KIlGal80 in Abhdngigkeit von NADP.

A. Stern-Volmer-Auftragung der Tryptophanfluoreszenz (Fo/F) bei 345 nm von NATA (O), NHKIGal80 vor () und nach
Korrektur fiir das dynamische quenching (<) in Abhangigkeit von der millimolaren NADP-Konzentration. B. Plot der von
dynamischen Quencheffekten korrigierten Fluoreszenzsignale bei 345 nm von NHKIGal80 (#) in Abhangigkeit von der
NADP-Konzentration. Fir die NHKIGal80-NADP-Interaktion wurde ein Kp-Wert von 2,1><10'1mM, wie unter 3.5.2
beschrieben, bestimmt. Fluoreszenzspektren wurden in 20 mM Tris, 60 mM NaCl, 60 mM EDTA, pH 8.2 bei 20°C
aufgenommen. Die Konzentrationen an NATA bzw. NHKIGal80 betrugen 1,5 pM bzw. 1 uM.
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Abbildung 6. Tryptophanfluoreszenz von ScGal80 in Abhdngigkeit von NADP.

A. Stern-Volmer-Auftragung der Tryptophanfluoreszenz (Fy/F) bei 347 nm von NHScGal80 () in Abhangigkeit von der
mikromolaren NADP-Konzentration. B. Modifizierte Stern-Volmer-Auftragung der Tryptophanfluoreszenz (Fo/AF) bei
347 nm von NHScGal80 (M) in Abhangigkeit von der NADP-Konzentration. Die Berechnung des Kp-Wertes der
NHScGal80-NADP-Interaktion von 2,5 x 10° mM erfolgte wie unter 3.5.2 beschrieben. Nach der Stern-Volmer-Gleichung ist
mindestens ein Tryptophanrest von NHScGal80 dem Quencher zuganglich. Fluoreszenzspektren wurden in 20 mM Tris,
60 mM NaCl, 60 mM EDTA, pH 8.2 bei 20°C aufgenommen. Die Konzentration an NHScGal80 betrug 1,5 uM.
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Die Analyse der Bindung der reduzierten Dinukleotide an NHKIGal80 erfolgte mit Hilfe der
isothermalen Titrationskalorimetrie (3.5.5). Hierbei wird die Bindung direkt anhand der
Reaktionswarme gemessen, die bei der Assoziation des Liganden mit seinem Bindungspartner frei
wird. Durch Auswertung der Titrationskurve nach einem Einzentren-Bindungsmodell von NHKIGal80
titriert mit NADP und NAD wurde eine Stdochiometrie der Bindung von 1:1 ermittelt (Tabelle 2,
Abbildung 7.A und C). Dies bedeutet, dass ein Dinukleotidmolekil pro Molekiil NHKIGal80-Monomer
gebunden ist. Fir die NHKIGal80-NADP-Interaktion wurde eine freie Enthalpie von -20,7 kJ mol™ und
ein Kp-Wert von 2,0 x 10" mM ermittelt (Tabelle 2). Unter Annahme einer Stochiometrie von 1:1
konnte fir die NHKIGal80-NADPH-Interaktion eine freie Enthalpie von -16,4 kJ mol™ und ein Ky Wert
von 11,6 x 10" mM bestimmt werden (Abbildung 7.D).

Eine negative freie Enthalpie gibt an, dass die beobachtete Reaktion exergon (spontan) ablauft und je
kleiner der Wert umso bevorzugter lduft die Reaktion ab. Demnach ist die Bindung von NADP um
-4,3 kI mol™ gegeniiber der Bindung von NADPH beginstigt. Die freie Enthalpie und die damit
verbundene Bindungkonstante, aus der die Dissoziationskonstante berechnet werden kann, werden
durch Enthalpie und Entropie bestimmt. Die Enthalpie gibt die Warmetonung des gesamten Systems
an, so dass nicht von Beitragen, welche von der Protein-Ligand-Wechselwirkung und von anderen
Prozessen (z.B. strukturelle und konformative Anderungen) verursacht sind, unterschieden werden
kann. Eine negative Enthalpie gibt an, dass die beobachtete Reaktion exotherm (Freisetzung von
Warme) verlauft und je kleiner der Wert, desto beglinstigter ist die Reaktion. Die Entropie umfasst,
wie die Enthalpie, alle Beitrage des gesamten Systems und gilt als MaR fiir die erreichbaren Zustande
von Molekilen in einem System. Die moglichen Zustiande von Molekilen in einem System werden
durch die Anzahl der Freiheitsgrade (Rotations-, Translations- und Schwingungsfreiheitsgrade)
bestimmt. Vor der Bindung ist der Ligand frei beweglich und flexibel. Als Folge seiner Bindung an das
Protein gehen Rotations- und Translationsfreiheitsgrade verloren, was zu einer Erniedrigung der
Entropie fiihrt und energetisch unginstig fir die Bindung ist (77). Zudem kdnnen Ligand und Protein
unterschiedliche Konformationen im gebundenen Zustand einnehmen, was ebenfalls einen Einfluss
auf die Entropie hat. Unglinstige Entropiebeitrage (negative Werte) kdnnen teilweise durch neue,
niederfrequente und warmeabsorbierende Schwingungen nicht-kovalenter Bindungen im Protein-
Ligand-Komplex kompensiert werden (77). Desweiteren liegen Ligand und Protein vor der Bindung in
einem  solvatisierten  Zustand  vor. Hierbei sind einige  Wassermolekile  lber
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Ligand bzw. Protein verkniipft und andere lose assoziiert. Die
Anzahl an Wasserstoffbriicken, die durch die Protein-Ligand-Wechselwirkung gebrochen bzw. neu
gebildet wird, beeinflusst Enthalpie und Entropie (77).

Flr die NHKIGal80-NAD bzw. -NADP-Interaktion wurde eine enthalpisch dominierte freie Enthalpie
ermittelt (Tabelle 2). Dies bedeutet z.B. fir die NHKIGal80-NADP-Bindung, dass die beobachtete
exergone Reaktion (AG® = -20,7 kJ mol™) aufgrund einer giinstigen Enthalpie von -29,4 kJ mol™, trotz
einer unguinstigen Entropie von -29,7 J mol™ K™, abl3uft. Die Bindung von NADPH an NHKIGal80 lauft
hingegen mit einer glinstigen Enthalpie von -4,6 kI mol® und einer ginstigen Entropie von
40,3 Jmol* K schlechter ab, was ebenfalls durch eine um den Faktor 6 geringere Affinitit der
NADPH-Bindung gegeniber der NADP-Bindung deutlich wird (Tabelle 2). Aufgrund der bereits
geringeren Affinitat fir NAD konnte die Bindung von NADH unter den gewahlten Bedingungen in der
ITC-Messung nicht nachgewiesen werden (Abbildung 7.B).
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Abbildung 7. Isothermale Titrationskalorimetrie von KIGal80 mit Dinukleotiden.
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A. Titration von 150 uM NHKIGal80 mit einer 15 mM NAD-L&sung. B. Titration von 150 pM NHKIGal80 mit einer 15 mM
NADH-L6sung. C. Titration von 150 uM NHKIGal80 mit einer 8 mM NADP-LOsung. D. Titration von 150 pM NHKIGal80 mit
einer 8 MM NADPH-L6sung. Im oberen Bild ist die von unspezifischen Warmeeffekten korrigierte Heizleistung AP fiir jede
Injektion von NAD(P)(H) (1 ul Initialinjektion, 10x2,5pl, 25x 10 ul) in Abhdngigkeit von der Zeit dargestellt. Die
resultierende Reaktionswarme Q der KlGal80-Dinukleotid-Interaktion fir jede Injektion von NAD(P)(H) ist in Abhangigkeit
vom molaren Verhéltnis der Bindungspartner im unteren Bild dargestellt. ITC-Experimente wurden in 20 mM Tris, 60 mM
NaCl, 60 mM EDTA, pH 8.2 bei 20°C durchgefiihrt. Thermodynamische Parameter (Stéchiometrie N, Bindungskonstante Kj,
Enthalpie AHO) wurden durch Auswertung der Titrationskurve nach einem Einzentren-Bindungsmodell (—) ermittelt

(Tabelle 2). Unter Annahme einer Stéchiometrie von 1:1 erfolgte die Auswertung der Titrationskurve von NHKIGal80 mit
NADPH. Die berechneten Ky-Werte, Entropien AS° und freie Enthalpien AGP sind der Tabelle 2 zu entnehmen.
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Zusammenfassend zeigte sich, dass beide Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis nicht nur NADP
gegenliber NAD bevorzugt binden, sondern auch geringere Affinitaiten flr die reduzierten
Dinukleotide gegenliber den oxidierten Dinukleotiden besitzen (Tabelle 1, Tabelle 2).

Tabelle 2. Thermodynamische Parameter der KlGal8o-Dinukleotid-Interaktion.

Bindungskonstante Kj, stochiometrischer Faktor N und Enthalpie AH® wurden durch Auswertung der Titrationskurve nach
einem Einzentren-Bindungsmodell bestimmt. Die Berechnung der apparenten Dissoziationskonstante Kp, Entropie AS® und
freien Enthalpie AG° erfolgte wie unter 3.5.5 beschrieben. ITC-Experimente wurden in 20 mM Tris, 60 mM NaCl, 60 mM
EDTA, pH 8.2 bei 20°C durchgefiihrt. Die Bestimmung der thermodynamischen Parameter der NHKIGal80-NADPH-

Interaktion erfolgte unter Annahme einer Stéchiometrie von 11", (n. b. nicht bestimmbar).

Thermodynamische Parameter der NHKIGal80-Dinukleotid-Interaktion

Dinukleotid B AH’ AS° AG’
Ks (mM™) Kp (mM) N 1 1,1 -1
(kJ mol™) (J mol™ K™) (kJ mol™)
NAD 1,70+0,10 5,9 x 10" 1,07 +0,17 -22,5+3,8 -15,0+ 12,6 -18,1+0,1
NADP 4,88+ 0,39 2,0 x 10" 0,87 £ 0,08 -29,4+3,0 -29,7+9,6 -20,7+0,2
NADH n.b. n.b. n. b. n. b. n. b. n. b.
NADPH 0,86 +0,11 11,6 x 10" 1,00 + 0,00# -4,6 £0,4 40,3+0,3 -16,4+0,3

4.2.1.2 Punktmutationen beeinflussen die Dinukleotid-Bindung von Gal8o

Um die Rolle der Dinukleotid-Bindung zu klaren, wurden gezielt Punktmutationen in der Rossmann-
Falte von KIGal80 eingefiihrt. Diese Punktmutationen sollten die Dinukleotid-Bindung negativ
beeinflussen oder ganz unterbinden. Die Aminosdure-Austausche wurden vor Veroffentlichung der
Kristallstruktur aufgrund von Sequenz- und Strukturvergleichen von KIGal80 mit anderen Dinukleotid-
bindenden Proteinen vorgenommen (63). Hierbei wurde die starkste Sekundarstrukturhomologie fir
KIGal80 mit der Glukose-Fruktose-Oxidoreduktase (GFOR) aus Zymonomas mobilis gefunden. In der
Ko-Kristallstruktur von ZmGFOR mit NADP befindet sich das Tryptophan 42 in unmittelbarer
raumlicher Nahe zum Liganden und scheint an dessen Bindung beteiligt zu sein (78). In KIGal80
befindet sich in entsprechender Position das Tryptophan 31, dass gegen Glycin substituiert wurde.
Das Glycin 24 in KIGal80, das dem zweiten Glycin in der konservierten Pyrophosphat-Bindeschleife
(GXGXXG/A) entspricht, wurde gegen Valin substitutiert. Dieses Glycin ist fiir die Dinukleotid-Bindung
wichtig, da es (iber ein Wassermolekil Wasserstoffbriicken zum Dinukleotid vermittelt (79).
Darliberhinaus wurden drei weitere einzelne Aminosdure-Austausche in der Rossmann-Falte
vorgenommen, die eine starke Konservierung in Dinukleotid-bindenden Proteinen aufweisen (63). So
wurde das Glutamat 122 gegen Glycin, das Histitdin 99 gegen Leucin und das Aspartat 88 gegen
Alanin substitutiert. Da die eingefiihrten Mutationen G24V, D88A, H99L und E122G zwar Einfluss auf
die Fluorszenzintensitat, aber keinen Einfluss auf die Lage des Maximums der Tryptophanfluoreszenz
hatten, konnte eine Konformationsanderung des Tryptophans ausgeschlossen werden und somit die
Dinukleotid-Bindung der KIGal80-Varianten mittels Fluoreszenzspektroskopie analysiert werden
(Anhang A1). Der Ausstausch des Tryptophans 31 fiihrte zu einer verminderten Fluoreszenzintensitat
und zu einem hypsochrom, d.h. zu kiirzeren Wellenldngen, verschobenen Maximum der
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Tryptophanfluoreszenz bei 338 nm, das von mindestens einem von beiden Tryptophanresten in
Position 123 und 185 resultierte (Anhang Al).

In der Stern-Volmer-Auftragung zeigt die Titration von NHKIGal80-W31G mit NAD ein vergleichbares
Quenchverhalten wie NATA (Abbildung 8.A). Dieser Befund deutete darauf hin, dass es sich hierbei
um dynamisches quenching handelt und keine Bindung von NAD an NHKIGal80-W31G detektierbar
ist. Dies deutet daraufhin, dass das Tryptophan 31 als Reporter fiir die Dinukleotid-Bindung dient.
Um zu analysieren, ob das Tryptophan31 an der Dinukleotid-Bindung beteiligt ist, wurden
Experimente mittels Zirkulardichroismus-Spektroskopie und analytischer Ultrazentrifugation
durchgefihrt (4.2.2.1, 4.2.2.3). Hierbei konnte keine NADP-Bindung von NHKIGal80-W31G
beobachtet werden. Demzufolge vermittelt das Tryptophan 31 die Dinukleotid-Bindung. Fir
NHKIGal80-G24V konnte in der Stern-Volmer-Auftragung eine schwache Abweichung im Vergleich
zum quenching von NATA mit NAD beobachtet werden (Abbildung 8.A). Nach Korrektur fur das
dynamische quenching, fur die Quantifizierung der Tryptophanfluoreszenz, welche durch statisches
quenching bedingt ist, konnte jedoch keine NAD-Bindung von NHKIGal80-G24V, vergleichbar mit
NHKIGal80-W31G, bestimmt werden (Abbildung 8.B). Mittels Fluoreszenzspektroskopie konnte
aufgrund der geringen Affinitdit von NHKIGal80-H99L fir NAD nur ein grober Kp-Wert von
40,6 x 10" mM ermittelt werden, was eine 6fach schwichere Bindung gegeniiber dem
Wildtypprotein anzeigt. Flir NHKIGal80-E122G konnte keine Bindung von NAD detektiert werden,
wohin gegen die Substitution des Aspartats 88 keinen signifikanten Einfluss auf die
NHKIGal80-D88A-NAD-Interaktion hatte (Tabelle 3).
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Abbildung 8. Tryptophanfluoreszenz von KlGal80 und der KlGal80-Varianten in Abhdngigkeit von NAD.

A. Stern-Volmer-Auftragung der Tryptophanfluoreszenz  (Fo/F) bei 345nm von NATA(O), NHKIGalg80 (O),
NHKIGal80-G24V (<>) und NHKIGal80-W31G (A) in Abhingigkeit von der millimolaren NAD-Konzentration. B. Plot der von
dynamischen Quencheffekten korrigierten Fluoreszenzsignale bei 345 nm von NHKIGal80 (M), NHKIGal80-G24V (#) und
NHKIGal80-W31G (A) in Abhangigkeit von der millimolaren NAD-Konzentration. Fir die NHKIGal80-NAD-Interaktion wurde
ein Kp-Wert von 6,1 x 10" mM, wie unter 3.5.2 beschrieben, bestimmt. Fluoreszenzspektren wurden in 20 mM Tris, 60 mM
NaCl, 60 mM EDTA, pH 8.2 bei 20°C aufgenommen. Die Konzentrationen an NHKIGal80 bzw. NHKIGal80-G24V betrugen
1 uM, NHKIGal80-W31G 2 uM und NATA 1,5 uM.
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Tabelle 3. Dissoziationskonstanten der NAD-Bindung der KlGal80-Varianten.

Die Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstante Ky der KlGal80-Dinukleotid-Interaktion erfolgte wie unter 3.5.2
beschrieben. Fir NHKIGal80-H99L konnte nur ein grober Kp-Wert, aufgrund der geringen Affinitdt fir NAD, ermittelt
werden. (n. b. nicht bestimmbar).

KIGal80-Variante Kp-Wert der NAD-Bindung (mM)
NHKIGalsO 61x10°
NHKIGal80-G24V n. b.
NHKIGal80-W31G n. b.
NHKIGal80-E122G n. b.
NHKIGal80-H99L 40,6 x 10"
NHKIGal80-D88A 7,5 x 10™

Alle Aminosdure-Austausche, welche die Dinukleotid-Bindung negativ beeinflussen sind in der Spalte
zwischen der [-Faltblatt-Dimerisierungsdomane und der Rossmann-Falte in KIGal80 lokalisiert
(Abbildung 9.B). Der Aspartat-Austausch, welcher die Dinukleotid-Bindung nicht beeintrachtigt,
befindet sich zwar in der Rossmann-Falte, ist aber nicht in der Spalte lokalisiert (Abbildung 9.B).
Demnach ist es wahrscheinlich, dass die Bindung des Dinukleotids in der Spalte von KlGal80 erfolgt.
Flr Gal80 aus S. cerevisiae konnte die Bindung von NAD in der Spalte durch Ko-Kristallisation gezeigt
werden (Abbildung 16). Zwischen beiden Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis sind die in der
Rossmann-Falte von KIGal80 mutierten Aminosaduren konserviert (Abbildung 9.A). Demnach ist es
wahrscheinlich, dass ein Austausch der entsprechenden Aminosduren in ScGal80 ebenfalls die
Dinukleotid-Bindung beeintrachtigen bzw. unterbinden kann.

