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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Sphingolipide

Der Begriff Sphingolipide bezeichnet eine Unterklasse von Lipiden, deren systematische
Einteilung bzw. Klassifizierung 2005 in aktualisierter Form vorgeschlagen wurde (FAHY et
al., 2005). Sphingolipide kommen in nahezu allen tierischen, pflanzlichen und pilzartigen
Zellen, sowie in einigen Prokaryonten (z.B. Sphingomonas spec. und wenige
Myxobakterien) und Viren vor. Dort sind sie ein wesentlicher Bestandteil von zelluldren
Membranen (insbesondere von Plasmamembranen). Auferdem sind sie wichtige
Komponenten von Lipoproteinen, der multilamellaren Barriere der Haut (stratum
corneum) und gewinnen aktuell als Signalmolekiile bzw. second messenger in der
Sphingolipid-Forschung (,sphingolipidomics“) immer mehr an Bedeutung. Die Gesamtheit
aller Lipide (Lipidom) unterliegt in Hefen einem relativ einfachen und konservierten
Netzwerk aus Lipid-Biosynthesewegen, die in S. cerevisiae fir die Produktion von lber
250 verschiedenen Lipid-Spezies verantwortlich sind (YETUKURI et al., 2008; EiSING et al.,
2009). Die Diversitat der Fettsdure-Komponenten z.B. wird dabei im Wesentlichen von
drei Faktoren bestimmt: dem FAS (fatty acid synthase) Komplex (TEHLIVETS et al., 2007),
der A9-Fettsdure Desaturase Olel (MARTIN et al., 2007) und dem Fettsdure-Elongations-
Komplex (Denic & WEISSMAN, 2007), wodurch in S. cerevisiae fast nur gesattigte oder
einfach ungesattigte Fettsdauren mit 10 - 26 C-Atomen synthetisiert werden. Diese
Fettsauren stehen der Synthese von Glycerolipiden, Glycerophospho-lipiden und
Sphingolipiden zur Verflugung. Sphingolipide machen in Hefe etwa 7 % der
Plasmamembran-Masse aus und stellen etwa 30 % der Phospholipid-Fraktion dar (PATTON
& LESTER, 1991).

Sphingolipide sind amphipatische Molekile, deren Grundbausteine (neben einer
Fettsdure und einer meist polaren Kopfgruppe) Aminoalkohole sind, die als

Sphingoidbasen oder synonym als long-chain bases (LCBs) bezeichnet werden (Abb. 1).
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(d18:124E) (d18:0) (4-t18:0)

Abb. 1: Struktur der drei in der Natur am haufigsten vorkommenden Sphingoidbasen. Die Sphingoidbasen in
S. cerevisiae z.B. sind Dihydrosphingosin (Sphinganin) und Phytosphingosin. In P. ciferrii und beispielsweise
Saugerzellen kommt zuséatzlich (u.a.) noch Sphingosin vor.

Im Allgemeinen sind die haufigsten LCBs Sphingosin (SPH), Sphinganin (SA; oder
Dihydrosphingosin) und Phytosphingosin (PHS), wobei die Lange der Kette vorwiegend 18
C-Atome betragt. Charakteristisch fur LCBs sind Hydroxylgruppen am C-Atom 1 und 3,
sowie eine Aminogruppe am C-Atom 2 (2-Amino-1,3-Dihydroxyalkan). Die Konfiguration
der Chiralitat am C-Atom 2 und 3 ist bei natirlich vorkommenden Sphingoidbasen D-
erythro (2S, 3R) [(bzw. D-ribo bei Phytosphingosin (2S,3R,4R)] (HIRABAYASHI et al., 2006).

Eine gebrauchliche Abkiirzung fiir z.B. Sphingosin ist d18:1%%

. Dabei steht ,d“ fir die
beiden (di-) Hydroxylgruppen, die erste Zahl fir die Anzahl der C-Atome (18) und die
zweite Zahl reprasentiert die Anzahl der Doppelbindungen, wobei der Exponent die
Position(en) der Doppelbindung(en) in der C-Kette und deren Konfigurations-Isomerie
beschreibt (Position 4; E = trans). Dieser allgemeinen Nomenklatur folgend ist PHS mit 18
C-Atomen als 4-t18:0 zu bezeichnen [drei (tri-) Hydroxylgruppen, wobei das C-Atom 4
zusatzlich hydroxyliert ist] und Sphinganin als d18:0.

Eine Prozessierung bzw. Modifikation von LCBs kann z.B. die Addition von zusatzlichen
Hydroxyl- bzw. Methylgruppen sein. Wird an der LCB (iber eine Amidbindung am C-Atom
2 eine Fettsdaure verknilpft, erhdlt man Ceramide, einfache Sphingolipide deren
Kopfgruppe eine Hydroxylgruppe darstellt. Die Ldnge der Fettsdurekette in Ceramiden
kann zwischen 14 und 30 C-Atomen variieren (HIRABAYASHI et al., 2006). Zusétzlich sind
sowohl Sattigungs-, Methylierungs- als auch Hydroxylierungsgrad variabel. In S. cerevisiae
und P. ciferrii betrdagt die Lange der Ceramid-gebundenen (meist gesattigten)
Fettsaureketten hauptsachlich 26 C-Atome, die als ,very long chain fatty acids“ (VLCFAs)
bezeichnet werden. Diese tragen in der Regel entweder keine, eine oder zwei
Hydroxylgruppen und sind (zumindest in S. cerevisiae) nicht methyliert (DICKSON & LESTER,

2002; BORGEL, 2007; EJSING et al., 2009).
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Eine weitere Komponente von Sphingolipiden sind die (meist) polaren Kopfgruppen, die
haufig durch Hexosen (wie z.B. Glukose, Galaktose oder Mannose), Phosphat, Phospho-
Inositol oder Phosphatidyl-Cholin reprasentiert werden. Beispiele flir den generellen
Aufbau von Sphingolipiden sind in Abb. 2 dargestellt.

Die Vielfalt an Sphingolipiden ist enorm hoch, wodurch eine betrachtliche Komplexizitat
an Struktur und Funktion von Sphingolipiden gewahrleistet werden kann. So sind
beispielsweise in Saugerzellen fiinf verschiedene Sphingoidbasen, 20 verschiedene
Fettsdure-Spezies und tber 500 Kohlenhydratreste bekannt (FUTERMAN & HANNUN, 2004).
Allerdings gibt es in vivo oft, abhangig von Gewebe und / oder Organismus, Prdferenzen
fir bestimmte Sphingolipid-Spezies (s. 1.6). So hoch die Komplexitdt von Sphingolipiden
auch sein kann, ihre Grundbausteine sind i.d.R. die Sphingoidbasen Phytosphingosin,

Sphinganin oder Sphingosin.