Abbildung 9. Lokalisation der Mutationen in Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis.

Dargestellt ist die Kristallstruktur des (A) ScGal80 - und (B) KIGal80 -Monomers. Die [3-Faltblatt-Dimerisierungsdomaéne ist
hellblau und die Rossmann-Falte sandfarben dargestellt. Die in der Spalte lokalisierten Mutationen in KIGal80 sowie die
homologen Aminosdurereste in ScGal80 sind rot gekennzeichnet und nach der Position in der Aminosauresequenz
nummeriert. Die Modelle wurden der Brookhaven Proteindatenbank (PDB-Eintrag 3BTU fiir ScGal80 und 2NVW fur KIGal80)
entnommen und mit dem Programm PyMol (DelLano) erstellt.
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4.2.2 Strukturelle Untersuchungen der KlGal80-Dinukleotid-Interaktion

4.2.2.1 Konformationsanderung von NADP durch Interaktion mit KlGal80

In den vorangegangen Abschnitten wurde die Untersuchung der Gal80-Dinukleotid-Interaktion zur
Bestimmung von Dissoziationskonstanten mit Hilfe von Fluoreszenzspektroskopie und isothermaler
Titrationskalorimetrie beschrieben. Um strukturelle Anderungen in KIGal80 durch die Dinukleotid-
Bindung nachzuweisen, wurden Messungen mit Hilfe der Zirkulardichroismus (CD)-Spektroskopie
vorgenommen. Die CD-Spektroskopie beruht auf der unterschiedlichen Absorption von links und
rechts zirkular polarisiertem Licht durch chirale (optisch aktive) Strukturen. Da es sich bei
Dinukleotiden um chirale Molekile handelt, wurde die Dinukleotid-Bindung von NHKIGal80 durch
Aufnahme von CD-Spektren im Nah-UV-Vis Bereich von 290 bis 500 nm untersucht. Proteine
enthalten ebenfalls chirale Strukturen. So treten im Nah-UV Bereich (250-300 nm) CD-Signale der
aromatischen Aminosauren auf. Disulfidbriicken absorbieren sehr schwach bei 250 nm. Erfolgt keine
Absorption von zirkular polarisiertem Licht, so tritt kein Zirkulardichroismus auf.

Fiir nicht-gebundenes NADP wurde eine positive Elliptizitdt im Bereich von 290 bis 370 nm in Puffer
aufgezeichnet. In Gegenwart von NHKIGal80 konnte hingegen eine positive Elliptizitdt im Bereich von
300 bis 410 nm beobachtet werden (Abbildung 10.A). Hierbei Gberlagerten sich die aufgezeichneten
CD-Spektren in einem Punkt bei 335 nm. In Abbildung 10.B sind die korrigierten molaren
CD-Spektren der Titration von NHKIGal80 mit NADP dargestellt, die sich ebenfalls bei 335 nm in
einem sogenannten isodichroischen Punkt schneiden. Ein isodichroischer Punkt beschreibt die
Wellenlange bei der der Zirkulardichroismus der nebeneinander vorliegenden und ineinander
umwandelbaren Spezies eines optisch aktiven Molekiils gleich ist. Demzufolge nimmt das
NADP-Molekil durch bzw. fiir die Interaktion mit KIGal80 eine andere Konformation ein und weist
einem zum nicht-gebundenen NADP-Molekiil veranderten Zirkulardichroismus auf.

Fiir NHKIGal80-W31G, fiir das keine Dinukleotid-Bindung mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie
nachgewiesen konnte, zeigte die Titration mit NADP keinen Zirkulardichroismus (Abbildung 10.C). Die
Titration von NHKIGal80-G24V und -E122G mit NADP, fir welche keine Dinukleotid-Bindung
nachgewiesen werden konnte, zeigten ebenfalls keinen Zirkulardichroismus (Daten hier nicht
gezeigt). Somit kann durch die CD-spektroskopische Analyse eine Dinukleotid-Bindung von
NHKIGal80-W31G ausgeschlossen werden, was ebenfalls durch analytische
Ultrazentrifugationsexperimente bestatigt werden konnte (4.2.2.3). NHKIGal80-H99L bindet
Dinukleotide mit geringerer Affinitat als NHKIGal80 (Tabelle 3). Entsprechend zeigte die Titration von
NHKIGal80-H99L mit NADP einen schwacheren Zirkulardichroismus im Vergleich zum Wildtypprotein
(Abbildung 10.D). Dagegen zeigte die Titration der nicht in der Dinukleotid-Bindung beeintrachtigten
Variante NHKIGal80-D88A mit NADP einen mit dem Wildtypprotein vergleichbaren
Zirkulardichroismus (Daten hier nicht gezeigt).
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Abbildung 10. Nah-UV-Vis CD-Spektren von KlGal8o0 titriert mit NADP.

A. Elliptizitaten von Puffer (—), 1,0 mM NADP in Puffer (- -), NHKIGal80 in Abwesenheit (—) und Anwesenheit von 1,0 mM
NADP (--). B.Korrigierte molare Elliptizitdt von NHKIGal80 titriert mit NADP. C. Korrigierte molare Elliptizititen von
NHKIGal80-W31G titriert mit NADP. D. Korrigierte molare Elliptizitdten von NHKIGal80-H99L titriert mit NADP. Nah-UV-Vis
CD-Spektren im Bereich von 290 bis 500 nm wurden in Abwesenheit (—), mit zunehmender Konzentration (0,2, 0,5 und
1,0 mM) (--) und in Gegenwart von 1.4 mM NADP (—) in 20 mM Tris, 60 mM NaCl, 60 mM EDTA, pH 8.2 bei 20°C
aufgezeichnet. Die Konzentration an NHKIGal80, NHKIGal80-W31G und NHKIGal80-H99L betrug 120 uM. (—) isodichroische

Punkt bei 335 nm.

4.2.2.2 Dinukleotid-Bindung hat keinen Einfluss auf die Sekundarstruktur von KlGal80

Im Fern-UV Bereich (170-250 nm), der sogenannten Amid-Region, absorbieren Peptid-Bindungen von
Peptiden und Proteinen zirkular polarisiertes Licht. Fern-UV CD-Spektren enthalten Informationen
Uber die Peptid-Bindungen und Sekundarstruktur-Elemente von Proteinen. Da mit Hilfe von Fern-UV
CD-Spektren Anderungen in der Sekundarstruktur im Verlauf von strukturellen Ubergingen

(z.B. Proteinfaltung, Konformationsanderungen bei Bindung von Substrat oder Ligand) verfolgt
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werden konnen, wurden CD-Spektren im Bereich von 190 bis 250 nm von NHKIGal80 in Abwesenheit
und Anwesenheit von NADP aufgenommen.

Aufgrund der starken Absorption von EDTA wurden die Fern-UV CD-Spektren in Abwesenheit von
EDTA aufgenommen. Da EDTA die dimere Form von KlGal80 stabilisiert, musste ausgeschlossen
werden, dass das Entfernen von EDTA aus dem Puffer keinen negativen Einfluss auf die
Oligomerisierung von KIGal80 hat. Hierzu wurden Experimente mittels analytischer Gelfiltration
durchgefiihrt. Es handelt sich um eine chromatographische Trennmethode bei der die Trennung von
Molekiilen nach der GroRe in einer porésen Gelmatrix erfolgt. Durch eine Kalibrierung der Gelmatrix
mit Eichproteinen kann anhand der Retensionszeit der zu analysierenden Proteine oder Komplexe
auf deren GrofRe geschlossen werden. Mit Hilfe der analytischen Gelfiltration konnte nach dem
Entfernen von EDTA aus der Losung von NHKIGal80 ein Peak detektiert werden, welcher der dimeren
Form mit einer apparenten Molekilmasse von 107 kDa zugeordnet werden konnte (Abbildung 11).
Durch analytische Ultrazentrifugationsexperimente konnte ebenfalls gezeigt werden, dass NHKIGal80
nach dem Entfernen von EDTA als Dimer vorliegt (Daten hier nicht gezeigt, personliche Mitteilung
Dr. Hauke Lilie).

014 |
r Abbildung 11. Analytische Gelfiltration von KlGal8o.

012 f Elutionsprofile  der analytischen  Gelfiltration  von
NHKIGal80 in 20 mM Tris, 100 mM NaCl, pH 8.2 ohne (--)
bzw. mit 60 mM EDTA (—) bei 20°C. Die eingesetzte

Proteinkonzentration betrug 7 uM. Der Peak im
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tetrameres (4) NHKIGal80 in 20 mM Tris, 100 mM NaCl,
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Das Fern-UV CD-Spektrum von NHKIGal80 wird von a-helikalen Anteilen im Protein dominiert
(Abbildung 12). Hierbei traten bei 208 und 222 nm die charakteristischen negativen Extrema fir
a-helikale Strukturen auf (80). Die dritte fir o-helikale Strukturen charakteristische Bande bei
190 nm kann nicht eindeutig zugeordnet werden, da das Spektrum im Bereich von 190 bis 196 nm
ein schlechtes Signal/Rauschverhaltnis aufweist und an der oberen Grenze der Detektion lag. Die
Fern-UV CD-Spektren von NHKIGal80 in Abwesenheit und Anwesenheit von NADP Uberlagerten sich
(Abbildung 12). Somit konnte keine Anderung der Sekundarstruktur im Bereich von 190 bis 250 nm
von NHKIGal80 durch die Bindung von NADP beobachtet werden. Fiir IHKIGal80 konnte ebenfalls
keine Anderung der Sekundarstruktur als Folge der Dinukleotid-Bindung im Fern-UV Bereich
aufgezeichnet werden (Daten hier nicht gezeigt). Dennoch kann anhand der Fern-UV CD-Spektren
eine konformative Anderung der Struktur durch die Dinukleotid-Bindung nicht ausgeschlossen
werden, da mit dieser Methode nicht die Sekundarstruktur im Wellenlangenbereich unterhalb von
190 nm detektiert werden kann. Durch Messung des Zirkulardichroismus mit Hilfe von
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Synchrotonstrahlung (SRCD) kénnen Spektren mit einem besseren Signal/Rauschverhaltnisses im
Fern-UV und darlberhinaus im Vakuum-UV (<190 nm) Bereich aufgenommen werden (81). Mittels
SRCD ist es méglich kleine Anderungen der Sekundirstruktur sowie Anderungen der Tertidrstruktur
im Vakuum-UV Bereich zu detektieren (82-84).
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Durch Aufnahme von Fern-UV CD-Spektren konnte weiterhin beobachtet werden, dass die Position
der Histidin-Markierung einen Einfluss auf die Intensitat der Elliptizitat hat (Abbildung 13.A). Da aber
Spektrenform und Lage der lokalen Extrema nicht verandert sind, kann ausgeschlossen werden, dass
die Gesamtsekundarstruktur des Proteins in Abhangigkeit von der Position der Histidin-Markierung
beeintrachtigt ist. Die in der IHKIGal80-Variante verringerte Intensitat der Elliptizitat im Vergleich zu
NHKIGal80 resultiert wahrscheinlich aus einem veranderten o-helikalen Anteil im Protein. Die
Einfllhrung von Aminosdure-Austauschen in der Rossmann-Falte zeigte ebenfalls einen Einfluss auf
die Intensitat der Elliptizitat, aber nicht auf die Gesamtsekundarstruktur (Abbildung 13.B).
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Abbildung 13. Fern-UV CD-Spektren der KlGal8o-Varianten.

A. Molare Elliptizitat von N-terminal (O) und intern (O) Histidin-markiertem KIGal80. B. Molare Elliptizitdt von NHKIGal80
und der Varianten NHKIGal80-D88A (O), -G24V (O), -H99L (O), -W31G (O). Fern-UV CD-Spektren im Bereich von 190 bis
250 nm wurden in 20 mM Tris, 60 mM NaCl, pH 8.2 bei 20°C aufgezeichnet. Die Konzentration an KIGal80 betrug 50 uM.
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4.2.2.3 Punktmutation in KIGal80 hat keinen Einfluss auf die Dimerisierung

Im vorangegangen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Dinukleotid-Bindung keinen Einfluss auf die
Sekundarstruktur von KlGal80 hat. Desweiteren konnte kein signifikanter Einfluss der Aminosaure-
Austausche in KIGal80 auf die Gesamtsekundarstruktur festgestellt werden. KIGal80 besitzt wie
ScGal80 die Fahigkeit zur Oligomerisierung (4; 33; 40). Aus der Literatur sind Beispiele bekannt, dass
der Grad der Oligomerisierung von Proteinen durch die Bindung von Nukleotiden beeinflusst werden
kann (85; 86). Fir ScGal80 wurde gezeigt, dass die Dimerisierung die ScGal4-ScGal80-Interaktion
sowie die Bindung von ScGal4 an die DNA in einem (ScGal4),-(ScGal80),-DNA-Komplex stabilisiert (4).
Tetramerisierung ist moglicherweise Voraussetzung fiir eine starkere Repression von GAL-Genen mit
mindestens zwei Gal4-Bindestellen im Promotor. Jedoch sind die Kontaktstellen der Dimer-Dimer-
Interaktion unbekannt. Untersuchungen mit Hilfe der analytischen Gelfiltration zeigten, dass das
KIGal80-Dimer gegeniiber der monomeren und tetrameren Form durch Citrat und EDTA stabilisiert
wird (33). Derzeit gibt es keine Hinweise, dass eine tetramere Form von KlGal80 in der Zelle
vorliegt (71).

Mit Hilfe der analytischen Ultrazentrifugation wurde in Zusammenarbeit mit PD Dr. Hauke Lilie
(Institut fir Biochemie und Biotechnologie, Halle (Saale)) untersucht, ob die Dinukleotid-Bindung
Einfluss auf den den Grad der Oligomerisierung hat und zu einer Tetramerisierung von KIGal80 fihrt.
Bei dieser Methode wird das Sedimentationsverhalten von Partikeln aufgrund eines
Gravitationsfeldes untersucht. Hierbei konnen Molekilmassen in einem Sedimentations-
gleichgewichts-Experiment und  Sedimentationskoeffizienten in  einem  Sedimentations-
geschwindigkeits-Experiment bestimmt werden. Beim Sedimentationsgeschwindigkeits-Experiment
werden Sedimentationsgeschwindigkeiten von Partikeln in einem starken Zentrifugalfeld untersucht,
woraus Sedimentationskoeffizienten ermittelt werden kénnen. Eine Sedimentationskoeffizienten-
Verteilung gibt Auskunft tGber die Anzahl der Partikel, Homogenitat und auftretende Aggregate in
einer Probe. Da die Sedimentationskonstante eines Partikels u.a. von dessen Molekulargewicht
abhangig ist, kann anhand der Sedimentationsgeschwindigkeit die Molekilmassenverteilung in einer
Probe ermittelt werden. Dagegen kann in einem Sedimentationsgleichgewichts-Experiment die
genaue Molekilmasse von Partikeln ermittelt werden. Die Bestimmung der Molekiilmassen erfolgt,
nachdem sich in einem schwachen Zentrifugalfeld ein thermodynamisches Gleichgewicht zwischen
Rickdiffusion vom Zellboden und Sedimentation zum Zellboden eingestellt hat.

In  Sedimentationsgleichgewichts-Experimenten konnte fir NHKIGal80 in Anwesenheit und
Abwesenheit von 0,6 mM NADP kein hoherer Assoziationsstand als die dimere Form detektiert
werden. Die ermittelte apparente Molekiilmasse von 107 + 3,5 kDa entsprach der theoretischen
Molekiilmasse fiir das NHKIGal80-Dimer von 107 kDa. Der anhand der Anderung der Amplitude in
einem Sedimentationsgleichgewichts-Experiment ermittelte Kp-Wert der NHKIGal80-NADP-
Interaktion von 1,7 x 10" mM korrelierte mit den bereits durch Fluoreszenzspektroskopie und
ITC-Messungen ermittelten Dissoziationskonstanten (Tabelle 1). Fiir NHKIGal80-W31G konnte in
einem gleichen Experiment keine Dinukleotid-Bindung nachgewiesen werden (Abbildung 14).
Desweiteren hat der Aminosaure-Austausch in der Rossmann-Falte keinen Einfluss auf die Fahigkeit
zur Dimerisierung (personliche Mitteilung PD Dr. Hauke Lilie).
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Abbildung 14. Analytische Ultrazentrifugation von
KIGal80o und KIGal80-W31G titriert mit NADP.
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4.2.3 Kinetische Untersuchungen der Gal80-Dinukleotid-Interaktion

4.2.3.1 Dinukleotid-Bindung induziert Konformationsanderung in KlIGal80

Durch CD-spektroskopische Analysen konnte kein Einfluss der Dinukleotid-Bindung auf die KIGal80
Sekundérstruktur gezeigt werden. Dariiberhinaus sind aber kleinere konformative Uberginge im
Protein, die mit dieser Methode nicht detektiert werden kdénnen, nicht ausgeschlossen. Ein Ligand
der an ein Protein bindet induziert haufig eine Konformationsanderung des Proteins, die die
Bindungsstelle optimiert (induced-fit) (87). Solch ein induced-fit kann z.B. durch kinetische Analysen
nachgewiesen werden. Bilden Protein (P) und Ligand (L) in einem einzigen Schritt einen Protein-
Liganden-Komplex (PL), kann dies durch eine einfache reversible Reaktion zweiter Ordnung
beschrieben werden (Gleichung 8). Bilden Protein und Ligand in einem ersten Schritt einen
intermedidaren Komplex (P-L) und im zweiten Schritt den stabilen Protein-Liganden-Komplex (PL),
kann dies durch Gleichung 9 beschrieben werden. Ist bei solch einer biphasischen Kinetik die zweite
Phase von der Ligandenkonzentration unabhangig, kann diese Phase dem induced-fit zugeordnet

werden.
kl
Gleichung 8: P+L+ PL
-1
kl kZ
Gleichung 9: P+LT<—_> P-L< PL
-1 2

Die Analyse der Kinetik der KIGal80-Dinukleotid-Interaktion erfolgte durch stopped-flow-
Fluoreszenzspektroskopie in Zusammenarbeit mit PD Dr. Ralph P. Golbik (Institut fiir Biochemie und
Biotechnologie, Halle (Saale)). Aufgrund der starken Absorption von EDTA wurde fir die Aufnahme
der stopped-flow-Kinetiken das EDTA aus dem Puffer entfernt. Einen negativen Einfluss auf den
Dimerstatus von KIGal80 konnte durch Untersuchungen mit Hilfe der analytischen Gelfiltration und
analytischen Ultrazentrifugation, wie unter 4.2.2.2 beschrieben, ausgeschlossen werden.
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Die Tryptophanfluoreszenz wurde bei 295 nm angeregt und nach Mischen von Protein- und
Dinukleotid-Loésung bei 340 nm detektiert (Abbildung 15.A). Fir NAD und NADP wurde ein
biphasischer Verlauf der stopped-flow-Kinetik mit einer sehr schnellen ersten Phase (k;=10s™ fiir
NAD und k;=7 s™ fur NADP) und einer zweiten langsamen Phase (k,=0,15 s fiir NAD und k,=0,1 s fir
NADP) aufgezeichnet. Beide Phasen sind von der Dinukleotidkonzentration unabhangig
(Abbildung 15.B). Die schnelle Phase ist nur dann von der Dinukleotidkonzentration unabhangig,
wenn k;>>k_; gilt. Die zweite langsame Phase kann als Konformationsdanderung des Proteins (induced-
fit), z.B. durch Bewegung einer a-Helix einschlielRlich der Pyrophosphat-Bindeschleife, interpretiert
werden. Beim Vergleich der Kristallstrukturen des zu KIGal80 homologen Gal80 aus S. cerevisiae mit
und ohne NAD kann solch eine Anderung der Tertidrstruktur durch die Dinukleotid-Bindung gezeigt
werden (Abbildung 16). Durch Auswertung der Endwerte der stopped-flow-Kinetiken konnten eine
Dissoziationskonstante fiir die NAD-Bindung mit 7,4 x 10" mM und fiir die NADP-Bindung mit
2,6 x 10" mM bestimmt werden, welche mit den bereits ermittelten Ky-Werten gut Gbereinstimmen
(Anhang A2).
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Abbildung 15. Stopped-flow-Kinetik der NADP-Bindung von KlGal8o.

A. Stopped-flow-Kinetik von NHKIGal80 mit NADP. Die Tryptophanfluoreszenz wurde bei 340 nm, nach Anregung bei
295 nm direkt nach dem Mischen von NHKIGal80 mit sechs verschiedenen NADP-Konzentrationen im Verhdltnis 1+1
gemessen. Die Daten wurden nach einer doppelt-exponentiellen Funktion 1. Ordnung ausgewertet. B. Abhangigkeit der
Geschwindigkeitskonstanten von der NADP-Konzentration. Fir beide Phasen wurde je eine von der
Dinukleotidkonzentration unabhdngige Geschwindigkeitskonstante, k,=7 s fur die schnelle Phase (O) und k,=0,1 s fir die
langsame Phase (<), ermittelt. Stopped-flow-Kinetiken wurden in 20 mM Tris, 60 mM NaCl, pH 8.2 bei 20°C aufgenommen.
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Pyrophosphat-
~ Bindeschleife

Abbildung 16. Méglicher Induced-fit der NAD-Bindung von Gal80 aus S. cerevisiae.

Alignment der Kristallstrukturen der ScGal80-Monomere ohne NAD (sandfarben, Trp31 und Gly24 sind grin
hervorgehoben) und mit ko-kristallisiertem NAD (hellblau, Trp 31 und Gly 24 sind dunkelblau hervorgehoben). ScGal80
nimmt eine durch den Liganden induzierte optimierte Konformation (induced-fit) ein. NAD (rot) und das in die Dinukleotid-
Bindung involvierte Tryptophan 31 und Glycin 24 sind als sticks dargestellt. Die Modelle wurden der Brookhaven
Proteindatenbank (PDB-Eintrag 3BTU und 3BTS) entnommen und mit dem Programm PyMol (DelLano) erstellt.

4.2.4 Einfluss des Liganden auf die Gal4/Gal1-Gal8o-Interaktion

4.2.4.1 Unterschiedlicher Einfluss von AD-22 auf die Gal80-NAD(P)-Interaktion

Aus vorangegangen Arbeiten sind Mutationen in Gal80 aus S. cerevisiae bekannt, die die Interaktion
mit Gal4 beeintrachtigen (32; 88). Betrachtet man die Lokalisation der zu ScGal80 homologen
Mutationen in KIGal80, so sind diese in der Spalte sowie in deren Nahe lokalisiert. Daher wurde
vorgeschlagen, dass die Transaktivierungsdomane (TAD) von Gal4 in der Spalte von KIGal80
gebunden wird (89). Da die Dinukleotid-Bindung ebenfalls in der Spalte in Gal80 erfolgt, sollte
untersucht werden, ob sich Dinukleotid-Bindung und die Bindung der Gal4-TAD gegenseitig
beeinflussen. Hierflir wurde die Dinukleotid-Bindung von Gal80 in Anwesenheit eines KIGal4-Peptids
(AD-22) mittels Fluoreszenzspektroskopie untersucht (3.5.2). Bei diesem KlGal4-Peptid handelt es
sich um ein synthetisches Peptid mit der Sequenz der 22 C-terminalen Aminosauren (AA 844-865) der
TAD von Gal4 aus K. lactis (3.1.4). Die Sequenz des synthetischen Peptids enthélt einen Bereich, der
zwischen den homologen Gal4 aus K. lactis und S. cerevisiae hoch konserviert ist und von beiden
Gal80 gebunden wird (Abbildung 17) (23-26).

Fiir NHKIGal80 wurde in Gegenwart von AD-22 eine schwachere Bindung von NAD um den Faktor 2,5
und von NADP um den Faktor 4,5 ermittelt (Tabelle 4). Die Bindung von AD-22 hat ebenfalls einen
negativen Einfluss (Faktor 3,9) auf die NHScGal80-NADP-Interaktion (Tabelle 4). Dagegen ist die
Interaktion von NHScGal80 mit NAD durch die Bindung von AD-22 nicht beeintrachtigt. Vielmehr
scheint diese Interaktion in Gegenwart des KlGal4-Peptids verbessert zu sein (Tabelle 4). Hierbei
handelt es sich zwar um einen schwachen, aber um einen in mehreren unabhangigen Experimenten
reproduzierbaren Effekt.
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Durch Ko-Kristallisation konnte inzwischen gezeigt werden, dass das Gal4-Peptid in der Spalte von
Gal80 gebunden wird (90; 91). Zudem konnte NAD und ein ScGal4-Peptid, welches aber viel kleiner
war und nicht die fiir die Gal80-Bindung kritischen Aminosauren enthielt, mit ScGal80 ko-kristallisiert
werden (Abbildung 17, Abbildung 26.A) (90). Eine Ko-Kristallisation in Gegenwart von NADP war nach
Angaben von Kumar et al. (2008) nicht moglich. Desweiteren ist durch Pulldown-Experimente gezeigt
worden, dass die reduzierten Dinukleotide denselben Einfluss auf die Interaktion von ScGal80 mit der
ScGal4-TAD wie die oxidierten Dinukleotide haben (90).

Tabelle 4. Dissoziationskonstanten der Gal8o-Dinukleotid-Interaktion in Anwesenheit von AD-22.

Die Bestimmung der apparenten Dissoziationskonstante K, der Gal80-Dinukleotid-Interaktion in Anwesenheit von AD-22
erfolgte wie unter 3.5.2 beschrieben. In Klammern ist die Anderung der Kp-Werte im Vergleich zur NAD(P)-Bindung in
Abwesenheit von AD-22 angegeben. Griin bedeutet Zunahme und rot Abnahme der Affinitat fir die Bindung von NAD(P).

Kp-Wert der Dinukleotid-Bindung (mM)

Dinukleotid =~ ----------oo e
ScGal80 und AD-22 KIGal80 und AD-22
NAD 11,0 x 10 (0,7) 15,0 x 10°(-2,5)
NADP 9,7 x 107 (-3,9) 9,5 x 107 (-4,5)
ScGald (755-881) PLSPGWTDQTAYNAFGITTGMENTTTMDD DDEDTPPNPKKE
KIGal4 (828-865) PTTSGWPDTNNF-LNPSTQQLFNTTTMDDVYNYIFDNDE
* **x * * kA khkkhkKhkhkKhkhkKhkhkKkk*x (%

Abbildung 17. Partielles alignment der C-terminalen Aminosduren von Gal4 aus S. cerevisiae und K. lactis.

Partielles Alignment der Transaktivierungs- und Gal80-Interaktionsdoméane von Gal4 aus S. cerevisiae und K. lactis. Schwarz
unterlegt ist die flr die Bindung von ScGal80 kritische Aminosauresequenz (15). Fett hervorgehoben ist die Sequenz des in
dieser Arbeit verwendeten synthetischen KlGal4-Peptids (AD-22). Die Sequenz des von Kumar et al. (2008) verwendeten
ScGal4-Peptids (grin) und von Thoden et al. (2008) verwendeten KIGal4-Peptids (rot) sind durch Unterstreichung kenntlich
gemacht (90; 91). Identische Aminosauren sind durch Markierung (%) gekennzeichnet. Das alignment wurde mit Hilfe des
ExPASy SIM - alignment tool for protein sequences (http://www.expasy.ch/tools/sim-prot.html) erstellt.

4.2.4.2 Dinukleotid-Bindung beeintrachtigt die KIGal80-AD-22-Interaktion

Es konnte gezeigt werden, dass AD-22 die NAD(P)-Bindung von KIGal80 beeintrachtigt. Um zu zeigen,
dass auch NAD(P) die Bindung von AD-22 an KlGal80 beeintrachtig, wurden Galaktokinase-
Inhibierungsexperimente durchgefiihrt. Es handelt sich um einen in unserem Labor etablierten
gekoppelten enzymatischen Test, bei dem die Galaktokinase-Aktivitdt von KlGall photometrisch
detektiert wird (3.4.3) (33). Die Bindung zwischen KIGall und KIGal80 fihrt zur Inhibierung der
Galaktokinase-Aktivitat von KlGall. Die Aufhebung der KIGal80 vermittelten Inhibierung von KlGall
erfolgt durch Zugabe von AD-22. Die Galaktokinase-Inhibierungsexperimente wurden in An- und
Abwesenheit von NADP durchgefiihrt. Somit konnte der Einfluss des Dinukleotids auf die Interaktion
von KIGal80 mit KIGall und AD-22 untersucht werden.

Im Einschritt-Inhibierungsexperiment zeigte NADP keinen negativen Einfluss auf die KIGall-Aktivitat
sowie auf die von KIGal80 vermittelte Inhibierung von KIiGall. Im Messansatz ohne NADP konnte die
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von KIGal80-vermittelte Inhibierung von KIGall durch AD-22 teilweise aufgehoben werden
(Tabelle 5). Dagegen war in Anwesenheit von NADP die Aufhebung der Inhibierung durch AD-22
schwacher. Fiir NHKIGal80-H99L konnte ebenfalls eine schwachere Aufhebung der Inhibierung durch
AD-22 in Anwesenheit von NADP bestimmt werden. Fir NHKIGal80-G24V und NHKIGal80-W31G
konnte kein Einfluss von NADP auf die Aufhebung der Inhibierung durch AD-22 detektiert werden.

Im Einschritt-Inhibierungsexperiment konnte beobachtet werden, dass die Inhibierung von KiGall
durch die NHKIGal80-Varianten im Vergleich zum Wildtypprotein etwas schwacher ist (Tabelle 5).
Diese schwachere Inhibierung von KlGall durch die NHKIGal80-Varianten ist schon zuvor in unserem
Labor detektiert worden (63).

Tabelle 5. Einfluss von NADP und AD-22 auf die KIGal8o-vermittelte Inhibierung von KlGali1.

Dargestellt ist die KIGall-Aktivitdt im Einschritt-Inhibierungsexperiment. Die angegebenen Aktivitdten (%) beziehen sich auf
Proben ohne jegliche Zusitze. Die relative Anderung der Aktivitat (%) durch NADP bezogen auf die Messung ohne NADP ist
in Klammern angegebenen. Fir NHKIGal80 wurden vier Messungen, flir NHKIGal80-H99L und -W31G zwei Messungen
gemittelt. Fir NHKIGal80-G24V lag nur eine Messung vor.

relative Galaktokinase (KIGal1)-Aktivitat (%)

KIGal80-Variante - KIGal80 KIGal80 und AD-22
~ -NADP  +NADP  -NADP +NADP  -NADP +NADP
NHKIGal80 100,0 95,4+2,7 46,0+2,4 439+1,7 82,0+£7,0 68,2+5,7
(4,5+2,7) (4,5+3,1) (16,8 + 3,3)
NHKIGal80-H99L 1000 99,3+0,7  62,1+09  565+37 90,7406  82,3%03
(0,7£0,6) (9,0 £ 4,6) (9,3+£0,3)
NHKIGal80-W31G 1000 98,7+0,2  632+73  613+54  767+30  757+39
(1,3+0,2) (2,8+2,7) (1,3+1,2)
NHKIGal80-G24V 1000 975 775 765 942 92,0
(2,4) (1,3) (2,3)

Im Einschritt-Inhibierungsexperiment war im Messansatz NADH fiir den gekoppelten Enzymtest
enthalten. Um Interferenzen zwischen NAD(H) und NADP im Einschritt-Inhibierungsexperiment
auszuschlieRen wurde ein Zweischritt-Inhibierungsexperiment durchgefiihrt (siehe 3.4.3.3). Hierbei
konnten die im Einschritt-Inhibierungsexperiment erhaltenen Ergebnisse bestatigt werden. Es konnte
kein Einfluss von NADP auf die Galaktokinase-Aktivitdt von KlGall detektiert werden (Abbildung 18).
Die Inhibierung von KlGall durch NHKIGal80 und NHKIGal80-W31G war nicht durch NADP
beeintrachtigt. Fir NHKIGal80 konnte eine schwéachere Aufhebung der Inhibierung von KiGall durch
AD-22 in Anwesenheit von NADP beobachtet werden. Fiir NHKIGal80-W31G war erneut kein Einfluss
von NADP auf die Aufhebung der Inhibierung von KlGall durch AD-22 zu beobachten.

Die in den Galaktokinase-Inhibierungsexperimenten ermittelten Daten, zeigten einen negativen
Einfluss von NADP auf die Interaktion von AD-22 und KIGal80. Dagegen hatte NADP keinen Einfluss
auf die Interaktion der KIGal80-Varianten, die nicht mehr Dinukleotide binden kdnnen, mit AD-22.
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Abbildung 18. Einfluss von NADP auf die Interaktion von KlGal80o mit AD-22.

Dargestellt ist die KIGal1l-Aktivitat im Zweischritt-Inhibierungsexperiment fiir (A) NHKIGal80 und (B) NHKIGal80-W31G. Die
Reaktionsansatze, welche NHKIGall und 380 nM KIGal80 enthielten, wurden jeweils mit und ohne 1 mM NADP bzw. mit
und ohne 1,2 uM AD-22 versetzt. Die enzymatische Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von Galaktose gestartet.
Nach definierten Zeitpunkten wurden Aliquots zur Bestimmung von ADP entnommen. Der ADP-Gehalt der zu den
Zeitpunkten entnommenen Proben ist in Abhangigkeit von der Ausgangskonzentration von ADP (ADP-Gehalt zum Zeitpunkt
ty) dargestellt.
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4.3 Untersuchung der Gal8o0-Dinukleotid-Interaktion in vivo

4.3.1 Konstruktion von K. lactis KIGAL80-Mutanten-Stammen

Um zu klaren, ob und unter welchen Bedingungen die Dinukleotid-Bindung von Gal80 in S. cerevisiae
und K. lactis eine Rolle als Ligand bei der Regulation des GAL-Transkriptionsschalters spielt, wurde die
Expression der LAC- und GAL-Gene untersucht. Die LAC- und GAL-Gene kodieren Proteine und
Enzyme, die flir die Aufnahme und Verwertung von Laktose bzw. Galaktose fiir diese Hefen
notwendig sind und das Wachstum auf Galaktose bzw. Laktose ermoglichen. Die LAC-Expression
(zeigt Gal4-Aktivitdat an) ist ein oft genutztes Reportersystem um den Einfluss der
GAL-regulatorischen Proteine auf die Expression zu untersuchen. In einem Plattentest kann die
LAC-Expression visuell sehr sensitiv detektiert werden. Als Indikator wird X-Gal, ein synthetisches
Substrat der B-Galaktosidase, kodiert von LAC4, den Nahrboden zugesetzt. X-Gal wird wie Laktose
Uber die Laktose-Permease, kodiert von LAC12, in die Zelle aufgenommen und von der
B-Galaktosidase gespalten (92). Die Spaltung von X-Gal fihrt zur Bildung eines blauen
Indigofarbstoffs, der die LAC-Expression im Plattentest sichtbar macht.