OH
|

r I n h h hh

Sphingosine Sphingosine-1- Ceramide Ceramide-1- Sphingomyelin Glucosylceramide
phosphate phosphate

Abb. 2: Vereinfachte Darstellung vom generellen Aufbau von Sphingolipiden. Als Sphingoidbase (LCB) ist nur
Sphingosin (blau) dargestellt, welche mit nur einer Art von Fettsdaure (Palmitat: rot) N-acyliert ist. Sowohl
LCBs als auch Ceramide konnen mit polaren Kopfgruppen erganzt werden (hier Phosphat bzw.
Phosphatidyl-Cholin: griin). Des Weiteren ist nur ein einfaches Glykosphingolipid dargestellt, bei dem durch
Addition von Glukose (schwarz) an Ceramid Glukosylceramid entsteht. Mod. nach (FUTERMAN & HANNUN,
2004).
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1.2 Sphingolipid-Metabolismus in Hefen

Die de novo Synthese von Sphingoidbasen, den Grundbausteinen der Sphingolipide, ist in
allen bekannten Sphingolipid-produzierenden Organismen stark konserviert, wohingegen
der Metabolismus von komplexeren Sphingolipiden spezifisch an den jeweiligen
Organismus angepasst ist. Die am Sphingolipid-Stoffwechsel beteiligten Gene wurden
weitestgehend im Modellorganismus S. cerevisiae aufgeklart und charakterisiert (DICKSON,
2010). Der Sphingolipid-Metabolismus dieser Hefe gilt daher bis heute als am besten
verstanden, weshalb im Folgenden hauptsachlich anhand von S. cerevisiae die Biologie

der Sphingoidbasen und komplexeren Sphingolipide erldutert werden soll.

1.2.1 Biosynthese von Sphingoidbasen

Der erste Schritt in der de novo LCB-Biosynthese ist die Kondensation von cytosolischem
L-Serin und Palmitoyl-CoA zu 3-Ketosphinganin (3-KSA) unter Abspaltung von CO, und
CoA (Abb. 3). Diese Pyridoxal-5"-P abhangige Reaktion wird von der Serin-Palmitoyl-
Transferase (SPT) katalysiert (NAGIEC et al., 1994), was erstmals in Experimenten mit
Mikrosomen-Prdparaten von P. ciferrii beschrieben wurde (GREeNE et al., 1965; BRAUN &
SNELL, 1967). Die SPT stellt ein Heterodimer dar, bestehend aus den Untereinheiten Lcb1
und Lcb2. Beide Untereinheiten sind in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
(ERs) lokalisiert, wobei das katalytische Zentrum der SPT der cytosolischen Seite zugeneigt
ist (HAN et al., 2004; FUTERMAN & RIEzMAN, 2005). Der genaue Reaktionsmechanismus der
SPT wurde kirzlich aufgekldrt (IkusHIRO & HAvAsHI, 2011). Ein Hefestamm, der eine
Deletion eines der beiden korrespondierenden Gene LCB1 oder LCB2 tragt, ist auxotroph
fir Sphingoidbasen und nicht lebensféhig, solange keine exogenen Sphingoidbasen zur
Verfiigung stehen (WELLS & LESTER, 1983; PINTO et al., 1992; GABLE et al., 2002). Neben
Palmitoyl-CoA (Ci6) kann auch Stearoyl-CoA (Cyg) als Substrat von der SPT verwendet
werden, was allerdings vornehmlich unter Hitzeschock-Bedingungen (37° C) der Fall ist
(DicksoN et al., 1997a; Haak et al., 1997). Zusatzlich zu Lcbl und Lcb2 ist in Hefe ein
akzessorisches, SPT assoziiertes Protein beschrieben (Tsc3). Tsc3 ist ein kleines
hydrophobes Protein welches fiir eine optimale Aktivitat der SPT notwendig und unter

Hitzeschock-Bedingungen essentiell ist (GABLE et al., 2000). Vermutlich interagiert Tsc3
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dabei mit der Lcb2-Untereinheit der SPT (MONAGHAN et al., 2002). TSC3 gehort zur Familie
der Gene flr ,temperature-sensitive suppressors of calcium sensitivity” (TSC) und kommt
in Saugerzellen wahrscheinlich nicht vor (GABLE et al., 2000). Tsc3 spielt zudem
wahrscheinlich bei der Substratauswahl / -verfligbarkeit der SPT eine Rolle, da in einem
tsc3A Stamm die Umsetzung von Stearoyl-CoA stark vermindert ist (COWART & HANNUN,
2007).

3-KSA ist die erste Sphingoidbase in der de novo LCB Biosynthese und gleichzeitig ein sehr
kurzlebiges Intermediat (BEELER et al., 1998), das biologisch wahrscheinlich nicht aktiv ist.
3-KSA wird sehr schnell und unter Verwendung von NADPH zu Sphinganin reduziert.
Dieser Schritt wird von der 3-KSA Reduktase Tsc10 katalysiert. Tsc10 ist ein essentielles
Protein und gehort zur Familie der "kurzkettigen Dehydrogenasen / Reduktasen”. Es ist
ebenfalls in der ER-Membran lokalisiert und besitzt eine putative Transmembrandomane
sowie eine sog. Rossmann-Falte zur NADPH-Bindung. Ein tsc10A Stamm ist nicht
lebensfahig bzw. auxotroph fir Sphingoidbasen (BEELER et al., 1998). Als Produkt der von
Tsc10 katalysierten Reaktion entsteht aus 3-KSA die Sphingoidbase Sphinganin, welche
durch Hydroxylierung am C4-Atom weiter zur Sphingoidbase Phytosphingosin
umgewandelt werden kann. Katalysiert wird diese Reaktion von der Sphinganin C4-
Hydroxylase Syr2. Syr2 besitzt eine Cytochrom bs Domane, vier putative
Transmembrandomdnen und ist vermutlich ebenfalls in der ER-Membran lokalisiert.
Phytosphingosin ist die am haufigsten vorkommende LCB in S. cerevisiae (LESTER &
Dickson, 1993) und z.B. in vielen Hefen der Gattung Candida (SINGH et al., 2010). Eine
Deletion von SYR2 unterbindet die Synthese von Phytosphingosin und geht mit einer
Substitution von Phytosphingosin durch Sphinganin in Ceramiden und komplexen
Sphingolipiden einher, was jedoch zu keinem erkennbaren Phanotyp fihrt (HAAK et al.,

1997; GRILLEY et al., 1998).
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L-Serin
Palmitoyl-CoA
NH,

HO\/H(OH Coenzym A—S7‘]/\/\/\/\/\/\/\/CH3

0 o]
Lebl / Leb2
Tsc3

NH,

3-Keto-Sphinganin HO\WCHE + Coenzym A + CO,
NADPH
Tsc10
NADP

Sphinganin HD\\//l\v/A\V/h\v,h\v,A\V/A\V/A\V,A\V,CHa

Phytosphingosin Ho\/'\/'\/\/\/\/\/\/\/CH3

Abb. 3: Vereinfachte Darstellung der de novo LCB-Biosynthese in S. cerevisiae. Details s. Text.