Wie in der Einleitung dieser Arbeit erldutert wurde, ist die GAL/LAC-Expression in K. lactis bei
Wachstum auf nicht-reprimierenden Kohlenstoffquellen (z.B. Glycerin, Ethanol) gering nachweisbar.
Bei induzierenden Bedingungen mit Galaktose oder Laktose im Medium werden die GAL/LAC-Gene
induziert. Bei Wachstum mit 2% Glukose im Medium ist die GAL/LAC-Expression reprimiert (93). Aus
diesem Grund wurde die Glukosekonzentration im Medium verringert, um Bedingungen zu finden,
wo die Glukose-Repression aufgehoben ist und LAC-Expression auch in KIGAL80"-Stimmen detektiert
werden kann. Bei 0,2% Glukose im Medium konnte im K. lactis-Stamm JA6 LAC-Expression
beobachtet werden (Abbildung 19). Durch die Deletion von KIGAL1 konnte jedoch keine
LAC-Expression mehr detektiert werden (Abbildung 19). Aus der Literatur sind keine Daten bekannt,
die zuvor auf eine biologische Funktion der KlGal1-KIGal80-Interaktion in Abwesenheit von Galaktose
und ATP in vivo deuten.

Glukose Galaktose
0,5% 0,2% 0,5%
KIGAL8O'
2 Klgal80A
KIGAL8O gal1A
2 Tage (30°C)

Abbildung 19. KIGAL1-abhdngige LAC-Expression bei niedriger Glukosekonzentration in K. lactis.

Plattentest von JA6 (KIGAL8O"), JA6/D801R (Klgal80A) und JA6/D1R (KIGAL8O" gallA) auf Glukose- und Galaktose-haltigen
Nadhrboden. Die Konzentration der Kohlenstoffquelle betrug 2%, 0,5% und 0,2%. Die Nahrbdoden wurden mit allen
Aminosauren supplementiert und mit X-Gal als Indikator fir die LAC-Aktivitat versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 2 Tage
bei 30°C. Fiir den Plattentest wurde jeweils eine Einzelkolonie zuvor in 2% Glc-YEP bei 30°C fiir 14-16 h angezogen.
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Um einen Einfluss der Aminosdure-Austausche in KIGal80 auf die LAC-Expression zu untersuchen,
wurden K. lactis Klgal80-Mutanten-Stamme konstruiert. Mit Hilfe von integrativen Plasmiden, sollten
die Klgal80-Allele in den K. lactis-Stamm JA6/D801R (KIgal80A) integriert werden. Die Expression der
plasmidkodierten KIGAL80-Allele erfolgte vom natiirlichen Promotor. Eine Integration im deletierten
KIGAL80-Locus ist nicht gelungen. Es traten Rekombinationsereignisse auf, wodurch alle
Locusintegranten einen Klgal80A-Genotyp aufwiesen. Eine Integration der plasmidkodierten
KIGAL80-Allele in andere Loci konnte dagegen nachgewiesen werden. Durch Southern-Blot-Analyse
wurden Transformanten ermittelt, in denen nur ein KIGAL80-Allel integriert worden war (Daten hier
nicht gezeigt). Die Integration aller Plasmide erfolgte ausschlieBlich in unterschiedlichen Loci. Durch
die Integration des plG80-Plasmids (kodiert KIGAL80') in den JA6/D801R-Stamm konnte der
Wildtypphanotyp von JA6 wiederhergestellt werden (Abbildung 20). Fir JA6/D801R plG80-8 und
JA6/D801R plG80-36, zwei unterschiedliche plG80-Integranten, konnte kein Einfluss des
Integrationsortes auf die Repression festgestellt werden (Abbildung 20). Dagegen wurden fiir die
Stamme JA6/D801R plG80-G24V-5, -31 und -32, drei unterschiedliche plG80-G24V-Integranten, die
das Klgal80-G24V-Allel trugen, unterschiedlich stark reprimierte Phanotypen auf 2% Glukose-haltigen
Nahrboden detektiert (Abbildung 20). Fir die K. lactis-Mutanten, die das Allel Klgal80-W31G oder
Klgal80-H99L trugen, wurden im Vergleich zur Mutante Klgal80-G24V &hnlich variable Phanotypen
bei 2% Glukose detektiert (Daten hier nicht gezeigt). Die beobachtete Induktion war fir alle plG80-
Integranten und plG80-Mutanten-Integranten gleich.

Glukose Galaktose

Einzelkolonie zuvor in 2% Glc-YEP bei 30°C fiir 14-16 h
angezogen.

pIG80-G24V-31

pIG80-G24V-32

2% 0,5%
N - | Abbildung 20. Vom Integrationsort abhdngiger
KIGAL80 Phdanotyp der Kligal80-G24V-Mutante in
g K. lactis.
Klgal80A Plattentest von JA6 (KIGAL8O'), JA6/D801R (Klgal80A),
JA6/DIR (KIGAL8O" gallA) und der JA6/D801R plG80-
: plG80-8 (KIGAL80") bzw. pIG80-G24V (KIgal80-G24V)-Staimme auf
: 2% Glukose- und 0,5% Galaktose-haltigen Nahrboden.
| plG80-36 Die Nahrboden wurden mit allen Aminosduren
< : supplementiert und mit X-Gal als Indikator fir die LAC-
Q : plG80-G24V-5 Aktivitdt versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 2 Tage bei
E | 30°C. Fur den Plattentest wurde jeweils eine
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Die bei reprimierenden und induzierenden Bedingungen beobachteten Phanotypen der Klgal80-
Mutanten in Abhangigkeit vom Integrationsort der Klgal80-Allele kénnten auf unterschiedliche
Expressionsmengen der KlGal80-Varianten zurilickzufiihren sein (nicht bestimmt). Unterschiedliche
KIGal80-Konzentrationen kdnnten den Einfluss der Mutationen in KIGal80 auf die KIGal4-KIGal80- und
KIGal1l-KIGal80-Interaktion Gberlagern. Eine hohere KIGal80-Konzentration kdnnte zu einer starkeren
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Inhibierung von KlGal4 und langsameren Induktion flhren. Eine niedrigere KIGal80-Konzentration
kénnte zu einer schwacheren Inhibierung fihren, wodurch die KIGal4-TAD freigesetzt ist und KlGal4
die Transkription aktivieren kann. Deshalb ist es erforderlich, dass die KIGal80-Varianten vom
gleichen Locus exprimiert werden, damit diese in gleicher Konzentration wie das Wildtypprotein
vorliegen. Da die Integration des Plasmids im deletierten KIGAL80-Locus nicht moglich war, sollten
die K. lactis Mutanten-Stamme durch gene replacement konstruiert werden. Das gene replacement
ist in S. cerevisiae eine sehr einfache Methode zur Substitution von einem Gen oder eines
Genabschnitts im Chromosom durch eine entsprechende, invitro synthetisierte, andersartige
Gensequenz. In K. lactis ist diese Methode jedoch sehr ineffektiv (94). Es wurden verschiedene
Transformationsbedingungen getestet (Verdnderung der DNA-Menge, Variierung von Temperatur
und Inkubationszeiten) und mehrere hundert Transformanten analysiert. Es wurden aber keine
positiven Transformanten erhalten. Eine Konstruktion der K. lactis Mutanten-Stamme durch gene
replacement im deletierten KIGAL80-Locus ist nicht gelungen.

4.3.2 LAC-Expression in S. cerevisiae ist vom ScGAL8o0-Allel abhdngig

Im vorangegangen Abschnitt wurde gezeigt, dass die Konstruktion von K. lactis Klgal80-Mutanten-
Stammen durch Plasmidintegration und gene replacement im deletierten KIGAL80-Locus nicht
moglich war. Daher wurden S. cerevisiae Scgal80-Mutanten-Stamme durch gene replacement
konstruiert. Zur Konstruktion der Scgal80-Mutanten-Stamme wurde der S. cerevisiae Fl4-Stamm, in
dem die LAC-Gene aus K. lactis integriert worden waren, verwendet (66). Vorangegangene Arbeiten
zeigten, dass eine LAC-Expression und Wachstum bei induzierenden Bedingungen (Galaktose und
Laktose) fiir den FI4-Stamm nicht beobachtet werden konnte. Es wurden 60 unabhéangig voneinander
entstandene spontane Mutanten, die auf Laktose wachsen konnten, isoliert und klassifiziert. Die
Klasse | Mutanten tragen eine Mutation in SIN4 und die Klasse Il Mutanten sind in GAL80 mutiert
(Langhammer, R.). SIN4 ist ein negativer Regulator der basalen Transkription einer Reihe von Genen
in S. cerevisiae (95). Der reprimierende Einfluss von SIN4 auf die Transkription der LAC-Gene liegt
dabei vorrangig auf LAC4 (96). Der Wirkmechanismus von SIN4 auf LAC4 konnte bisher noch nicht
geklart werden. Durch die gezielte Deletion von SIN4 in den konstruierten Fl4 Scgal80-Mutanten-
Stammen entstanden die Fl4 sin4A Scgal80-Mutanten-Stamme, die zur Analyse verwendet wurden.

Desweiteren wurde ein Fl4 sindA gal80A-Stamm konstruiert, der als Kontrollstamm diente.

Wie in K. lactis ist auch in S. cerevisiae die Transkription der GAL-Gene aufgrund der Glukose-
Repression unter reprimierenden Bedingungen (2% Glukose) nicht nachweisbar (97). Unter
Bedingungen, in denen die Glukose-Repression aufgehoben ist, kann die Expression der LAC-Gene im
Scgal80A-Stamm detektiert werden, da ScGal4 konstitutiv die Transkription der LAC-Gene aktivieren
kann (Abbildung 21). Fiir den Stamm Fl4 sin4A ScGAL80", der das Wildtypallel von ScGALS8O tragt,
konnte wie fiir den K. lactis-Stamm JA6 eine deutliche Blaufarbung bei 0,2% Glukose im Medium
beobachtet werden (vgl. Abbildung 19 und Abbildung 21). Die LAC-Expression war dagegen im
Stamm Fl4 sin4A Scgal80-H99L (Scgal80-HI99L-Mutante) schwéacher und im Stamm  Fl4 sindA
Scgal80-G24V (Scgal80-G24V-Mutante) nicht detektierbar. Die fiir ScCGAL80" und die Mutanten
Scgal80-HI99L und Scgal80-G24V beobachteten Phanotypen korrelierten hierbei mit den Affinitaten
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der ScGal80-Varianten fiir den Liganden (Tabelle 3). Diese Daten deuten auf eine festere Bindung von
ScGal80-H99L und ScGal80-G24V im Vergleich zu ScGal80 an ScGal4 hin.

Glukose Galaktose

2% 0,5% 0,2% 0,05% 2% 0,5% 0,2%

scGaLso” ]

Scgal80A

Scgal80-G24V

Fl4 sin4A

Scgal80-W31G

Scgal80-H99L

@ 6 0 ©

5 Tage (30°C) 5 Tage (30°C)

Abbildung 21. ScGAL80-abhédngige LAC-Expression bei niedrigen Glukosekonzentrationen in S. cerevisiae.

Plattentest der Fl4 sindA ScGAL80O-Stimme auf Glukose- und Galaktose-haltigen Nahrboden: ScGAL8O®, Scgal80-G24V,
Scgal80-W31G und Scgal80-H99L. Der Fl4 sin4dA gal80A-Stamm diente als Kontrolle. Die Konzentration der
Kohlenstoffquelle (%) wurde wie angegebenen variiert. Die Nahrboden wurden mit allen Aminosauren supplementiert und
mit X-Gal als Indikator fir die LAC-Aktivitat versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 5 Tage bei 30°C. Fiir den Plattentest wurde
jeweils eine Einzelkolonie zuvor in 2% Glc-YEP bei 30°C flir 14-16 h angezogen.

Im Gegensatz zur Mutante Scgal80-G24V wurde fir die Mutante Scgal80-W31G eine starke
LAC-Expression beobachtet (Abbildung 21). Die LAC-Expression der Mutante Scgal80-W31G kann
dadurch erklart werden, dass die eingefiihrte Mutation nicht nur die Dinukleotid-Bindung sondern
gleichzeitig die ScGal4-ScGal80-Interaktion beeintrachtigt. Dass das Tryptophan 31 sowohl an der
Dinukleotid-Bindung als auch an der Bindung der ScGal4-TAD beteiligt sein kann, zeigt die
Ko-Kristallstruktur von ScGal80 mit NAD und einem ScGal4-Peptid (Abbildung 26.A).

Fiir SCGAL80" konnte mit 0,05% Glukose im Medium noch eine schwache LAC-Expression bei einem
guten Wachstum beobachtet werden (Abbildung 21). Fiir die Mutante Scgal80-H99L und besonders
fir die Mutante Scgal80-G24V ist das Wachstum mit 0,05% Glukose im Vergleich zu 0,2% Glukose im
Medium stark reduziert. Dagegen zeigte die Mutante Scgal80-W31G unter diesen Bedingungen ein
zum Scgal80A-Stamm vergleichbares Wachstum und dhnlich hohe LAC-Expression. Demnach scheint
bei sehr niedrigen Glukosekonzentrationen nicht nur die LAC-Expression sondern auch das
Wachstum der Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V beeintrachtigt zu sein. Die schwdchere
LAC-Expression der Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V im Vergleich zu ScGAL80" deutet auf
eine starkere Inhibierung von ScGal4 durch ScGal80-H99L und ScGal80-G24V hin. Dies sollte auch fiir
die Expression der GAL-Gene zu zutreffen. Die Galaktose-Permease Gal2p ist als hoch affiner
Glukosetransporter charakterisiert worden, der bei 0,05%-0,1% Glukose aktiv ist und eine erhohte
Expression bei niedrigen Glukosekonzentrationen ahnlich HXT17, einem weiteren hoch affinen
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Glukosetransporter in S. cerevisiae, zeigt (98). Eine schwachere GAL2-Expression in den Mutanten
Scgal80-HI99L und Scgal80-G24V bei 0,05% Glukose kénnte zu einer verminderten Glukoseaufnahme
fuhren, die wiederum zu einem reduzierten Wachstum dieser Mutanten fihren konnte.

Unter induzierenden Bedingungen (Galaktose) konnte fiir alle ScGAL80-Stamme Wachstum und
LAC-Expression beobachtet werden (Abbildung 21). Fir die Mutante Scgal80-W31G konnte erneut
einen zum Scgal80A-Stamm &dhnlichen Phanotypen detektiert werden. Fir die Mutanten
Scgal80-H99L und Scgal80-G24V wurde im Vergleich zu ScGAL80" eine schwichere LAC-Expression
beobachtet. Diese Daten kénnten auf eine verminderte Affinitdt fir ScGal3 oder auf eine hdhere
Affinitat fir ScGal4 dieser ScGal80-Varianten hindeuten.

4.3.3 LAC-Expression bei niedrigen Glukosekonzentrationen ist ScGAL3-abhdngig

Fir K. lactis konnte gezeigt werden, dass die bei 0,2% Glukose beobachtete LAC-Expression von
KIGAL1 abhédngig ist (Abbildung 19). Um zu testen, ob die in S. cerevisiae bei 0,2% Glukose
beobachtete LAC-Expression von ScGAL3 abhangig ist, wurde ScGAL3 in den Fl4 sin4dA ScGAL8O-
Stammen deletiert. Eine physikalische Interaktion von ScGal3 und ScGal80 ohne ATP und Galaktose
sowie eine konstitutive Expression der GAL-Gene unter nicht induzierenden Bedingungen durch
Uberexpression von ScGal3 wurde bereits gezeigt (38; 39; 99). Hinweise, die auf eine biologische
Funktion der ScGal3-ScGal80-Interaktion, auRer der ATP und Galaktose abhangigen Interaktion unter
induzierenden Bedingungen, deuten wiirden, sind aus der Literatur nicht bekannt.

Durch Einfihrung einer ScGAL3-Deletion konnte eine ScGAL3-Abhangigkeit der beobachteten
LAC-Expression fiir SCGAL80" und der Mutante Scgal80-H99L bei 0,2% Glukose im Medium gezeigt
werden (vgl. Abbildung 21 und Abbildung 22). Demnach konnten die in Abbildung 21 bei
0,2% Glukose gezeigten Phanotypen von Scgal80-H99L und Scgal80-G24V auf eine geringere Affinitat
dieser ScGal80-Varianten flr ScGal3 zurlickzuflihren sein. Fir Scgal80-W31G konnte wie fir
Scgal80-G24V keine LAC-Expression im Scgal3A-Hintergrund bei 0,2% Glukose detektiert werden
(Abbildung 22). Im Scgal3A-Hintergrund konnten demnach gleiche Phanotypen fiir die Mutanten
Scgal80-W31G und Scgal80-G24V beobachtet werden, was aber nicht im ScGAL3"-Hintergrund zuvor
beobachtet werden konnte (vgl. Abbildung 21 und Abbildung 22). Diese Daten deuten daraufhin,
dass die Variante ScGal80-W31G im Vergleich zur Variante ScGal80-G24V schwacher mit ScGal4
interagiert aber nicht prinzipiell in der Interaktion mit ScGal4 gestort ist. Zusammengefasst konnte im
Scgal3A-Hintergrund bei 0,2% Glukose kein Unterschied in den Phanotypen fiir die ScGAL80-Allele
detektiert werden (Abbildung 22). Alle ScGal80-Varianten inhibierten ScGal4 im Scgal3A-Hintergrund
bei 0,2% Glukose wie ScGal80.
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Abbildung 22. GAL3-Abhdngigkeit der LAC-Expression bei 0,2% Glukose in S. cerevisiae.