Der Hefe S. cerevisiae fehlen die notigen Enzyme zur Bildung der Sphingoidbase
Sphingosin. Hefen wie z.B. Candida albicans, Neurospora crassa, Schizosaccharomyces
pombe oder P. ciferrii sind hingegen dazu fahig (TERNES et al., 2002; BECKMANN et al., 2003;
GARTON et al., 2003; BORGEL, 2007; BORGEL et al., nicht publiziert). Bei diesen und anderen
Hefen, sowie bei héheren Eukaryonten, wird im Zuge der Biosynthese von Sphingosin
dieses nicht direkt aus Sphinganin hergestellt, sondern Uiber zwei Zwischenschritte:
Sphinganin wird zundchst durch N-Acylierung, katalysiert von Ceramidsynthasen, zu
Dihydroceramid umgewandelt. Das Sphinganin im Dihydroceramid kann dann von einer
A4-Desaturase zu Sphingosin desaturiert werden, wodurch Dihydroceramid zu Ceramid
umgesetzt wird. Um die freie Sphingoidbase Sphingosin zu erhalten bedarf es der
Hydrolyse von Ceramid in Sphingosin (und einen Acylrest), was wiederum von
Ceramidasen katalysiert wird. Sphingosin ist die am haufigsten vorkommende
Sphingoidbase in menschlichen Sphingolipiden (Dickson, 1998; HANNICH et al., 2011).

Neben der de novo Synthese von Sphingoidbasen sind Hefen auflerdem in der Lage
exogen vorliegende LCBs aufzunehmen und im ER zu verwerten. Dazu bedarf es einer
Phosphorylierung mit anschlieRender Dephosphorylierung der aufgenommenen LCBs,

woran in S. cerevisiae die LCB-Kinase Lcb4 (und Lcb5) und die ER-membranstandigen LCB-

6
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P Phosphatasen Lcb3 und Ysr3 beteiligt sind (MAo et al., 1997; Mao et al., 1999; FUNATO et
al., 2003). Die Aufnahme der LCBs erfolgt wahrscheinlich Gber den Transporter Rsbl
(KIHARA & IGARASHI, 2002). Wie LCB-Ps ins ER gelangen ist bislang nicht aufgeklart. Ferner
konnen LCBs aus Ceramiden freigesetzt und verwertet werden (salvage pathway). S.
cerevisiae besitzt zwei alkalische Ceramidasen (Ypcl und Ydcl) in der ER-Membran zur
hydrolytischen Spaltung von Ceramiden in eine Sphingoidbase und einen Acyl-Rest. Ypcl
spaltet bevorzugt Phytoceramide, wohingegen Ydcl bevorzugt Dihydroceramide spaltet
(Mao et al., 2000b). Ypcl besitzt auch Ceramidsynthase-Aktivitat und ist somit in der Lage
die reverse Reaktion (CoA-unabhangig) zu katalysieren (Mao et al., 2000a). Ceramide
selbst kdnnen aus komplexeren Sphingolipiden durch die Inositol Phosphosphingolipid

Phospholipase C (Iscl) freigesetzt werden (Sawal et al., 2000).

1.2.2 Metabolismus von komplexen Sphingolipiden

Wie bereits erwahnt ist Phytosphingosin die am haufigsten vorkommende Sphingoidbase
in S. cerevisiae. Im ER synthetisiert, wird der grofRte Teil des Phytosphingosins
hauptsachlich durch N-Acylierung zu Phytoceramid (Ceramid B) umgewandelt (Abb. 4).
Diese Reaktion, sowie die N-Acylierung der weniger redundanten LCB Sphinganin zu
Dihydroceramid (Ceramid A), wird von einem Ceramidsynthase-Komplex katalysiert,
bestehend aus den drei Untereinheiten Lacl, Lagl und Lipl (GuiLLAs et al., 2001;
SCHORLING et al., 2001; VALLEE & RIEzmAN, 2005). Lagl und Lacl sind stark homolog
zueinander und funktionell redundant. Eine Einzeldeletion von LAC1 oder LAG1 fuhrt zu
einer reduzierten Acyl-CoA abhdngigen Ceramidsynthese, wohingegen eine
Doppeldeletion als letal (JIaNG et al., 1998) bzw. wachstumshemmend (BARZ & WALTER,
1999) beschrieben wird. Beide Proteine sind in der ER Membran lokalisiert und besitzen
jeweils acht putative Transmembran-Domanen, wobei N- und C-Termini im Cytoplasma
liegen (KAGEYAMA-YAHARA & RIEZMAN, 2006). Lip1 bildet einen Heteromerkomplex mit Lagl
und Lacl, ist essentiell fiir die Ceramidsynthase-Aktivitdt und kommt wahrscheinlich nicht
in hoheren Eukaryonten vor. Vermutlich ist Lipl eine fiir Hefe spezifische regulatorische
Untereinheit des Ceramidsynthase-Komplexes. Als Substrate der Ceramidsynthase
werden zum groBten Teil Acyl-CoAs mit Cy¢ Fettsduren und zu geringen Anteilen mit Cy,

und C,4 Fettsduren verwendet (OH et al., 1997; SCHNEITER et al., 1999). Unter aeroben

7
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Bedingungen konnen die im ER synthetisierten Ceramide Phyto- (Ceramid B) bzw.
Dihydroceramid (Ceramid A) am Fettsdurerest zu Ceramid C bzw. Ceramid B a-
hydroxyliert werden (HAAK et al., 1997; DunN et al., 1998). Diese Hydroxylierung der
VLCFAs am C-Atom 2 wird von der Sphingolipid Alpha-Hydroxylase Scs7 katalysiert. Scs7
ist nicht essentiell und besitzt wie Syr2 eine Cytochrom bs Domane sowie eine C-
terminale ER-Retentions-Sequenz (KMKYE) und ist wahrscheinlich ebenfalls im ER
lokalisiert (HuH et al., 2003).

De novo synthetisierte Ceramide gelangen via vesikuldaren und nicht-vesikuldren
Transport zum Golgi-Apparat (FUNATO & RIEzmAN, 2001), wo die weitere Prozessierung zu
komplexeren Sphingolipiden stattfindet. Die Ceramide A / B / B / C und D kénnen im
Golgi-Apparat durch Transfer von Inositol-Phosphat (IP) auf die Hydroxylgruppe am LCB C-
Atom 1 zu Inositol-Phosphorylceramiden (IPCs) umgewandelt werden, den ersten
komplexen und gleichzeitig essentiellen Sphingolipiden in S. cerevisiae (CERANTOLA et al.,
2009). Katalysiert wird dieser Transfer von der IPC Synthase Aurl, die die polare
Kopfgruppe (IP) von Phosphatidyl-Inositol (PI) fir die Transferreaktion verwendet (NAGIEC
et al., 1997). Als weiteres Produkt dieser Reaktion entsteht Diacylglycerol (DAG). Aurl
besitzt mehrere putative Transmembrandomdnen und dessen katalytisches Zentrum ist
vermutlich dem Lumen des Golgi-Apparates zugewandt, in dem sich auch das Substrat
(P1) befindet (LEvINE et al., 2000). Wie Ceramide dabei von der duReren zur inneren
Schicht der Phospholipid-Doppelschicht gelangen ist unklar. Es wird jedoch angenommen,
dass Aurl an dieser Verlagerung beteiligt sein kénnte (DicksoN et al., 2006). Die von Aurl
katalysierte Reaktion ist charakteristisch fiir Pilze und Pflanzen und kommt in Sdugern
nicht vor (DickSON & LESTER, 1999). Eine Deletion von AUR1 ist letal, was verdeutlicht, dass
IPCs essentiell fir das Wachstum von Hefe sind (NAGIEC et al., 1997; CERANTOLA et al.,
2009). IPC-C bzw. dessen VLCFA kann in Abhangigkeit des Cu2+—Transporters Ccc2
zusatzlich hydroxyliert werden (BEELER et al., 1997). In S. cerevisiae sind funf verschiedene
IPC-Spezies bekannt (Abb. 4), die sich in Position und Anzahl an Hydroxylgruppen im
Ceramidteil unterscheiden und somit unterschiedliche Hydrophobizititen aufweisen
(BEELER et al., 1997; HaAK et al., 1997; DUNN et al., 1998). IPCs kdnnen anschlieBend durch
Mannosylierung weiter zu Mannosyl-Inositol-Phosphorylceramiden (MIPCs) prozessiert

werden. Dabei wird Mannose von GDP-Mannose auf die 2-Hydroxylgruppe des
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Inositolrestes im IPC Gbertragen. Dieser Schritt findet ebenfalls im Golgi-Apparat statt und
wird von einer Inositol-Phosphorylceramid-Mannosyltransferase katalysiert, von der in S.
cerevisiae zwei Isoformen existieren. Dabei setzt sich eine Isoform aus den Proteinen Csgl
und Csg2 und die andere Isoform aus den Proteinen Cshl und Csg2 zusammen. Csgl und
Cshl sind die katalytischen  Untereinheiten mit jeweils verschiedenen
Substratspezifitdten, wobei Csg2 vermutlich eine regulatorische Funktion besitzt (UEMURA
et al., 2003; LisMAN et al., 2004). Die Umsetzung von IPCs zu MIPCs wird durch Ca*'
stimuliert (UEMURA et al., 2007), wohingegen ein csg2A Stamm hauptsachlich IPC-C
akkumuliert und dadurch Ca**-sensitiv wird (BEELER et al., 1997; UEMURA et al., 2003).
Vermutlich sind MIPCs [bzw. M(IP),Cs] bei der Ausbildung von Mikrodomanen (lipid rafts)
beteiligt, die wiederum fur Ca*- / IPC-C-vermittelte Signaltransduktionen notwendig sein
konnten (UEMURA et al., 2007).

Alle finf vorkommenden MIPC-Spezies kénnen durch den Transfer einer weiteren IP-
Gruppe (von PI) zu den komplexesten und gleichzeitig abundantesten Sphingolipiden in S.
cerevisiae umgewandelt werden, den Mannosyl-Di-Inositol-Phosphorylceramiden

[M(IP),Cs].

™ Palmitoyl-CoA + L-Serin

Acetyl-CoA
Y
Malonyl-CoA v
3-Ketosphinganin
Ceramid B’ » IPC-B’ » MIPC-B' S I'\."I(IP:IZ(}Br
v
L4 Scs7 = _
v = 3
Sphinganin ————————p CeramidA 2 IPCA = —p MIPCA 2 —p M(IPLCA
o 3 S
| A -
b Qg
v I _/ Ceramid- Syr2 3 =< =
VLCFA-CoA =, Synthase < = o
| 2 2 )
Y L v B o 5
Phytosphingosin == Ceramid B g » IPCB 3 p MPCB 5 p M(P),CB
» o o
Scs7 3 o s
\ e &
CeramidC £ —# IPCC E‘ = MIPCC 5 = M(IP).CC
—_ Lt
= Cce2 -
2y
IPC-D > MIPC-D > M(IP)ZC—D

Abb. 4: Schematische Darstellung der de novo Biosynthese von komplexen Sphingolipiden in S. cerevisiae
[Mod. nach (SCHNEITER, 1999); Details s. Text.]
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Die Synthese von M(IP),Cs setzt die Aktivitat der Inositol-Phosphotransferase Iptl voraus
(DicksoN et al., 1997b). Zusatzlich zu Iptl konnte ein weiteres Protein (Skn1) identifiziert
werden, welches ebenfalls an der Synthese von M(IP),Cs beteiligt ist, wobei dessen
genaue Funktion unklar ist. Sowohl eine Deletion von IPT1 als auch von SKN1 unterbindet
die Synthese von M(IP),Cs und fiihrt zu einem kompensierenden Anstieg von MIPCs
(DicksoN et al., 1997b; THEVISSEN et al., 2005), was darauf hindeutet, dass Hefen in der
Lage sind relative Mengen an Sphingolipiden zu erkennen und diese anzugleichen. Dieser
Effekt einer iptl bzw. sknl Deletion wird allerdings nur in nahrstoffreichem Medium
beobachtet. In ndhrstoffarmen Medium (half-strength potato dextrose broth) verhindert
lediglich eine Doppeldeletion von IPT1 und SKN1 die Synthese von M(IP),Cs (THEVISSEN et
al., 2005). M(IP),Cs stellen die Hauptsphingolipid-Spezies in S. cerevisiae dar und machen
mehr als drei Viertel der Sphingolipidmasse aus, wobei der Rest der Sphingolipide
Uberwiegend durch IPC- und MIPC-Sphingolipide reprasentiert wird (Abb. 5) (SMITH &
LESTER, 1974; EISING et al., 2009). Komplexe Sphingolipide, vor allem M(IP),Cs, kommen
hauptsachlich in der Plasmamembran vor (HECHTBERGER et al., 1994), zu der sie Uber
vesikularen Transport gelangen (FUNATO et al., 2002). Geringe Konzentrationen von
Sphingolipiden (insbesondere IPC) finden sich in den Membranen des Golgi-Apparates
und der Vakuole, wohingegen in den Mitochondrien-Membranen nur Spuren von
Sphingolipiden auftreten (HECHTBERGER et al., 1994). Uber die Verteilung und Topologie
von Sphingolipiden in Membranen ist ansonsten nur wenig bekannt.

S. cerevisiae bildet ausschlieRRlich Inositol-Phosphoceramide und ist im Gegensatz zu
vielen anderen Hefen sowie Pflanzen und Sdugern nicht in der Lage Glykosyl-Ceramide zu
synthetisieren (DicksON & LESTER, 1999; MARKHAM et al., 2006). Glykosyl-,
Galaktosylceramide und Sphingomyelin sind die wesentlichen komplexen Sphingolipide in

menschlichen Zellen (GAuLT et al., 2010).
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' Exkurs: Ceramid-Synthese in Sdugerzellen

Saugerzellen besitzen mindestens sechs (Dihydro)Ceramidsynthasen (LASS1-6), die im Gegensatz
zu Hefen (und Pflanzen) als Substrat vornehmlich Sphinganin verwenden (PEWZNER-JUNG et al.,
2006; LAHIRI et al., 2007). Phytoceramide entstehen deshalb vermutlich eher auf Ceramid-Ebene
via C4-Hydroxylierung von Dihydroceramid, katalysiert von DES2 (MizutaNl et al., 2004).
Phytoceramide beschranken sich im Menschen auf wenige Gewebe wie Darm, Niere und Haut

(OKABE et al., 1968; IWAMORI et al., 1979; CODERCH et al., 2003).