Plattentest der FlI4 sin4A gal3A ScGAL80- und Fl4 sin4dA gal3A gallA ScGAL80-Stamme auf Glukose-, Galaktose- und
Raffinose-haltigen Nahrboden: ScGAL80', Scgal80-G24V, Scgal80-W31G und Scgal80-H99L. Die Konzentration der
Kohlenstoffquelle betrug 2%, 0,5% und 0,2%. Der Fl4 sin4A gal80A-Stamm diente als Kontrolle. Die Ndhrboden wurden mit
allen Aminosduren supplementiert und mit X-Gal als Indikator fir die LAC-Aktivitdt versetzt. (*) Die Inkubation erfolgte
zundchst fur 3 Tage bei 30°C und fiir weitere 5 Tage bei RT. Fiir den Plattentest wurde jeweils eine Einzelkolonie zuvor in
2% Glc-YEP bei 30°C fiir 14-16 h angezogen.

Im Scgal3A-Hintergrund ist die Induktion der GAL-Gene um mehrere Tage verzogert (long-term-
adaption-Phanotyp), hierbei Gbernimmt ScGall die Funktion von ScGal3 als Regulator von ScGal80
(34; 100; 101). Ein Grund fir die verzogerte Induktion ist wahrscheinlich die niedrigere basale
Expression von ScGAL1 und eine schwéchere Interaktion von ScGall mit ScGal80 (40; 41; 99). Durch
die Deletion von ScGAL3 konnte fiir ScGAL80" erst nach fiinftigiger Inkubation ein schwaches
Wachstum und schwache LAC-Expression auf Galaktose-haltigem Medium beobachtet werden
(Abbildung 22). Dagegen war fir Scgal80-G24V und Scgal80-W31G im Scgal3A-Hintergrund ein
deutliches Wachstum und starke LAC-Expression bereits nach drei Tagen Inkubation auf Galaktose-
haltigem Medium zu beobachten. Desweiteren konnte auch fiir Scgal80-H99L ein zu ScGAL80" leicht
verbessertes Wachstum und erhdhte LAC-Expression detektiert werden. Auffallig sind auRerdem die
fiir Scgal80-HI99L auftretenden blauen Minikolonien, die bei ScGAL80" schwicher ausgeprigt sind.
Von Zelle zu Zelle kann die Konzentration der GAL-regulatorischen Proteine schwanken, so dass
einige Zellen zum Beispiel durch eine niedrigere ScGal80-Konzentration von vornherein in der
Induktion beglinstigt sind (102). Dieser Effekt scheint durch das Scgal80-H99L-Allel verstarkt zu sein.
Dass die im Scgal3A-Hintergrund beobachteten Phanotypen tatsdchlich von ScGAL1 abhédngig sind,
konnte durch die zusétzliche Deletion von ScGAL1 gezeigt werden (Abbildung 22).

ScGal3 und ScGall weisen in der Aminosiuresequenz ~74% Sequenzidentitiat und ~92% Ahnlichkeit
auf. Wenn die von den Allelen Scgal80-H99L und Scgal80-G24V kodierten ScGal80-Varianten in der
Interaktion mit ScGal3 beeintrachtigt waren, was zunachst die in Abbildung 21 gezeigten Daten
andeuten, konnte dies auch fir die Interaktion mit ScGall zutreffen. Demnach ware fir diese
Scgal80-Mutanten ein stirker ausgepragter long-term-adaption-Phinotyp im Vergleich zu ScGAL80"
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zu erwarten gewesen. Das konnte aber nicht beobachtet werden (Abbildung 22). Im Gegenteil, flr
Scgal80-H99L und besonders fir Scgal80-W31G und Scgal80-G24V wurde ein besseres Wachstum
und starkere LAC-Expression im Scgal3A-Hintergrund beobachtet, was auf eine hdher affine
Interaktion der ScGal80-Varianten mit ScGall hindeutet. Hierbei konnte erneut eine Korrelation der
beobachteten Phanotypen mit der Affinitdat von ScGal80 und der ScGal80-Varianten fiir den Liganden
festgestellt werden (Tabelle 3).

4.3.4 Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V induzierten langsamer als ScGAL80"

Unter induzierenden Bedingungen weisen die Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V eine etwas
schwichere LAC-Expression im Vergleich zu ScGAL80" auf, was auf eine schwichere Induktion der
Scgal80-Mutanten hinweist (Abbildung 21, Abbildung 23.C). Andererseits induzierten diese Stamme
im Scgal3A-Hintergrund besser als SCGALS0" (Abbildung 22). Durch Aufnahme einer Kinetik sollte die
Induktion der Mutanten Scgal80-H99L, Scgal80-W31G und Scgal80-G24V im ScGAL3'-Hintergrund
genauer untersucht werden. Hierzu wurden die Hefen in 0,5% Glukose-haltigem Flissigmedium
vorgezogen und anschliefend in 0,5% Galaktose-haltiges Fliissigmedium umgesetzt. Es wurde eine
0,5%ige Glukosekonzentration gewahlt, damit moglichst weder reprimierende noch aktivierende
Bedingungen vorherrschten (siehe hierzu Abbildung 21). Die Bestimmung der LAC-Expression
erfolgte durch Messung der LAC4-Aktivitat in einem enzymatischen Test (3.4.4).

Fir die Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V war kein Einfluss der Scgal80-Allele auf die
Ausgangsaktivitit von LAC4 bei 0,5% Glukose gegeniiber ScGAL80" feststellbar (Abbildung 23.A).
Diese Beobachtung stimmt mit den im Plattentest beobachteten Phanotypen fir Scgal80-H99L und
Scgal80-G24V Uberein (Abbildung 21). Diese Daten und die Phdnotypen im Plattentest deuten
daraufhin, dass die Varianten ScGal80-H99L und ScGal80-G24V nicht in der Interaktion mit ScGal4
beeintrachtig sind.

Fir die Mutante Scgal80-W31G wurde bei 0,5% Glukose eine deutlich erhéhte LAC4-Aktivitat, was
mit den in den Plattentest beobachteten Phdnotypen konsistent ist, detektiert (vgl. Abbildung 21 und
Abbildung 23.A). Die Mutante Scgal80-W31G induzierte zudem schneller als SCGAL80" und zeigte ein
schnelleres Wachstum (Abbildung 23.A, Anhang A3). Die Mutante Scgal80-G24V induzierte
anfanglich etwas schneller, erreichte aber nur 70-80% der LAC4-Aktivitit von ScGAL80'
(Abbildung 23.A und B). Vierundzwanzig Stunden nach der Induktion nahm die LAC4-Aktivitat in
ScGAL80" wieder ab (Abbildung 23.B). Nach 72 Stunden wies ScGAL80" die anfingliche LAC4-Aktivitit
wieder auf, dagegen zeigte die Mutante Scgal80-G24V immer noch deutliche LAC4-Aktivitat. Dies
konnte auf einen langsameren Verbrauch der Galaktose im Flissigmedium durch in der Mutante
Scgal80-G24V zuriickzufiihren sein. Fiir die Mutante Scgal80-G24V wurde gegeniiber ScGAL80" ein
etwas langsameres Wachstum in Galaktose beobachtet (Anhang A3). Demnach werden
wahrscheinlich auch die GAL-Gene in der Mutante Scgal80-G24V langsamer induziert. Die Optische
Dichte nach dem Erreichen der stationidren Phase war fiir ScGAL80" und Scgal80-G24V gleich
(Anhang A3). Die Mutante Scgal80-H99L induzierte langsamer als ScGAL80" und erreichte nach
7 Stunden ca. 50% der LAC4-Aktivitat von ScGAL80" (Abbildung 23.A).
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Abbildung 23. Einfluss der ScGAL8o0-Allele auf die Kinetik der LAC4-Induktion in S. cerevisiae.

(A) Dargestellt ist die zeitabhangige Zunahme der relativen LAC4-Aktivitat der Fl4 sin4A ScGAL80-Stamme, bezogen auf den
FI4 sin4A ScGAL8O'-Stamm, nach Induktion mit Galaktose: ScGAL8O' (®), Scgal80-G24Vv (M), Scgal80-W31G (%) und
Scgal80-H99L (A.). Die Hefekulturen wurde in 0.5% Glukose-haltigem Medium angezogen (t =0 h) und zur Induktion der
LAC4-Expression in 0.5% Galaktose-haltiges Medium umgesetzt. Die Kultivierung erfolgte in mit allen Aminosauren
supplementiertem Minimalmedium als Schiittelkultur bei 30°C. Fiir ScGAL80" und Scgal80-G24V wurden 3 Messungen
gemittelt, wobei eine Messung im Set mit Scgal80-W31G und Scgal80-H99L erfolgte. Zur Induktion wurde eine
ODgyo von 0,9 eingestellt. (B) Zur Bestimmung der LAC4-Aktivitat bis zu 72 Stunden nach der Induktion wurden
3 Messungen mit ScGAL80" und Scgal80-G24V durchgefithrt. Zur Induktion wurde eine ODgyvon 0,6 eingestellt.
(€) Plattentest einer seriellen Zellverdiinnung von ScGAL80" und Scgal80-G24V auf 0,5% Galaktose-haltigem Nihrboden,
der mit allen Aminosauren supplementiert wurde. Als Indikator fir die LAC-Aktivitdt wurde X-Gal dem Né&hrboden
zugesetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 5 Tage bei 30°C. Fiir den Plattentest wurde jeweils eine Einzelkolonie zuvor in 2% Glc-
YEP bei 30°C fiir 14-16 h angezogen.

Durch die Kinetik konnten die zuvor im Plattentest beobachteten Phanotypen der ScGAL80-Stamme
bei induzierenden Bedingungen (Galaktose) bestdtigt werden (Abbildung 21). Die langsamere
Induktion von Scgal80-H99L und Scgal80-G24V koénnte auf eine schwéchere Interaktion der ScGal80-
Varianten im Vergleich zu ScGal80 mit ScGal3 hindeuten. Andererseits konnte auch in den Mutanten
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Scgal80-H99L und Scgal80-G24V im Vergleich zu ScGAL80" die Galaktokinase-Aktivitit von ScGall
niedriger sein. Die in der Abbildung22 im Scgal3A-Hintergrund gezeigten Phadnotypen von
Scgal80-HI99L und Scgal80-G24V deuten auf eine starkere Interaktion von ScGal80-H99L und
ScGal80-G24V im Vergleich zu ScGal80 mit ScGall hin. Die Inhibierung der Galaktokinase-Funktion
von ScGall wirde zu einem langsameren Verbrauch der Galaktose im Medium und zu einem
langsameren Wachstum der Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V fihren.

4.3.5 Scgal80-H99L- und Scgal80-G24V-Mutante zeigten keine Induktion mit Laktose

Die Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V zeigten im Vergleich zu ScGAL80" eine etwas
schwachere LAC-Expression auf Galaktose-haltigem Medium. Das Wachstum dieser Mutanten war
aber nicht offensichtlich beeintrachtigt (Abbildung 24). Dagegen konnte im Scgal3A-Hintergrund auf
Galaktose-haltigem Medium eine starkere LAC-Expression und besseres Wachstum von Scgal80-H99L
und insbesondere von Scgal80-G24V im Vergleich zu ScGAL80" beobachtet werden (Abbildung 22).
Erstaunlich ist aber, dass Scgal80-H99L und Scgal80-G24V im ScGAL3" und Scgal3A-Hintergrund auf
Nahrbdden mit Laktose als Kohlenstoffquelle nicht induzieren und wachsen® konnten (Abbildung 24).
Es traten bei 0,2% Laktose im Medium lediglich ein paar Minikolonien auf (Abbildung 24.A).

A B

Laktose Galaktose Laktose Galaktose

2% 0,2% 0,2% 2% 0,2% 0,2%

ScGAL8O'" ScGAL8O"

Scgal80A Scgal80A

Scgal80-G24V ScGAL80"

Fl4 sin4A

Fl4 sin4A

Scgal80-W31G Scgal80-G24V

Scgal80-HI9L Scgal80-W31G

5 Tage (30°C) Scgal80-H99L

gal3A

5 Tage (30°C)

Abbildung 24. Laktoseverwertung in S. cerevisiae ist vom ScGAL8o0-Allel abhdngig.

Plattentest der A. Fl4 sin4dA ScGAL80- und B. Fl4 sin4A gal3A ScGAL80-Stamme auf Laktose- und Galaktose-haltigen
Nihrboden: ScGAL8O", Scgal80-G24V, Scgal80-W31G und Scgal80-H99L. Die Konzentration der Kohlenstoffquelle betrug 2%
und 0,2%. Der Fl4 sin4A gal80A-Stamm diente als Kontrolle. Die Nahrboden wurden mit allen Aminosauren supplementiert
und mit X-Gal als Indikator fur die LAC-Aktivitat versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 5 Tage bei 30°C. Fiir den Plattentest
wurde jeweils eine Einzelkolonie zuvor in 2% Glc-YEP bei 30°C fur 14-16 h angezogen.

! Durch Hydrolyse ist Laktose zu einem geringen Anteil mit Glukose verunreinigt. Bei hohen Laktosekonzentrationen wird
daher oft ein schwaches Wachstum von Lac’ Stimmen beobachtet.
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Die Galaktose-abhdngige Induktion erfolgt durch ScGal3 bzw. bei der Deletion von ScGAL3 durch
ScGall. Bei Laktose als Kohlenstoffquelle muss diese erst in die Zelle aufgenommen und in Galaktose
und Glukose gespalten werden, damit ScGal3 bzw. ScGall aktiv werden kénnen. Die Aufnahme und
Spaltung von Laktose erfordert die basale Transkription von LAC12 und LAC4. Die basale
Transkription der GAL-Gene ist von Gal4 abhdngig und beruht auf einer nicht vollstdndigen
Repression durch ScGal80 (4). Da die Laktose-Induktion durch die ScGAL80-Allele beeinflusst wird,
gilt dies in S. cerevisiae vermutlich auch fiir die LAC-Gene. Die Tatsache, dass eine Induktion durch
Laktose in den Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V nicht ausreicht, deutet auf eine niedrigere
basale Expression im Vergleich zum Wildtypallel ScGAL80". Eine niedrigere basale Expression deutet
auf eine festere Bindung an ScGal4 von ScGal80-H99L und ScGal80-G24V im Vergleich zu ScGal80 hin.
Eine festere Bindung an ScGal4 dieser ScGal80-Varianten gegentiber ScGal80 kdnnte auf die fehlende
Bindung des Liganden zurilickzufiihren sein.

4.3.6 Gal80-G24V aus K. lactis ersetzt nicht ScGal80-G24V in S. cerevisiae

Im Abschnitt 4.3.1 wurde beschrieben, dass die Konstruktion von K. lactis Mutanten-Stammen durch
die Integration eines integrativen Plasmids oder gene replacement im deletierten KIGAL80-Locus
nicht gelungen ist. Um zu untersuchen, welchen Einfluss die Mutationen in KIGAL80 auf die
Repression und Induktion haben, wurden mittels gene replacement das KIGALS8O'-Allel bzw. das
KIGAL80'-G24V-Allel hinter den ScGAL80-Promotor in den S. cerevisiae-Stamm Fl4 sin4A gal80A
inseriert. Es entstanden die Stimme FI4 sin4A Ps.a50-KIGALSO" und FI4 sin4A Ps.gas0-Klgal80-G24V.
Fiir KIGal80 konnte gezeigt werden, dass die Bindung von NAD und NADP durch AD-22 beeintrachtigt
ist, was auf eine Uberlappung der Bindungsstellen fiir die KIGal4- und Dinukleotid-Bindung in KIGal80
hindeutet (Tabelle 4). Daher sollte untersucht werden, ob die in der Dinukleotid-Bindung gestorte
Variante KIGal80-G24V in der Interaktion mit ScGal4 in vivo beeintrachtigt ist.

Fir KIGALSO" konnte LAC-Expression bei niedriger Glukosekonzentration beobachtet werden, die
aber schwicher im Vergleich zu ScGAL80" war (Abbildung 25). Diese Daten deuten auf eine festere
Bindung an ScGal4 von KIGal80 im Vergleich zu ScGal80 hin. Fiir die beobachteten Phanotypen von
KIGAL80" und ScGAL8O" konnte eine Korrelation der Affinitdten von KIGal80 und ScGal80 fiir den
Liganden festgestellt werden (Tabelle 2). Fir die Mutante Klgal80-G24V konnte im Gegensatz zur
Mutante Scgal80-G24V eine starke LAC-Expression beobachtet werden, die einen negativen Einfluss
der Mutation auf die ScGal4-KIGal80-Interaktion zeigt (Abbildung 25). Demzufolge binden die
Varianten ScGal80-G24V und KIGal80-G24V vermutlich unterschiedlich an ScGal4.