Phytosphingosin (18:0;3)

M(IP)2C 20:0;3/26:0;1
M(IP)2C 18:0;3/26:0;1
M(IP)2C 18:0;3/26:0;0
MIPC 18:0;3/26:0;1
IPC 18:0;3/26:0;1

Abb. 5: Die hdufigsten Sphingolipid-Spezies in S. cerevisiae. Gezeigt sind die Sphingolipid-Mengenanteile in
Mol% des S. cerevisiae Lipidoms. Sphingolipide mit Mengenanteilen unter 0,1 Mol% sind nicht gezeigt, mit
Ausnahme der LCB Phytosphingosin (ca. 0,06 Mol%). Das mit Abstand haufigste Sphingolipid in S. cerevisiae
ist M(IP),C (-B) mit Cig-Phytosphingosin (18:0;3) als LCB und einer einfach hydroxylierten, gesattigten Cye-
Fettsaure (26:0;1). Daten aus (EJSING et al., 2009).

1.2.1 Regulation des Sphingolipid- bzw. LCB-Metabolismus

Plasmamembranen sind je nach Umgebung und Zustand der Zelle aus bestimmten Lipiden
zusammengesetzt. Eine definierte Sphingolipid-Komposition ist essentiell fur spezielle bio-
physikalische Eigenschaften der Zellmembran und die Physiologie der Zelle. Zudem sind
einige Intermediate des Sphingolipid-Metabolismus (z.B. LCBs und LCB-Ps) biologisch aktiv
und u.a. bei der Regulation des Zellwachstums beteiligt. Eine Regulation des Sphingolipid-
Metabolismus ist daher von groRRer Bedeutung und unerlasslich fur die Aufrechterhaltung
vieler zelluldarer Prozesse. So ist ein dysregulierter Sphingolipid-Metabolismus im
Menschen z.B. Ursache von Krankheitsbildern wie dem Tay-Sachs-, Niemann-Pick-,
Krabbe-, Farber-, Fabry- oder Gaucher-Syndrom (GINzBURG et al., 2004; BREsLowW &

WEIssMAN, 2010). Die Regulation des Sphingolipid-Metabolismus ist enorm komplex,
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weitestgehend unverstanden und kann theoretisch auf vielen Ebenen stattfinden (z.B.
Transkription, Translation, Enzymaktivitat, Enzym-Substrat-Verfligbarkeit,
Kompartimentierung, Nahrstoff-Verfligbarkeit, etc.). Fir weitere Informationen Uber
mogliche Regulations-Mechanismen sei hier aufgrund des hohen Umfangs an folgende
Reviews verwiesen: (DicksoN et al., 2006; CowART & OBEID, 2007; BResLow & WEISSMAN,

2010; Dickson, 2010).

Im Folgenden wird kurz auf die Regulation des Sphingolipid-Metabolismus (hauptsachlich)
auf Ebene der Sphingoidbasen genauer eingegangen. In S. cerevisiae sind kirzlich die
Proteine Orml und Orm2 charakterisiert und als Mediatoren der Sphingolipid-
Homoostase beschrieben worden (Brestow et al., 2010; HaN et al., 2010). Eine Deletion
der Gene ORM1 und ORM_2 fiihrt zu einer dysregulierten LCB-Synthese mit dem Resultat,
dass LCBs intrazelluldar akkumulieren. Zusatzlich wird in einem orm1A orm2A Stamm die
sog. unfolded protein response induziert, eine Stress-Antwort, die normalerweise bei
einer unkontrollierten Protein-Biosynthese im ER einsetzt (HAN et al., 2010). Orm1 und
Orm2 sind in der ER-Membran lokalisierte Proteine, die einen Heteromerkomplex bilden
der mit der SPT interagiert. In diesem Zustand wirkt der Orm1/2 Komplex hemmend auf
die SPT Aktivitat bzw. de novo LCB-Synthese. Wird der Orm1/2 Komplex jedoch
phosphoryliert, wird dessen inhibitorische Wirkung auf die SPT aufgehoben und die LCB-
Synthese enthemmt. Die Phosphorylierung des Orm1/2 Komplexes kann dabei als
homoostatische Antwort auf niedrige intrazelluldre LCB-Level gesehen werden. Orm1 und
Orm2 sind also nicht nur an der Regulation der LCB-Synthese, sonder auch an der
Membran-Biogenese beteiligt, die sowohl eine Lipid-Homdostase als auch eine Protein-
Qualitatskontrolle im ER fiir eine korrekte Funktion der Zellmembran voraussetzt. Welche
Kinase(n) fiir die Phosphorylierung der Orm Proteine verantwortlich ist (sind), wie
intrazellulare LCB-Level erkannt werden und wie die SPT Aktivitdit moduliert wird ist
bislang unklar.

Eine weitere Moglichkeit der Regulation des Sphingolipid- bzw. LCB-Metabolismus ist das
Abfiihren von Uberschiissigen Intermediaten. Dies kann beispielsweise tiber den Export
von LCBs ins extrazelluldire Medium geschehen. Der Export von LCBs wird von Rsbl

bewerkstelligt, einem integralen Protein der Plasmamembran, welches LCBs ATP-
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abhéangig transportiert (KIHARA & IGARASHI, 2002). Rsb1 besitzt zudem eine mutmaRliche
Flippase-Aktivitat und konnte fir den Transport (flop) von LCBs von der
cytoplasmatischen zur extrazelluldren (evtl. auch ER-luminalen) Seite der Phospholipid-
Doppelschicht verantwortlich sein. Zudem spielen moglicherweise ABC-Transporter beim
Export (oder auch Import) eine Rolle.

Uberschiissige Sphingoidbasen konnen auBerdem phosphoryliert und anschlieRend
entweder mittels des ABC-Transporters Yorl exportiert (BouJAOUDE et al., 2001) oder zu
Phosphoethanolamin und einem langkettigen Aldehyd gespalten werden. Die durch Lcb4
phosphorylierten LCBs werden dabei von der LCB-P-Lyase Dpl1 irreversibel gespalten und
so aus dem Sphingolipid-Stoffwechsel entfernt (SABA et al., 1997). Dieser irreversible
Abbau von LCB-Ps wurde bereits in den 60er Jahren in P. ciferrii beschrieben (KARLSSON et
al., 1967; STorFeL et al., 1968). Alternativ kdnnen LCB-Ps durch Lcb3 bzw. Ysr3 wieder
dephosphoryliert werden (Mao et al., 1997). In S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass
Lcb3 und Ysr3 wahrscheinlich vornehmlich fiir die Dephosphorylierung von Cig bzw. Cyo
LCB-P-Spezies verantwortlich sind, wohingegen Dpl1 vermutlich LCB-Ps mit 16 C-Atomen
als Substrat préaferiert (ZHANG et al., 2001).

Zudem wurde kirzlich gezeigt, dass die Ceramid-Synthese in S. cerevisiae durch den
TORC2-Komplex (target of rapamycin complex 2) reguliert wird (ARONOVA et al., 2008). Die
TOR Protein-Kinasen sind am nutrient und stress sensing beteiligt und koordinieren so

Metabolismus und Zell-Wachstum (WULLSCHLEGER et al., 2006).

1.2.2  Funktionen von Sphingolipiden in Hefe

Sphingolipide besitzen neben ihren biophysikalischen Eigenschaften in Zellmembranen
zahlreiche Funktionen in zelluldren Prozessen. Aufgrund des enormen Umfangs an
beschriebenen Funktionen von Sphingolipiden in Hefen (und Sdugern) wird hier ein kurzer
Abriss Uber dieses Thema gegeben. Interessierte Leser finden ausfiihrlichere
Informationen in folgenden Artikeln: (COwART & HANNUN, 2004; COwWART & OBEID, 2007;
Dickson, 2008 / 2010).

Sphingolipide bilden zusammen mit Sterolen die wesentlichen Bestandteile von
Membran-Mikrodomanen (lipid rafts) (BAGNAT et al., 2000). Lipid rafts wiederum sind

essentiell fur z.B. Zell-Zell-Interaktionen wahrend der Paarung von S. cerevisiae (BAGNAT &

13



EINLEITUNG

SIMONS, 2002a) sowie fiir die Funktionalitdt, Assemblierung und Adressierung von vielen
Membran-Proteinen, wie z.B. Pmal (WANG & CHANG, 2002; TOULMAY & SCHNEITER, 2007),
Canl (OPekAROVA et al., 2005), Furd (HEARN et al., 2003) oder Gapl (BAGNAT & SIMONS,
2002b). Im Gegensatz zu hoheren Saugetieren, wo Ceramid, Ceramid-P und LCB-Ps als
biologisch aktive Signalmolekiile (second messenger) beschrieben sind (ZHENG et al., 2006;
HANNUN & OBEID, 2008; PITsoN, 2011), sind in der Hefe wahrscheinlich hauptsachlich LCBs
als second messenger biologisch aktiv, die Prozesse wie Zell-Zyklus, Hitzeschock-Antwort,
Zell-Alterung, Protein-Faltung, etc. regulieren (CowaART & OBEID, 2007; Dickson, 2010).
Erkenntnisse Uber deren biologisch aktive Eigenschaften basieren hauptsachlich auf
Studien, bei denen ein Anstieg von LCBs als Antwort auf Hitze-Stress in S. cerevisiae
beobachtet wurde (DicksON & LESTER, 2002; DicksoN et al., 2006; COWART & OBEID, 2007). So
ist z.B. bekannt, dass die Sphingoidbase PHS die Aufnahme von Tryptophan, Leucin,
Histidin und Uracil hemmt (CHUNG et al., 2001). Wahrscheinlich reguliert PHS die
Nahrstoffaufnahme durch die Aktivierung von Kinasen wie Pkh1/2, Ypk1 oder Sch9, die an
Vorgangen wie nutrient sensing beteiligt sind (KRAAKMAN et al., 1999; GELPERIN et al., 2002;
ROOSEN et al., 2005). Dies flihrt im Falle der Uracil-Permease Fur4 zur Endozytose und zur
Ubiquitin-vermittelten Proteolyse (CHUNG et al., 2000; DicksoN et al., 2006). Somit sind
Sphingolipide wesentlich am Transport von Nahrstoffen wie Aminosduren beteiligt.
Sphingolipide spielen zudem eine Rolle bei der Exozytose (bzw. Protein-Sortierung) von
Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol- (GPI-) verankerten Proteinen (BOSSON & CONZELMANN,
2007) oder dem Arginin-Transporter Canl (DAQUINAG et al., 2007). PHS-1P wurde kirzlich
in S. cerevisiae als Modulator der Expression von Genen, die fiir die Atmung benoétigt
werden, beschrieben (COwART et al., 2010). Wahrscheinlich sind LCB-Ps (wie auch LCBs) an
der Regulation des Zell-Zyklus in Hefe beteiligt (GoTTLIEB et al., 1999; JENKINS & HANNUN,
2001) und spielen moglicherweise bei der Regulation der Ceramid-Synthese eine Rolle
(KoBAYAsHI & NAGIEC, 2003).

Eine anti-mikrobielle Wirkung von Phytosphingosin (und evtl. Sphinganin) konnte
erstmals 1966 in einem ,Spot-Test” erkannt werden (KARLSSON, 1966). 26 Jahre spater
konnte dies auch fir Sphingosin festgestellt werden (BIBEL et al., 1992). In wie weit dies

fir die acetylierten LCB-Derivate zutrifft ist nicht bekannt.
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1.3  Pichia ciferrii

Die Hefe Pichia ciferrii gehort in der Ordnung der sprossenden Hefen (Saccharomycetales)
zur Familie der Saccharomycetaceae und wurde 1932 erstmals als Hansenula ciferri(i)
beschrieben (LobDER, 1932). Die Zuordnung in die Gattung Pichia erfolgte 1984 aufgrund
von DNA Verwandtschafts-Analysen (KURTzMAN, 1984).

Die physiologische Charakterisierung dieses Organismus ergab, dass es sich dabei um eine
im Erdboden, Wasser und auf Pflanzen-Exsudaten befindliche Hefe handelt, die fahig ist
Nitrat zu assimilieren und die C-Quellen Glukose, Galaktose, Maltose, Saccharose und
Raffinose fermentieren kann. Ferner wurde P. ciferrii als Hefe beschrieben, die sich
asexuell durch Sprossung und mittels Bildung von Pseudohyphen (oder echten Hyphen)
reproduzieren kann und in der Lage ist eine bis vier Ascisporen zu bilden (WICKERHAM &
BUrTON, 1962). Die Sequenzierung des P. ciferrii Genoms ergab, dass es sich um einen
aneuploiden Organismus handelt, der durch Vergleich der 18S rDNA Sequenz mit anderen
komplett sequenzierten Hefen in phylogenetische Ndhe zu Scheffersomyces (Pichia)
stipitis einzuordnen ist (nicht publiziert; Abb. 6).

Anders als bei anderen Organismen, die Sphingoidbasen hauptsachlich als Baustein fiir
komplexe Sphingolipide verwenden, schleust P. ciferrii grol3e Mengen davon aus der Zelle
und somit aus dem Sphingolipid-Metabolismus aus. So wurde erstmals 1960 diese
einzigartige Eigenschaft, extrazelluldare und kristallin vorliegende Sphingolipide zu bilden,
beschrieben (WICKERHAM & STOoDOLA, 1960). Es stellte sich heraus, dass es sich dabei

hauptsachlich um die Sphingoidbase (Cig)Phytosphingosin handelte, die Uberwiegend

Cryptococcus neoformans

Aspergillus fumigatus
l_— Aspergillus niger ;
I L Atpargills tarreus I Schizosaccharomycetaceae

Schizosaccharomyces pombe B

— Ashbya gossypii -
\——— Saccharomyces cerevisiae
Kluyveromyces lactis Saccharomycetaceae

_|:Pﬂ:h ia ciferrii
Scheffersomyces stipitis -

1%

Abb. 6: Phylogenetischer Baum von komplett sequenzierten Hefearten der Familien Saccharomycetaceae
und Schizosaccharomycetaceae. Die Verwandtschafts-Beziehungen basieren auf den 18S rDNA Sequenzen
des jeweiligen Organismus. Der Malstabsbalken gibt die Sequenz-Unterschiede in % an [Daten nicht
publiziert (Stand: 2008); mit freundlicher Genehmigung von Karina Brinkrolf, Universitat Bielefeld].
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komplett acetyliert als Tetra-Acetyl-Phytosphingosin (TAPS) vorliegt. Zudem wurden
geringe Mengen der ebenfalls meist komplett acetylierten Sphingoidbase (Cig)Sphinganin
(Tri-Acetyl-Sphinganin: TriASa) entdeckt (STODOLA & WICKERHAM, 1960; GREENE et al., 1965).
Fiir industrielle Zwecke wurden bereits 1962 Fermentationen mit P. ciferrii in 750-Liter
Pilot-Anlagen durchgefiihrt, wobei bis zu 233 Milligramm TAPS pro Liter erhalten werden
konnten (MAISTER et al., 1962). Einige Dekaden spater wurde P. ciferrii durch rationale
Stammentwicklung bzw. Blockade der Phytosphingosin-Synthese fiir die Produktion der
acetylierten Sphingoidbasen Sphinganin bzw. Tri-Acetyl-Sphinganin (TriASa) optimiert
(BAE et al., 2004). Die Gene fir die intrinsische Synthese der Sphingoidbase Sphingosin
konnten 2007 in P. ciferrii isoliert werden. Allerdings wurden erst durch Uberexpression
2.T. heterologer Gene signifikante Mengen an Tri-Acetyl-Sphingosin produziert (BORGEL,

2007).