Die fur die LAC-Gene beobachtete Induktion sowie das Wachstum auf Galaktose-haltigem Medium
von KIGAL80" und ScGAL80" war gleich (Abbildung 25). Demnach ist die Interaktion von KIGal80 und
ScGal80 mit ScGal3 in S. cerevisiae vergleichbar. In K. lactis ist eine Induktion mit ScGal3 anstelle von
KIGall nicht moglich (27). Eine Induktion mit ScGal3 ist erst nach Austausch von KIGal80 gegen
ScGal80 in K. lactis beobachtet worden (27). Zenke et al. (1999) zeigten, dass KIGal80 im Vergleich zu
ScGal80 reguliert phosphoryliert wird (42). Bei nicht-induzierenden Bedingungen (Glycerin, Glukose)
liegt KIGal80 in phosphorylierter Form vor und wird bei induzierenden Bedingungen (Galaktose)
dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung von KlGal80 ist von der regulatorischen Funktion von
KIGall abhangig (42). Durch Serin-Aspartat-Austausche (5352D, S354D) gibt es deutliche Hinweise,
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dass die Phosphorylierung von KIGal80 die Induktion verzégert und das induzierte Niveau verringert
(Kapp, L. und Breunig, K. D., nicht-publizierte Daten). Es ist vorstellbar, dass die Phosphorylierung von
KIGal80 die Interaktion mit KIGall beeintrachtigt. Dies konnte auch fir die Interaktion von KlGal80
und ScGal3 zu treffen. Ob eine Dephosphorylierung von KIGal80 durch die regulatorische Funktion
von ScGal3 in K. lactis erfolgt, ist noch nicht untersucht worden. In S. cerevisiae konnte das
phosphorylierte Peptid von KIGal80 nachgewiesen werden. Es gibt aber keine quantitativen Daten,
die zeigen wie stark die Phosphorylierung von KIGal80 in S. cerevisiae ist (Breunig, K. D., persdnliche
Mitteilung). Es ware vorstellbar, dass KIGal80 in S. cerevisiae nur schwach phosphoryliert wird,
wodurch die Interaktion mit ScGal3 nicht gestort wird und dies zur Induktion fihrt.

Glukose Galaktose Laktose

2% 0,2% 2% 0,2 % 2% 0,2%

ScGAL8O"

Scgal80-G24V

Fl4 sin4A

P, .. KIGALSO"

Ps(GALgo-K/gal80—GZ4V

5 Tage (30°C)

Abbildung 25. Einfluss der KIGAL80-Allele auf die LAC-Expression in S. cerevisiae.

Plattentest der FI4 sin4A GAL80- und Fl4 sindA Ps.a50-KIGAL80-Stamme auf Glukose-, Galaktose- und Laktose-haltigen
Nahrboden: ScGAL8O" und Scgal80-G24V. Bei Pscoais0-KIGAL8O" und Pscgaiso-Klgal80-G24V handelt es sich um Fusionsgene,
wodurch die KIGAL80-Allele vom ScGAL80-Promotor exprimiert werden. Die Konzentration der Kohlenstoffquelle betrug 2%
und 0,2%. Die Nahrbéden wurden mit allen Aminosauren supplementiert und mit X-Gal als Indikator fiir die LAC-Aktivitat
versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 5 Tage bei 30°C. Fiir den Plattentest wurde jeweils eine Einzelkolonie zuvor in
2% Glc-YEP bei 30°C fiir 14-16 h angezogen.

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass die Mutante Scgal80-G24V im Vergleich zu
ScGAL8O" eine schwichere LAC-Expression bei induzierenden Bedingungen (Galaktose) aufweist, was
auf eine schwachere Interaktion von ScGal80-G24V mit ScGal3 hindeuten kénnte. Fir die Mutante
Klgal80-G24V konnte bei induzierenden Bedingungen eine schwachere LAC-Expression im Vergleich
zu KIGAL80® beobachtet werden (Abbildung 25). Dies kénnte ebenfalls auf eine schwichere
Interaktion von KlGal80-G24V mit ScGal3 hindeuten. Auffillig ist, dass die fiir Klgal80-G24V bei
Galaktose beobachtete LAC-Expression schwacher als die bei 0,2% Glukose beobachtete
LAC-Expression war (Abbildung 25). Dies konnte aber nicht fiir KIGALSO" beobachtet werden. Es
konnte gezeigt werden, dass die bei 0,2% Glukose fir die ScCGAL80-Allele beobachteten Phanotypen
von ScGAL3 abhangig sind (Abbildung 22). Dies sollte auch fiir die KIGAL80-Allele beobachteten
Phanotypen zutreffen. Demnach wirde der bei 0,2% Glukose beobachtete Phanotyp von
Klgal80-G24V auf eine starker affine Bindung von KIGal80-G24V an ScGal3 in Abwesenheit von
Galaktose und ATP hindeuten. Es ist gezeigt worden, dass die Bindung von ScGal80 an ScGal3 und
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ScGall bzw. die Bindung von KIGal80 an KlGall durch Galaktose und ATP verstarkt wird (27; 40; 41).
In diesem Zusammenhang ist eine Konformationsanderung von ScGal3, ScGall und KlGall durch die
Bindung von Galaktose und ATP vorausgesagt worden (103; 104). Es ware moglich, dass aufgrund
einer Konformationsdanderung von ScGal3 die Bindung von KIGal80-G24V an ScGal3 bei
induzierenden Bedingungen im Vergleich zu nicht-induzierenden Bedingungen schwacher ist.

Unter induzierenden Bedingungen mit Laktose im Medium war fiir KIGAL80" und Klgal80-G24V keine
LAC-Expression bzw. Wachstum? zu beobachten (Abbildung 25). Wie bereits unter 4.3.5 beschrieben
ist die basale Transkription fiir die Induktion mit Laktose im Medium notwendig. Dass eine Induktion
durch Laktose in KIGAL80" nicht ausreicht, deutet auf eine niedrigere basale Expression im Vergleich
zu ScGALSO'. Eine niedrigere basale Expression von KIGAL80" kénnte auf eine festere Bindung von
KIGal80 im Vergleich zu ScGal80 an ScGal4 zurlickzufiihren sein.

Der bei 0,2% Glukose fiir die Mutante Klgal80-G24V beobachtete Phanotyp deutet auf eine
schwéachere Bindung von KIGal80-G24V im Vergleich zu KlGal80 und ScGal80 an ScGal4 hin
(Abbildung 25). In der Mutante Klgal80-G24V sollte daher die basale Transkription im Vergleich zu
KIGAL80" und ScGAL80" stirker sein und zur Laktose-Induktion fiihren. Dies konnte aber nicht
beobachtet werden. Es ware moglich, dass die schwachere Interaktion von KIGal80-G24V und ScGal3
unter induzierenden Bedingungen der glinstigen basalen Transkription in der Mutante Klgal80-G24V
Uberlagern kénnte und nicht zur erwarteten Induktion fihrt (Abbildung 25).

In Tabelle Al ist der Einfluss der in ScGAL80 und KIGAL80 eingefiihrten Mutationen auf die
beobachtete LAC-Expression in S. cerevisiae zusammengefasst.

Anhand der in Abbildung 25 fiir KIGAL8O" und ScGAL80" gezeigten Phanotypen kénnen Informationen
in Hinblick auf die Lokalisation der GAL-regulatorischen Proteine Gal80 und ScGal3 erhalten werden.
Peng und Hopper (2000) haben gezeigt, dass ScGal80 sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma
lokalisiert ist (48). Fiir ScGal3 konnte zunachst nur eine zytoplasmatische Lokalisation gezeigt werden
(48). Diese Befunde fiihrten zur Annahme, dass ScGal80 und ScGal3 ausschliefRlich im Zytoplasma
miteinander interagieren  konnen. Durch die Einfihrung einer zusdtzlichen NLS
(Kernlokalisationssignal-Sequenz) ist eine Lokalisation von ScGal80 im Zellkern forciert und eine
schwachere Galaktose-Induktion im Reporterassay detektiert worden (48). Desweitern ist die
Galaktose-Induktion durch die Verankerung von ScGal3 in der Plasmamembran nicht beeintrachtigt,
wonach ScGal3 nicht fiir die Induktion in den Zellkern gelangen muss (50). Anhand dieser Daten
wurde von Peng und Hopper (2002) ein Modell vorgeschlagen, nach dem ScGal80 und ScGal3 im
Zytoplasma miteinander interagieren, was bei der Galaktose-Induktion zu einer Reduktion der
effektiven ScGal80-Konzentration im Zellkern fiihrt, wodurch die Inhibierung von ScGal4 aufgehoben
wird (50). Inzwischen ist in Galaktose-induzierten Zellen ebenfalls eine zytoplasmatische Lokalisation
von ScGal3 gezeigt und der ScGal3-ScGal80-Komplex nicht nur im Zytoplasma sondern auch im
Zellkern nachgewiesen worden (49). Wightman et al. (2008) schlugen ein Modell vor, nach dem
ScGal3 im Galaktose- und ATP-gebundenem Zustand vom Zytoplasma in den Zellkern transloziert und
dort an ScGal80 bindet, wodurch die Inhibierung von ScGal4 aufgehoben wird (49). In unserem Labor
ist fur KIGal80 ausschlieBlich eine nukledre Lokalisation gezeigt und inzwischen die

? Durch Hydrolyse ist Laktose zu einem geringen Anteil mit Glukose verunreinigt. Bei hohen Laktosekonzentrationen wird
daher oft ein schwaches Wachstum von Lac Stdmmen beobachtet.
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Kernlokalisationssignal-Sequenz (NLS) von KIGal80 identifiziert worden (33; 105). Die Interaktion
zwischen KlGall, das zytoplasmatisch und nukleéar lokalisiert ist, und KIGal80 ist ausschlieBlich im
Nukleus nachgewiesen worden (33). In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die
Expression von KIGal80 vom natlirlichen ScGAL80-Promotor in S. cerevisiae keinen Einfluss auf die
Induktion der LAC- und GAL-Gene (in Bezug auf das beobachtete Galaktose-Wachstum) hatte. Dieser
Befund deutet zum einen auf ein Shutteln von ScGal3 zwischen Zytoplasma und Zellkern fir die
Galaktose-Induktion in S. cerevisiae hin und zum anderen, dass fir die Galaktose-Induktion das
Shutteln von Gal80 nicht unbedingt erforderlich ist. Diese Daten stiitzen das von Wightman et al.
(2008) vorgeschlagene Modell (49).
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5. Diskussion

5.1 Der Ligand beeinflusst die Interaktion der GAL-regulatorischen Proteine

In S. cerevisiae und K. lactis wird die Transkription der GAL-Gene in Abhangigkeit von Galaktose durch
die Interaktion der GAL-regulatorischen Proteine, dem Aktivator Gal4, dem Repressor Gal80 und
ScGal3 bzw. KIGall, reguliert (siehe Einleitung). Unter nicht-induzierenden Bedingungen wird Gal4
durch Gal80, das an die TAD von Gal4 bindet, inhibiert. In Anwesenheit von Galaktose wird die
Inhibierung von Gal4 durch die Bindung von ScGal3 bzw. KIGall an Gal80 aufgehoben. Die
Komplexbildung von ScGal3-ScGal80 bzw. KIGall-KIGal80 erfordert die Bindung von Galaktose und
ATP an ScGal3 bzw. KIGall (27; 38). Der Mechanismus wie diese Interaktionen genau zustande
kommen, ist aber noch nicht vollig verstanden. Die Vorhersage einer putativen Rossmann-Falte in
Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis brachte die Fragen auf, ob Gal80 Dinukleotide binden kann, ob
eine Dinukleotid-Bindung von Gal80 einen Einfluss auf die Interaktion der GAL-regulatorischen
Proteine und auf die Regulation des GAL-Transkriptionsschalters in vivo hat.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis
Dinukleotide binden kénnen (siehe Abschnitt 4.2.1.1). Das alignment der Ko-Kristallstruktur von
ScGal80, einem ScGal4-Peptid (AA 854-874) und NAD mit der Ko-Kristallstruktur von KIGal80 mit
einem KlGal4-Peptid zeigt, dass die Dinukleotid-Bindung in KIGal80 und ScGal80 ahnlich erfolgen
konnte (Abbildung 26.C). Fir die Untersuchung, ob die Gal4-Gal80-Interaktion durch die Dinukleotid-
Bindung von Gal80 beeinflusst wird, wurde in dieser Arbeit ein KIGal4-Peptid verwendet. Die Sequenz
des KlGal4-Peptids enthalt einen Bereich der TAD von KlGal4, der zwischen Gal4 aus K. lactis und
S. cerevisiae hoch konserviert ist und von beiden Gal80 gebunden wird (Abbildung 17) (23-26).
In vitro konnte gezeigt werden, dass die Bindung des KlGal4-Peptids die Dinukleotid-Bindung in Gal80
aus S. cerevisiae und K. lactis beeinflusst (siehe Abschnitt 4.2.4). Fir KIGal80 wurde gezeigt, dass die
Bindung des KlGal4-Peptids die Affinitat von KIGal80 fiir NAD und NADP heruntersetzt. Es wurde
ebenfalls gezeigt, dass auch die Bindung von NADP die Bindung des KlGal4-Peptids an KIGal80 negativ
beeinflusst. Die fiir KIGal80 gezeigten invitro Daten deuten auf eine Uberlappung der
Bindungsstellen flr die Bindung des Dinukleotids und die Bindung von KIGal4-TAD in KIGal80 hin. Der
Einfluss der Aminosaure-Austausche (Tryptophan 31, Histidin 99, Glycin 24) in KIGal80 auf die
Bindung der TAD von KlGal4 wurde nicht untersucht. Wenn dieselben Aminosaurereste an der
Bindung des Dinukleotids und der KIGal4-TAD beteiligt waren, sollten die KIGal80-Varianten eine
geringere Affinitat fur KIGal4-TAD im Vergleich zum Wildtypprotein aufweisen. Der Ko-Kristallstruktur
von KIGal80 mit einem KlGal4-Peptid kann zumindest entnommen werden, dass das Tryptophan 31
an der Bindung der TAD von KlGal4 beteiligt ist (Abbildung 26.B) (91). Dass auch das Histidin 99 und
das Glycin 24 an der Bindung der TAD von KIGal4 beteiligt sein kdnnten, kann der Ko-Kristallstruktur
nicht entnommen werden. Das von Thodenetal (2008) fiir die Kristallisation eingesetzte
KIGal4-Peptid war kleiner als das in dieser Arbeit verwendete KIGal4-Peptid und enthielt die
Aminosduren 847 bis 860 der TAD von KlGal4 (siehe Abschnitt 4.2.4). Die in der Ko-Kristallstruktur
nicht enthaltenen letzten finf Aminosauren der KIGal4-TAD (AA 861-865) kdnnten auch durch das
Glycin 24 gebunden werden.



DISKUSSION SEITE |68

Flr ScGal80 konnte gezeigt werden, dass die Affinitdt von ScGal80 fiir NADP durch das KlGal4-Peptid
vermindert ist (siehe Abschnitt 4.2.4). Dagegen hatte die Bindung des KlGal4-Peptids an ScGal80
keinen Einfluss auf die NAD-Bindung. Es konnte sogar eine leichte Verbesserung der NAD-Bindung
von ScGal80 in Gegenwart des KlGal4-Peptids bestimmt werden. Pulldown-Experimente von Kumar
et al. (2008) haben Ubereinstimmend gezeigt, dass NAD die Bindung von ScGal80 an GST-ScGal4,
einem Fusionsprotein bestehend aus GST und der TAD von ScGal4 (AA 768-881), nicht beeintrachtigt
(90). Die Ko-Kristallstruktur von ScGal80 mit NAD und einem ScGal4-Peptid (AA 854-874) zeigt, dass
das Tryptophan 31 in ScGal80 sowohl an der Dinukleotid-Bindung, als auch an der Bindung der TAD
von ScGal4 beteiligt ist (Abbildung 26.A) (90). Die Bindung des ScGal4-Peptids in der Spalte von
ScGal80 ist dhnlich der Bindung des KlGal4-Peptids in der Spalte von KIGal80 (Abbildung 26.A und C).
Die in dieser Arbeit vorliegenden Daten und die von Kumar et al. (2008) publizierte Ko-Kristallstruktur
von ScGal80 mit NAD und einem ScGal4-Peptid deuten auf eine zumindest teilweise Uberlappung der
Bindungsstellen fir die Bindung des Dinukleotids und der TAD von ScGal4 in ScGal80 (90).

Durch gezielte Aminosaure-Austausche in KIGal80 konnte die Dinukleotid-Bindung beeintrachtigt
(KIGal80-H99L) oder unterbunden (u.a. KIGal80-W31G und KlGal80-G24V) werden (siehe Abschnitt
4.2.1.2). Die in KIGal80 substituierten Aminosduren sind in Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis
konserviert. Einen Einfluss von NADP auf die Bindung des KlGal4-Peptids konnte fiir KIGal80-W31G
und KIGal80-G24V im Vergleich zu KIGal80 nicht detektiert werden (siehe Abschnitt 4.2.4). Dagegen
konnte fur die in der Dinukleotid-Bindung beeintrachtigten KIGal80-Varianten im Vergleich zu
KIGal80 eine etwas schwachere Bindung an KlGall festgestellt werden (siehe Abschnitt 4.2.4). Es ist
wahrscheinlich, dass gleiche Aminosdure-Austausche in ScGal80 denselben Einfluss auf die
Dinukleotid-Bindung haben. Kumar et al. (2008) haben dhnliche Aminosaure-Austausche in ScGal80
vorgenommen (u. a. ScGal80-H99A, ScGal80-W31A) (90). Im Pulldown-Experiment wurde ebenfalls
flir ScGal80 und ScGal80-H99A eine schwachere Bindung an GST-ScGal4 (AA 768-881) durch NADP
detektiert (90). Dagegen war die Bindung von ScGal80-W31A an GST-ScGal4 (AA 768-881) nicht durch
NADP beeinflusst. Von Kumar et al. (2008) wurden aber keine Untersuchungen des Einflusses der
Aminosaure-Austausche in ScGal80 auf die Interaktion mit ScGal3 vorgenommen. Meyer et al. (1991)
haben gezeigt, dass eine ScGAL3-Deletion durch KIGAL1 in S. cerevisiae supprimiert wird (106). Dies
deutet daraufhin, dass KlGall und KIGal80 bzw. ScGal3 und ScGal80 sehr dhnlich miteinander
interagieren. Es ist daher wahrscheinlich, dass auch die Bindung der ScGal80-Varianten an ScGal3
analog zu der Bindung der KIGal80-Varianten an KlGall in vitro beeintrachtigt sein kénnte.
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A

Abbildung 26. Ko-Kristallstruktur von ScGal80 und KIGal80 und einem Gal4-Peptid.