1.3.1 de novo Biosynthese von Sphingoidbasen: P. ciferrii vs. S. cerevisiae

Bislang konnten dreizehn Gene der Sphingolipid-Biosynthese von P. ciferrii isoliert,
sequenziert und zum Teil charakterisiert werden (BAE et al., 2003 / 2004; BORGEL, 2007;
BORGEL et al., nicht publiziert). Zudem konnten die liberwiegend voll acetylierten Derivate
der Sphingoidbasen Phytosphingosin und Sphinganin (MAISTER et al., 1962; GREENE et al.,
1965), Sphingosin (BORGEL, 2007) und Sphingadienin (d18:2°%%2%) (BoRrGEL et al., nicht
publiziert) nachgewiesen werden. Weiterhin ist bekannt, dass P. ciferrii Glukosyl-
Ceramide (Cerebroside) synthetisiert (KAurmAN et al., 1971). Anhand dieser Daten l&sst
sich ein Stoffwechselweg ableiten, der in Abb. 7 schematisch dargestellt ist und im
Folgenden Basis zur Erlduterung der Unterschiede im Sphingolipid-Metabolismus
zwischen P. ciferrii und S. cerevisiae ist. Ein wesentlicher Unterschied zu S. cerevisiae
besteht darin, dass P. ciferrii in der Lage ist desaturierte Sphingoidbasen wie Sphingosin
zu produzieren. Die Synthese von Sphingosin wird durch eine A4-Desaturase (PcDesl)
katalysiert, die Sphinganin (unter Verwendung von Sauerstoff und NADPH) im
Dihydroceramid zu Sphingosin desaturiert. Sphingosin-haltige Ceramide kénnen weiterhin
von einer A8-Desaturase (PcSld1) desaturiert werden, wodurch Sphingadienin-haltige
Ceramide (Ceramid‘) gebildet werden. Schlielich kann Ceramid-gebundenes

Sphingadienin am C-Atom 9 S-Adenosyl-Methionin-abhangig methyliert werden, wodurch
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9-Methyl-Sphingadienin-haltige Ceramide (Ceramid”) entstehen. Ein putatives
Sphingolipid-C9-Methyl-Transferasegen wurde bereits isoliert (B6rGEL, 2007), jedoch
konnte 9-Methyl-Sphingadienin bisher nicht in P. ciferrii nachgewiesen werden. Ceramid-
gebundene Sphingoidbasen kdnnen schlieRlich von einer Ceramidase (PcYxcl) freigesetzt
werden.

Ein weiterer wesentlicher Unterschied zu S. cerevisiae (und zu allen anderen bekannten
Organismen) besteht in der Tetra- [Tetra-Acetyl-Phytosphingosin (TAPS)] bzw. Tri-
Acetylierung [Tri-Acetyl-Sphinganin (TriASa), Tri-Acetyl-Sphingosin (TriASo), Tri-Acetyl-
Sphingadienin (TriASd)] der Sphingoidbasen mit anschlieBender Sekretion ins
extrazellulare Medium (WICKERHAM & STODOLA, 1960; BORGEL et al., nicht publiziert). Der P.
ciferrii Wildtypstamm F-60-10A NRRL 1031 (PCWT) z.B. produziert dabei fast
ausschlieBlich Tetra-Acetyl-(C1g)Phytosphingosin (TAPS) (MAISTER et al., 1962; GREENE et
al., 1965; KARLSSON, 1966). Die Acetylierung der LCBs geht von Acetyl-CoA aus und wurde
erstmals in Mikrosomen von P. ciferrii detektiert (BARENHOLZ & GATT, 1969 / 1972), wobei
die Acetyltransferase(n) die fir die LCB-Acetylierungenen verantwortlich ist (sind), bislang

unbekannt ist (sind).
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Abb. 7: Vereinfachte Darstellung des Sphingolipid-Metabolismus bzw. der de novo LCB-Biosynthese in P.
ciferrii, basierend auf den bislang bekannten z.T. putativen Genen bzw. Proteinen (blau). Charakteristisch
flr P. ciferrii ist die Acetylierung der LCBs und anschlieBende Sekretion ins Medium. TAPS stellt im Wildtyp
die nahezu einzig nachweisbare acetylierte LCB dar. Die Acetyltransferase(n) die fir die LCB-
Acetylierungenen verantwortlich ist (sind), ist (sind) bisher nicht bekannt. Die Ceramidase Yxcl hydrolysiert
wahrscheinlich auch Dihydroceramid und Phytoceramid (nicht gezeigt). (TriASa: Tri-Acetyl-Sphinganin;
TAPS: Tetra-Acetyl-Phytosphingosin; TriASo: Tri-Acetyl-Sphingosin; TriASd: Tri-Acetyl-Sphingadienin;
TriAmSd: Tri-Acetyl-9-Methyl-Sphingadienin). Fliir Angaben in grau gibt es bislang keine konkreten Hinweise.
Ebenfalls in P. ciferrii bekannt ist die LCB-Kinase Lcb4 (nicht gezeigt). Details s. Text.

1.4 Serin-Metabolismus in Hefen

In der de novo Sphingolipid-Biosynthese ist die Kondensation von L-Serin und Palmitoyl-
CoA der initiale Schritt. In Hefen und Sdugerzellen gilt diese Reaktion als limitierend im
metabolischen Fluss hin zur Synthese von Sphingoidbasen (SMITH & MERRILL, 1995; PERRY,
2002), wobei die Aminosdure L-Serin wahrscheinlich das limitierende Edukt dieser

Kondensationsreaktion darstellt (COwART & HANNUN, 2007). Fir eine effiziente Produktion
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von Sphingoidbasen in P. ciferrii ist eine ausreichende Bereitstellung von in vivo L-Serin
moglicherweise eine wichtige Voraussetzung.