A. Ko-Kristallstruktur des ScGal80-Monomers (hellblau, Trp 31 und Gly 24 sind blau hervorgehoben) mit NAD (rot) und
einem ScGal4-Peptid (orange). B. Ko-Kristallstruktur des KIGal80-Monomers (sandfarben, Trp 31 und Gly 24 sind grin
hervorgehoben) und einem KlGal4-Peptid (lila). C. Alignment der Ko-Kristallstrukturen von ScGal80 (A) und KIGal80 (B).
NAD, das Gal4-Peptid und das an der Dinukleotid-Bindung beteiligte Tryptophan 31 und Glycin 24 sind als sticks dargestellt.
Fur die Orientierung des Gal4-Peptids ist die C-terminale Aminosaure des Gal4-Peptids eingekreist (A und B). Die Modelle

wurden der Brookhaven Proteindatenbank (PDB-Eintrag 3BTS fiir ScGal80 und 3E1K fiir KIGal80) entnommen und mit dem
Programm PyMol (DeLano) erstellt.
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5.2 Die Liganden-Bindung von Gal80 beeinflusst die Gal4-Aktivitdt

Einen Schwerpunkt dieser Arbeit bildeten die Untersuchungen des Einflusses der Aminosaure-
Austausche in Gal80 auf die Inhibierung und Aufhebung der Inhibierung von Gal4 in vivo. Dafir
wurden Untersuchungen bei induzierenden Bedingungen (Galaktose, Laktose) und nicht-
reprimierenden Bedingungen (niedrige Glukosekonzentration) vorgenommen. In der Arbeit wurde
stets von beobachteter LAC-Expression (gleichzusetzen mit Gal4-Aktivitat) bei niedrigen
Glukosekonzentrationen gesprochen. Diese beobachtete Gal4-Aktivitdit kann auf eine basale
Transkription der GAL-Gene zurlickgefiihrt werden, da es sich um nicht-induzierende und nicht-
reprimierende Bedingungen handelte. Fiir die in den Abschnitten 4.3.2 bis 4.3.5 fiir die ScGAL80-
Allele vorgestellten Phanotypen konnte ein Einfluss der Mutationen in ScGal80 sowohl auf die
Inhibierung von ScGal4 als auch auf die Aufhebung der Inhibierung von ScGal4 durch ScGal3
festgestellt werden (siehe auch Tabelle Al). Fur die Mutanten Scgal80-H99L und Scgal80-G24V
konnten im Vergleich zu ScGAL80" nur leichte bzw. keine ScGal4-Aktivitit bei niedrigen
Glukosekonzentrationen und keine ScGal4-Aktivitdt bei der Laktose-Induktion (wahrscheinlich
aufgrund einer niedrigeren basalen Transkription) beobachtet werden. Eine schwéchere
ScGal4-Aktivitat deutet auf eine festere Bindung an ScGal4 von ScGal80-H99L und ScGal80-G24V im
Vergleich zu ScGal80 hin. Im Umkehrschluss wiirde dies bedeuten, dass der Ligand die Bindung von
ScGal80 an ScGal4 schwacht. In vitro konnte gezeigt werden, dass der Ligand einen Einfluss auf die
Bindung von ScGal4 an ScGal80 hat (siehe Abschnitt 4.2.4). Infolgedessen erscheint es
wahrscheinlich, dass der Ligand auch einen Einfluss auf die ScGal4-ScGal80-Interaktion in vivo hat.
Die ebenfalls nicht zur Dinukleotid-Bindung fahige ScGal80-W31G-Variante inhibierte im Vergleich zu
ScGal80-G24V nur schwach ScGal4. Demnach scheint das Tryptophan 31, im Gegensatz zum
Glycin 24, an der Bindung der TAD von ScGal4 beteiligt zu sein (Abbildung 26.A). Nach Angaben von
Kumar et al. (2008) inhibierten alle ScGal80-Varianten, einschlieflich ScGal80-W31A, vollstiandig im
nicht-induzierten Zustand (90).

Es konnte gezeigt werde, dass die bei niedrigen Glukosekonzentrationen fiir die ScGAL80-Allele
beobachteten Phdnotypen von ScGAL3 abhédngig sind (siehe Abschnitt 4.3.3). Bei induzierenden
Bedingungen (Galaktose) erreichten im ScGAL3"-Hintergrund die Mutanten Scgal80-H99L und
Scgal80-G24V nicht das Niveau von ScGAL80', was auf eine schwichere Bindung an ScGal3 der
ScGal80-Varianten im Vergleich zu ScGal80 hindeutet. Dies sollte vermutlich auch fiir die Interaktion
von ScGal80-H99L und ScGal80-G24V mit ScGal3 bei niedrigen Glukosekonzentrationen zutreffen. Im
Umbkehrschluss wiirde dies bedeuten, dass der Ligand die Bindung von ScGal80 an ScGal3 beglinstigt.
Eine durch den Liganden beglinstigte ScGal3-ScGal80-Interaktion ist nicht im Widerspruch mit einer
durch den Liganden geschwachten ScGal4-ScGal80-Interaktion. Beides beglinstigt ScGal4-Aktivitat.
Im Scgal3A-Hintergrund wurde ein besseres Wachstum und starkere Induktion der
Scgal80-Mutanten gegeniiber ScGAL80® beobachtet, was auf eine festere Bindung der
ScGal80-Varianten gegeniiber ScGal80 an ScGall zurlickzufiihren sein konnte (siehe Abschnitt 4.3.3).
Im Umkehrschluss wiirde dies bedeuten, dass der Ligand die Bindung von ScGal80 an ScGall
schwacht. Eine festere Bindung der ScGal80-Varianten im Vergleich zu ScGal80 an ScGall fihrt zur
Inhibierung der Galaktokinase und kdnnte auch das niedrigere Niveau der enzymatischen Aktivitat in
den Mutanten Scgal80-H99L- und Scgal80-G24V im ScGAL3"-Hintergrund erkldren. Eine festere
Bindung dieser ScGal80-Varianten im Vergleich zu ScGal80 an ScGall wiirde eine schwachere
Bindung dieser ScGal80-Varianten im Vergleich zu ScGal80 an ScGal3 bedeuten. Im Umkehrschluss ist
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eine durch den Liganden geschwachte ScGall-ScGal80-Interaktion nicht im Widerspruch mit einer
durch den Liganden beglinstigten ScGal3-ScGal80-Interaktion. Beides beeintrachtigt nicht die
Induktion der GAL-Gene und die Metabolisierung von Galaktose.

Anhand der publizierten Kristallstruktur von ScGal80 und vorangegangen Mutationsstudien gibt es
Anhaltspunkte, dass die Bindung von ScGal3 an ScGal80 im Bereich des Liganden erfolgen kdnnte. Es
sind Mutationen in ScGal80 bekannt, die sowohl die Bindung von ScGal3 als auch die Bindung von
ScGal4 beeintrachtigen (Abbildung 27) (32; 88). Dies konnte auch fiir die ScGal1-ScGal80-Interaktion
zutreffen. Es kann nicht zwischen definierten Bindungsstellen in ScGal80 fiir die Bindung von ScGal3
bzw. ScGall oder ScGal4 unterschieden werden. Es ist aber moglich, in ScGal80 Bereiche
einzugrenzen, in denen Mutationen die Bindung an ScGal3 starker als die Bindung an ScGal4 und
umgekehrt beeintrachtigen. Mutationen in der Rossmann-Falte von ScGal80 beeintrachtigen starker
die Bindung an ScGal3 und Mutationen in der Nahe der Spalte von ScGal80 starker die Bindung an
ScGal4 (Abbildung 27). Die Mutationen in der Rossmann-Falte konnten auf eine Bindung von ScGal3
und ScGall in der Ndhe des Liganden an ScGal80 hinweisen. Demnach kann nicht prinzipiell ein
Einfluss des Liganden sowohl auf die ScGal3-ScGal80-Interaktion, als auch auf die ScGall-ScGal80-
Interaktion ausgeschlossen werden. Der Ligand konnte in die Bindung von ScGal80 an ScGal3 beteiligt
sein und andererseits die Bindung von ScGal80 an ScGall beeintrachtigen. Die in dieser Arbeit
vorgelegten Befunde rdumen diese Moglichkeit der Modulierung der Affinitdt von ScGal80
gegenliber ScGal3 und ScGall durch den Liganden ein. Um dies in vitro nachzuweisen, misste die
Komplexbildung von ScGal3-ScGal80 und ScGall-ScGal80 in  Abhdngigkeit wvon der
Ligandenkonzentration untersucht werden. Eine Modulierung der Affinitdt von ScGal80 fiir ScGal3
und ScGall durch den Liganden kdnnte erklaren, warum ScGal3 nur schwach, unter Bedingungen
wo ScGal80 den Liganden nicht gebunden hat, gegen die ScGall-ScGal80-Interaktion in vitro
kompetitiert (107).

Abbildung 27. Lokalisation von Mutationen in ScGal80, die die ScGal3- und ScGal4-Bindung beeintriachtigen.

Ko-Kristallstruktur des ScGal80-Monomers (hellblau) mit NAD (rot) und einem ScGal4-Peptid (orange). A. Mutationen, die
die Bindung an ScGal4 beeintrachtigen sind als spheres gelb dargestellt. B. Mutationen, die die Bindung an ScGal3
beeintrachtigen sind als spheres magenta dargestellt. A.-B. Mutationen, die sowohl die ScGal4- als auch die ScGal3-Bindung
beeintrachtigen sind als spheres blau dargestellt (32; 88). Das Modell wurde der Brookhaven Proteindatenbank (PDB-
Eintrag 3BTS) entnommen und mit dem Programm PyMol (DelLano) erstellt.
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Eine Modulierung der Interaktion der GAL-regulatorischen Proteine durch den Liganden kénnte auch
fir K. lactis zutreffen. Die GAL-regulatorischen Proteine Gal4 und Gal80 sind zwischen S. cerevisiae
und K. lactis austauschbar. Es wurde gezeigt, dass ScGal4 und KIGal4 die jeweilige GAL4-Deletion
in vivo komplementieren, und dass ScGal80 und KIGal80 Gal4 aus S. cerevisiae und K. lactis inhibieren
kénnen (11; 12; 25; 27). In der hier vorliegenden Arbeit konnte ScGal80 in S. cerevisiae durch KIGal80
ersetzt werden, indem KIGal80 vom natirlichen ScGAL80-Promotor exprimiert wurde (siehe
Abschnitt 4.3.6). Fir KIGAL80" konnte wie fiir SCGAL80" im Vergleich zur Mutante Scgal80-G24V
ScGal4-Aktivitat bei niedrigen Glukosekonzentrationen detektiert werden (Abschnitt 4.3.6 und
Tabelle Al). Dies deutet hier auf eine schwachere Bindung von KIGal80 an ScGal4 durch den Liganden
hin. Zudem war die durch Galaktose bedingte Induktion in KIGAL80" und ScGAL8O" gleich, was auf
eine gleich starke Interaktion von KIGal80 und ScGal80 mit ScGal3 in S. cerevisiae hindeutet. Meyer
et al. (1991) zeigten, dass KIGAL1 eine ScGAL3-Deletion in S. cerevisiae komplementiert und den
long-term-adaption-Phdanotyp supprimiert, was auf eine gleich starke Bindung von KlGal80 und
ScGal80 an KlGallp hinweist (106). Zusammengefasst weisen die in dieser Arbeit und die von Meyer
et al. (1991) vorliegenden Daten auf vergleichbare Interaktionen von ScGal80 und KlGal80 mit
ScGal4, ScGal3 und KIGall in S. cerevisiae hin. Bei induzierenden Bedingungen (Galaktose) erreichte
die Mutante Klgal80-G24V (wie auch Scgal80-G24V) nicht das Niveau von KIGAL80" (bzw. ScGAL80").
Dies deutet auf eine schwachere Bindung von KIGal80-G24V (wie auch von ScGal80-G24V) im
Vergleich zu KIGal80 (bzw. ScGal80) an ScGal3 hin. Im Umkehrschluss wiirde dies bedeuten, dass der
Ligand nicht nur die Bindung von ScGal80, sondern auch die Bindung von KIGal80 an ScGal3
beglinstigen konnte. Dies konnte auch fir die Bindung von KIGal80 und ScGal80 an KlGall zutreffen.

Anders als KIGAL80" verhielt sich Klgal80-G24V nicht wie Scgal80-G24V in S. cerevisiae (siehe
Abschnitt 4.3.6 und Tabelle Al). Die Mutante Klgal80-G24V wies im Vergleich zur Mutante Scgal80-
G24V starke ScGal4-Aktivitdt bei niedrigen Glukosekonzentrationen auf, was auf eine schwéachere
Inhibierung von ScGal4 durch KIGal80-G24V hindeutet. Dieser Befund und die in vitro-Daten deuten
daraufhin, dass in ScGal80 und KIGal80 die Bindung der Gal4-TAD unterschiedlich erfolgt.
Konformative Unterschiede der gebundenen Transaktivierungsdomane und Unterschiede in den
Kontaktstellen zwischen der Transaktivierungsdomdne und Gal80 sind mdglich, auch wenn der
Austausch der TAD von ScGal4 und KIGal4 keinen Einfluss auf die Repression und Induktion in
S. cerevisiae hat (25). Da Struktur, Spezifitat und Affinitdt von Transaktivierungsdomanen durch die
Interaktion mit dem Repressor bestimmt werden, wdre eine Ko-Kristallisation von Gal80 aus
S. cerevisiae und K. lactis mit beiden Transaktivierungsdomanen von ScGal4 und KlGal4 als

Gegenstand weiterer Forschungsarbeiten interessant.

5.3 Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis binden Dinukleotide mit unterschiedlicher Affinitat

Im Abschnitt 4.2.1 wurde gezeigt, dass Gal80 aus S. cerevisiae und K. lactis Dinukleotide mit
unterschiedlicher Affinitat binden konnen. Fiir KIGal80 wurde ein apparenter Kp-Wert fir die
KIGal80-NAD-Interaktion von 6,1 x 10" mM und fir die KIGal80-NADP-Interaktion von 2,1 x 10" mM
ermittelt. ScGal80 bindet mit einem apparenten Kp-Wert von 15,2 x 10°mM NAD und mit
2,5 x 10° mM NADP. Die unterschiedlichen Affinititen von ScGal80 und KIGal80 fiir den Liganden
kénnen Unterschiede in den intrazelluldren Konzentrationen der Dinukleotide zwischen den Hefen
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widerspiegeln. Unterschiede im Metabolismus von S. cerevisiae und K. lactis sind bekannt. In Hefe
wird Glukose durch die Glykolyse und den Pentosephosphatweg metabolisiert. Der
Pentosephosphatweg, in dem zytosolisches NADP zu NADPH reduziert wird, ist in K. lactis effektiver
als in S. cerevisiae (108). Desweiteren besitzt K. lactis eine in der Mitochondrien-Membran
verankerte NADPH-Dehydrogenase, die zytosolisches NADPH oxidiert (109).

Proteine, die zwischen reduzierten und oxidierten Dinukleotiden unterscheiden und Anderungen von
NAD:NADH und NADPH:NADP in der Zelle wahrnehmen koénnen, wurden als Redoxsensoren
beschrieben (110; 111). Das NADP(H)-Sensorprotein HSCARG bindet NADPH um einen Faktor von 360
starker als NADP (86). Das NAD(H)-Sensorprotein CtBP bindet NADH um einen Faktor >100 starker als
NAD (112). Die reduzierten Dinukleotide wurden von ScGal80 und KIGal80 nur um einen Faktor von
3-5 schwacher als die oxidierten Dinukleotide gebunden. Dieser Unterschied erscheint zu klein, als
dass Gal80 durch den Redox-Status der Zelle reguliert werden wirde. Fir S. cerevisiae sind
intrazellulare Konzentrationen fir NAD von 1-3 mM und fir NADH von 0,8-1,5 mM bei Standard
Wachstumsbedingungen bestimmt worden (113-117). Die Konzentrationen der phosphorylierten
Aquivalente von NAD und NADH sind in der Zelle niedriger. Fiir NADPH sind intrazelluldre
Konzentrationen von 0,2-0,5 mM? und fir NADP von 0,02-0,1 mM? bestimmt worden (117; 119). Fiir
K. lactis konnten keine Angaben zur Konzentration der Dinukleotide oder deren Verhaltnisse in der
Literatur gefunden werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte deshalb die Konzentration von NAD und
NADP von K. lactis bestimmt werden. Hierzu wurde eine Metaboliten-Extraktion von K. lactis-Zellen
mittels Trichloressigsaure nach Bedalov et al. (2003) vorgenommen (116). Die Bestimmung der im
Metaboliten-Extrakt enthaltenen Konzentration von NAD und NADP sollte in einem enzymatischen
Test (Alkohol-Dehydrogenase zur Bestimmung von NAD, Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase zur
Bestimmung von NADP) erfolgen. Es konnte weder NAD noch NADP im Metaboliten-Extrakt
nachgewiesen werden. Alternative Methoden zur Metaboliten-Extraktion sind in unserem Labor
noch nicht getestet worden. Die fiir S. cerevisiae bestimmten intrazelluldren Konzentrationen der
Dinukleotide spiegeln aber nicht die Konzentrationen der im Zytosol und im Zellkern frei verfliigbaren
Dinukleotide wider. Die Konzentrationen der frei verfligbaren Dinukleotide sind niedriger als die in
der Literatur angegebenen Konzentrationen.

Fir KIGal80 ist eine ausschlieRlich nukledre Lokalisation gezeigt (71). ScGal80 ist sowohl
zytoplasmatisch als auch nukleér lokalisiert (48). Die frei verfligbaren Dinukleotide sollten auf Grund
ihrer kleinen molaren Masse durch die Poren der Kernmembran diffundieren kénnen. Demnach
sollten die Konzentrationen der frei verfligbaren Dinukleotide im Zytoplasma auch die
Konzentrationen der frei verfligbaren Dinukleotide im Zellkern wiederspiegeln. Auf Grund der
ermittelten Dissoziationskonstanten von Gal80 fiir NAD und NADP ist es vorstellbar, dass Gal80 in der
Zelle NAD oder NADP gebunden hat. An dieser Stelle soll noch einmal auf die in Abschnitt 4.3.6 in
S. cerevisiae beobachteten Phinotypen der Wildtypallele ScGAL80" und KIGAL80® hingewiesen
werden, da diese eine Korrelation mit den fir ScGal80 und KIGal80 ermittelten Affinitdten fir den
Liganden zeigten.

3 NADP(H)-Konzentrationen wurden in umol g'1 (Trockengewicht) angegeben. Die Umrechnung in mM erfolgte mit einem
Faktor von 2,38 ml fiir das intrazellulare Volumen pro Gramm Trockengewicht nach Ditzelmdiller et al. (1983), (118).
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5.4 Modellvorstellung zur Modulierung des GAL-Transkriptionsschalters durch den Liganden

Kumar et. al. (2008) beobachteten mit ahnlichen ScGAL80-Mutanten-Stammen eine schnellere
Induktion der ScGAL1-Expression, die aber dasselbe Niveau von ScGAL80" erreicht haben sollen, und
schlugen vor, dass der Ligand die Geschwindigkeit des anfanglichen Induktionsereignissen bestimmt
(90). In diesem Zusammenhang spekulierten Kumar et. al. (2008), dass ScGal80 von einem NAD-
gebundenen Zustand (begiinstigt die Bindung an ScGal4) in einen NADP-gebundenen Zustand
(schwacht die Bindung an ScGal4) beim Wechsel von nicht-induzierenden zu induzierenden
Bedingungen libergeht und ScGal80 schneller von ScGal4 dissoziiert. In der hier vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass von beiden Gal80 NAD gegenliber NADP nur um einen Faktor von 3-6
schwacher gebunden wird. Dieser Faktor erscheint zu klein, als dass eine Regulation von Gal80 durch
NAD und NADP erfolgen konnte. Ebenso weisen die gezeigten Ergebnisse nicht auf eine derartige
Feinregulierung des GAL-Transkriptionsschalters durch den Liganden hin. In vitro konnte zwar ein
positiver Einfluss der TAD von KIGal4 auf die NAD-Bindung von ScGal80 festgestellt werden, es gibt
aber derzeit keine Anhaltspunkte, dass NAD die ScGal4-ScGal80-Interaktion stabilisieren kdnnte. Im
Gegenteil, die in der Dinukleotid-Bindung beeintrachtigten ScGal80-Varianten (ScGal80-H99L und
ScGal80-G24V) zeigten eine starkere Inhibierung von ScGal4 im Vergleich zum Wildtypprotein.

Die in dieser Arbeit vorliegenden Daten favorisieren eine Modell, nach dem Gal80 nicht als Sensor
zwischen NAD(H) und NADP(H) diskriminiert, sondern die Dinukleotid-Bindung von Gal80 fir eine
unvollstandige Inhibierung von Gal4 fur die basale Transkription der GAL/MEL- bzw. GAL/LAC-Gene
und fiir eine vollstandige Induktion der GAL-Gene erforderlich sein kdnnte (Schema4). Die
unvollstdndige Inhibierung von Gal4 durch die Dinukleotid-Bindung von Gal80 ist nach dieser
Modellvorstellung von ScGal3 bzw. KIGall abhangig. Durch die Dinukleotid-Bindung von Gal80 wiirde
die ScGal3-Gal80-Interaktion bzw. KIGall-Gal80-Interaktion beglinstigt, wodurch ein hoheres Niveau
bei der Induktion erzielt wiirde. Gleichzeitig wiirde im Zuge der Galaktose-Induktion in S. cerevisiae
die Bindung von Gal80 an ScGal3 durch die Dinukleotid-Bindung gegeniiber ScGall bevorzugt,
wodurch die Galaktokinase-Funktion von ScGall nicht inhibiert wiirde. In K lactis ist die Funktion des
Regulators von KlGal80 und der Galaktokinase in KlGall vereinigt. Da ebenfalls die Galaktokinase-
Funktion von KlGall im KlGal80-gebundenen Zustand inaktiv ist, muss KlGall in K. lactis starker
induziert werden, damit KIGall durch KIGal80 nicht austitriert wiirde (33; 71).
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Schema 4. Hypothetisches Modell zur Regulation des GAL-Transkriptionsschalters durch den Liganden.

A. Nicht-reprimierende Bedingungen: Gal80 liegt vorrangig im Dinukleotid-gebundenen Zustand in der Zelle vor. Die vom
Gal80-NAD-Komplex vermittelte Inhibierung der Transaktivierungsdoméne (TAD) von Gal4 ist im Vergleich zur Gal80-
vermittelten Inhibierung schwéacher und flihrt zu einer stirkeren basalen Transkription, die zudem von ScGal3/KIGall durch
Bildung eines ScGal3/KIGal1-NAD-Gal80-Komplexes abhéngig ist. B. Induzierende Bedingungen: Die Inhibierung der TAD von
Gal4 durch den NAD-Gal80-Komplex wird durch Bildung eines ScGal3/KIGal1-NAD-Gal80-Komplexes aufgehoben. In
S. cerevisiae bildet sich nur ein schwacher ScGall-NAD-Gal80-Komplex, wodurch die Galaktokinase-Aktivitat von ScGall
inhibiert wird. (Bevorzugte Gleichgewichte sind schwarz gekennzeichnet sowie durch starkere Pfeile/Symbole
hervorgehoben.)
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5.5 Metabolite beeinflussen die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren

Die grundlegenden Mechanismen der Genregulation sind weitestgehend bekannt. Es ist aber noch
nicht verstanden, wie das ,An“- und ,Abschalten” von Genen oder eine Feinregulierung der
Transkription in Abhdngigkeit von verdnderten Bedingungen (z.B. Nahrstoffangebot) erfolgt. Ein
direkter Einfluss von Metaboliten auf die Regulation der Expression ist in Prokaryoten lange bekannt.
Zum Beispiel wird in E. coli die Aktivitat des lac-Repressors durch Laktose reguliert (siehe Einleitung).
In Eukaryoten konnte erst in den letzten Jahren ein direkter Einfluss von Metaboliten auf die Aktivitat
von Transkriptionsfaktoren gezeigt werden. Put3, ein Transkriptionsaktivator in S. cerevisiae, bindet
als Dimer an UAS-Elemente stromabwarts von PUT1 und PUT2. PUT1 und PUT2 kodieren Enzyme, die
fir die Umwandlung von Prolin in Glutamat notwendig sind. In Abhadngigkeit von der verfligharen
Stickstoffquelle und der intrazellularen Prolin-Konzentration, bindet Put3 Prolin. Dies fiihrt zu einer
Konformationsanderung und Freisetzung der TAD von Put3, wodurch die Transkription von PUT1 und
PUT2 aktiviert wird (120). Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der durch die Bindung eines Metaboliten
reguliert wird ist Hapl. In Abhdngigkeit von der Him-Konzentration aktiviert oder reprimiert Hap1l
die Transkription einer Reihe von Genen in S. cerevisiae (121). Die Regulation der GAL-Gene erfolgt in
Abhdngigkeit von dem Metabolit Galaktose, der nicht mit dem Repressor Gal80 oder dem
Transkriptionsaktivator Gal4, sondern mit ScGal3 bzw. KIGall interagiert. Die Modelle besagen, dass
die Interaktion von Gal3 bzw. KIGall mit Gal80 in Abhangigkeit von Galaktose essentiell fiir die
Transkriptionsaktivierung der GAL-Gene ist (121). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein weiterer
Metabolit (NAD(P)), der direkt an den Repressor Gal80 bindet, die Wechselwirkung mit dem
Transkriptionsaktivator Gal4, aber auch wahrscheinlich mit ScGal3 und KlGall, beeinflusst. Damit
ware ein weiterer Fall von Regulation direkt an der DNA wirkender Transkriptionsfaktoren durch
kleine Metabolite beschrieben. Um Genregulation auf molekularer Ebene richtig verstehen zu
kénnen, ist es erforderlich den direkten Einfluss von Metaboliten auf die Aktivitit von
Transkriptionsfaktoren in zukinftigen Forschungsarbeiten zu untersuchen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Gal80 aus Saccharomyces cerevisiae und
Kluyveromyces lactis Dinukleotide binden kdnnen und ob dies einen Einfluss auf die Interaktion der
GAL-regulatorischen Proteine sowie auf die Regulation des GAL-Transkriptionsschalters in vivo hat.
Mittels verschiedener biophysikalischer Methoden (Fluoreszenzspektroskopie, isothermale
Titrationskalorimetrie,  Zirkulardichroismus, analytische  Ultrazentrifugation, stopped-flow-
Spektroskopie) wurde die Dinukleotid-Bindung von ScGal80 und KIGal80 nachgewiesen und
umfassend charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass ScGal80 Dinukleotide mit viel héherer
Affinitat als KIGal80 binden kann. Beide Gal80 binden NADP mit hoherer Affinitat als NAD und die
oxidierten mit hoherer Affinitat als die reduzierten Dinukleotide. Fiir KIGal80 wurde gezeigt, dass die
Dinukleotid-Bindung keinen erkennbaren Einfluss auf die Sekundarstruktur und die Dimerisierung
hat. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass einzelne Aminosaure-Austausche in KIGal80, die die
Dinukleotid-Bindung beeinflussen, keinen erkennbaren Einfluss auf die Gesamt-Sekundarstruktur
hatten.

Durch Untersuchungen mittels Fluoreszenzspektroskopie und Durchfiihrung von Galaktokinase-
Inhibierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Bindung der Transaktivierungsdoméane
von KlGal4 die Bindung von NAD und NADP in KIGal80 beeintrachtigt. Fiir ScGal80 wurde gezeigt,
dass die Bindung der Transaktivierungsdomane von Gal4 die Bindung von NADP aber nicht die von
NAD beeintrichtigt. Diese Daten deuten auf eine stirkere Uberlappung der Bindungsstellen fiir die
Bindung der Transaktivierungsdomdne von Gal4 und des Dinukleotids in KIGal80 im Vergleich zu
ScGal80 hin. In vivo-Untersuchungen in S. cerevisiae bestatigten diese Befunde. Die nicht mehr zur
Dinukleotid-Bindung fahige Variante KIGal80-G24V inhibierte im Vergleich zur homologen Variante
ScGal80-G24V nur schwach ScGal4. Mit Hilfe des Galaktokinase-Inhibierungsexperiments konnte
gezeigt werden, dass die Dinukleotid-Bindung von KIGal80 keinen negativen Einfluss auf die
Inhibierung von KIGall hat. Dagegen wurde eine etwas schwdchere Interaktion fir die Variante
KIGal80-G24V mit KlGall detektiert. In S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass die homologen
Mutanten gal80-G24V nicht das selbe Niveau bei der Induktion wie die GAL80"-Stamme erreichten.
Dieser Befund deutet auf eine schwéachere Interaktion der Varianten Gal80-G24V im Vergleich zu
Gal80 mit ScGal3.

Bei nicht-reprimierenden Bedingungen (niedrigen Glukosekonzentrationen) wurde eine basale
LAC-Expression (Gal4-Aktivitat) in S. cerevisiae und K. lactis detektiert. Es konnte gezeigt werden,
dass die beobachtete basale LAC-Expression in S. cerevisiae und K. lactis von ScGal3 bzw. KlGall
abhangig ist. Anhand dieser Befunde konnte erstmalig eine biologische Funktion der Bindung von
ScGal3 bzw. KIGall, unabhangig von Galaktose und ATP, an Gal80 zur Regulation der Gal4-Aktivitat
gezeigt werden. Die fehlende Dinukleotid-Bindung von ScGal80 flihrte zu einer reduzierten basalen
LAC-Expression in der Mutante Scgal80-G24V. Dies deutet auf eine festere Bindung der Variante
ScGal80-G24V im Vergleich zu ScGal80 an ScGal4 hin. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass die
Mutante Scgal80-G24V den long-term-adaption-Phanotyp im Scgal3A-Hintergrund supprimierte, was
auf eine festere Bindung von ScGal80-G24V im Vergleich zu ScGal80 an ScGall hinweist.
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Anhand der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse wurde eine Modulierung der Interaktion der
GAL-regulatorischen Proteine durch die Dinukleotid-Bindung von Gal80 in S. cerevisiae und K. lactis
vorgeschlagen. Hierbei wiirde die Dinukleotid-Bindung von Gal80 zu einer schwacheren Bindung an
Gald und zu einer starkeren Bindung an ScGal3 bzw. KlGall fiihren. In S. cerevisiae wiirde die
Dinukleotid-Bindung von Gal80 die Bindung an ScGall schwachen, wodurch die enzymatische
Funktion von ScGall nicht inhibiert wird.
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Anhang Al. Fluoreszenzspektren der KlGal8o-
Varianten.

Korrigierte Tryptophanfluoreszenz von NHKIGal80 (—), -
G24V (—), -W31G (—), -D88A (--), -H99L (- -) und E122G
(e**). Emissionspektren wurden nach Anregung der
Tryptophanfluoreszenz bei 295 nm in 20 mM Tris, 60 mM
NaCl, 60 mM EDTA, pH 8.2 bei 20°C aufgezeichnet. Die
Konzentration an NHKIGal80 und der NHKIGal80-Varianten
betrug, bis auf NHKIGal80-W31G mit 1,5 uM, 1 uM.

Anhang A2. Plot der Endwerte der stopped-
flow-Kinetiken von KIGal80o mit NADP.
Dargestellt sind die Endwerte der relativen integralen
Tryptophanfluoreszenz der NHKIGal80-NADP-Interaktion
(O) in Abhiangigkeit von der NADP-Konzentration. Die
Tryptophanfluoreszenz wurde bei 340 nm, nach Anregung
bei 295nm, direkt nach dem Mischen von 19 uM
NHKIGal80 und verschiedenen NADP-L&sungen, im
Verhdltnis 1+1 gemessen. Fir die NHKIGal80-NADP-
Interaktion wurde ein Ky-Wert von 2,6><10'1mM
bestimmt. Stopped-flow-Kinetiken wurden in 20 mM Tris,
60 mM Nacl, pH 8.2 bei 20°C aufgenommen.

Anhang A3. Wachstum der Hefekulturen fiir die
LAC-Expression in Fliissigkultur.

Dargestellt ist die zeitabhdngige Zunahme der Optischen
Dichte bei 600 nm (logarithmische Skalierung) der
FI4 sind4A ScGAL80-Stamme in Galaktose: ScGAL80" (O),
Scgal80-G24V (®), Scgal80-W31G (X) und Scgal80-HI99L
(A). Die Hefekulturen wurden in 0.5% Glukose-haltigem
Medium vorgezogen und zur Induktion der LAC-Expression
in  0.5% Galaktose-haltigem Medium umgesetzt. Die
Kultivierung der Hefen erfolgte in mit allen Aminosauren
supplementiertem Minimalmedium als Schiittelkultur bei
30°C.
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Tabelle A1. Ubersicht iiber den Einfluss der Mutationen in GAL80 auf die LAC-Expression.

Die als Symbol fiir die GAL80-Allele ausgedriickte LAC-Expression bezieht sich auf die LAC-Expression von GAL80" aus S. cerevisiae in der jeweiligen Spalte.

+ LAC-Expression

++ erhohte LAC-Expression
+ reduzierte LAC-Expression
— keine LAC-Expression

? ScGAL3*-Hintergrund
bchals’A—Hintergrund
n. u. nicht untersucht

SeEiTe |80

Organismus  GAL80-Allel Aminosaure-Austausch in Gal80 Phanotyp (LAC-Expression)
0,2% Glukose Galaktose Laktose
*ScGAL3" ®Scgal3A ?ScGAL3" ® Scgal3A °ScGAL3" ® Scgal3A
S. cerevisige ~ GAL80" - + — + — + —
S. cerevisiae  gal80-G24V Substitution von Gly 24 in der
Pyrophosphat-Bindeschleife — — + + — —
(Verlust der Dinukleotid-Bindung)
S. cerevisiae  gal80-W31G Substitution von Trp 31 in der
Pyrophosphat-Bindeschleife 4+ — + + + +
(Verlust der Dinukleotid-Bindung)
S. cerevisiae  gal80-H99L Substitution von His 99 in der
Rossmann-Falte (schwachere + — + + — -
Dinukleotid-Bindung)
K. lactis GALSO" - + n.u + n. u. — n. u.
K. lactis gal80-G24Vv Substitution von Gly 24 in der
Pyrophosphat-Bindeschleife ++ n. u. + n.u _ n. u.

(Verlust der Dinukleotid-Bindung)
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