Fiir die Biosynthese von L-Serin existieren in Hefen mehrere Stoffwechselwege, wobei
zwei Wege maligeblich fiir die de novo Synthese verantwortlich sind. Hauptsachlich wird
L-Serin (sowohl wahrend der Glykolyse, als auch wahrend der Glukoneogenese) aus 3-
Phosphoglycerat (3-PG) hergestellt. Zusatzlich kann wahrend der Glukoneogenese L-Serin
aus L-Glycin bzw. dessen Vorstufe Glyoxylat synthetisiert werden. In Anwesenheit von
fermentierbaren C-Quellen wie z.B. Glukose wird L-Serin vorwiegend aus dem Glykolyse-
Intermediat 3-PG synthetisiert (Abb. 8), wohingegen die Gene des glukoneogenetischen
Weges durch Glukose reprimiert werden. Dabei wird 3-PG zundchst NAD-abhangig von
Ser3 und Ser33 (Haupt-Isoenzym) zu 3-Phospho-Hydroxypyruvat (3-P-HP) oxidiert (ALBERS
et al., 2003). Anschliefend kommt es zu einer Transaminierung von 3-P-HP und Glutamat
zu 3-Phospho-L-Serin (3-PS) und a-Ketoglutarat, was von Serl katalysiert wird. Ser2
katalysiert schlieBlich die finale Reaktion, die Dephosphorylierung von 3-PS zu L-Serin. Der
de novo L-Serin-Biosyntheseweg wird in Hefe wahrscheinlich durch L-Serin Gber Ser3 feed
back bzw. auto-reguliert (ULANE & OGUR, 1972). Zudem existieren Hinweise fir eine
transkriptionelle Regulation der SER Gene in Bezug auf C- und N-Quellen (MELCHER et al.,
1995; ALBERS et al., 2003).

L-Serin stellt unter fermentativen Bedingungen die Hauptquelle sowohl fir zelluldres L-
Glycin als auch fiir den C;-Donor 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat (5,10-mTHF) dar (SCHIRCH,
1982; ALBERS et al., 2003). Dabei wird L-Serin von den Serin-Hydroxy-Methyl-Transferasen
(SHMTs) Shm1 und Shm2 zu L-Glycin und 5,10-mTHF umgesetzt, wobei Shml
mitochondrial und Shm2 cytosolisch vorliegt (McNEeiL et al., 1994). Um cytosolisch
vorliegendes L-Serin in die (im ER-stattfindende) Sphingolipid-Biosynthese
einzuschleusen, existiert in Hefen ein Protein, welches die Versorgung der SPT mit L-Serin
verbessert (INuzukA et al., 2005). Dieses Protein (Tms1) ist in Hefe das Homolog zu den
humanen serine incorporator Proteinen Serincl-5. Es ist durch elf Transmembran-
Domanen in der ER-Membran verankert und wurde in einem yeast two-hybrid screening
als Interaktionspartner von Ser3 nachgewiesen (ITo et al., 2001; INuzuka et al., 2005),
wodurch L-Serin- und Sphingolipid-Synthese wahrscheinlich sterisch miteinander

gekoppelt sind.
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Stehen der Hefe nur nicht-fermentierbare C-Quellen wie Ethanol oder Acetat zur
Verfigung (£ de-reprimierende Bedingungen), wird L-Serin hauptsachlich von der
mitochondrialen SHMT Shm1 aus L-Glycin und 5,10-mTHF synthetisiert (SINCLAIR & DAWES,
1995; MCcNEIL et al., 1996; Piper et al.,, 2000). L-Glycin wird dabei aus Glyoxylat
synthetisiert, dem anaplerotischen Produkt des Glyoxylat-Zyklus (ULANE & OGUR, 1972;
MELCHER & ENTIAN, 1992), wohingegen 5,10-mTHF durch den mitochondrialen L-Glycin
Decarboxylase Multienzym (GDM) Komplex aus Tetra-Hydrofolat (THF) bereitgestellt
wird. Zusatzlich ist ein alternativer L-Glycin-Biosyntheseweg beschrieben, der nicht durch
Glukose reprimiert wird und urspriinglich als Hauptweg fiir die L-Glycin-Biosynthese auf
Glukose-haltigem Medium postuliert wurde (MoNscHAU et al., 1997), was allerdings im
Wiederspruch zu den Daten von (ALBERS et al., 2003) steht, da dort ein ser3A ser33A S.
cerevisiae Stamm L-Serin- und L-Glycin-auxotroph war. In diesem alternativen Weg wird
die Synthese von Gly1 (einer Threonin Aldolase) katalysiert, wobei L-Threonin direkt zu L-
Glycin umgewandelt wird, welches wiederum theoretisch fiir die Synthese von L-Serin
verwendet werden kann.

Neben diesen Synthesewegen ist eine reversible Umsetzung von L-Pyruvat zu L-Serin
moglich. Diese findet in vivo allerdings kaum statt, da die Expression des
korrespondierenden Gens CHA1 durch L-Serin induziert wird und Chal daher
hauptsachlich am Katabolismus von L-Serin beteiligt ist (RAMOSs & WIAME, 1982; PETERSEN et
al., 1988; BORNAES et al., 1993). Dieser Weg wird in Hefen vornehmlich zur Verwertung
von L-Serin (als N-Quelle) genutzt. L-Serin ist auch ein wichtiges Intermediat fur die de
novo Synthese der Aminosauren L-Tryptophan und L-Cystein. Im Falle von L-Tryptophan
katalysiert die L-Tryptophan Synthase Trp5 reversibel die Umsetzung von Indol-3-
Glycerin-P und L-Serin zu L-Tryptophan (und Glycerinaldehyd-3-P), den letzten Schritt der
Tryptophan-Biosynthese (BAILEY & TURNER, 1983). TRP5 unterliegt in Hefen der generellen
Kontrolle der Aminosauren-Biosynthese [general amino acid control, (GAAC); Review:
(NIEDERBERGER et al., 1981; HINNEBUSCH, 1988 / 2005)] und wird verstirkt unter
Aminosaure-Mangel exprimiert (ZALKIN & YANOFsKY, 1982). Bei der L-Cystein-Biosynthese
wird L-Serin von der Cystathionin-B-Synthase Cys4 mit Homocystein zu Cystathionin
umgesetzt (ONoO et al., 1988; ONoO et al., 1994), welches dann von Cys3 in L-Cystein und 2-

Oxobutanoat gespalten werden kann (ONo et al., 1992). Theoretisch kann L-Serin auch im
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L-Methionin salvage pathway durch Batl, Bat2, Aro8 oder Aro9 freigesetzt werden
(THoMAS & SURDIN-KERJAN, 1997; PIrRkOV et al., 2008).

L-Serin ist als Aminosdure aullerdem eine wichtige Komponente bei der
Proteinbiosynthese und ein wichtiges Metabolit fiir die Synthese von Phosphatidyl-L-Serin
(PtdSer). Bei der Biosynthese von PtdSer wird L-Serin mit CDP-Diacly-Glycerol via Chol zu
PtdSer (und CMP) umgesetzt (ZINSER et al., 1991), welches unter anderem ein Intermediat
fur die Synthese von Phosphatidyl-Cholin ist, dem abundantesten Phospholipid in Hefe

(VANCE & STEENBERGEN, 2005).

Fruktose / Glukose / Galaktose

3-P-Glycerat

Gpml
Ser?;//, \\\\
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%, 3-P-Hydroxypyruvat
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Chal : Serl
L-Pyruvat ———= L-Serin
3-P-Serin
L-Cystathionin ‘{/{;;4
4
s I " Ser2
iy
aT:Si Phoshphatidyl-L-Serin ---——‘--= L-Serin — L-Tryptophan-{Tro) &
¥ e Chol e L-Cystein-Biosynthese [Cysd)
4
S Tmsl e g,
2 . 4-Biosynthese
Q,O\\? R i
L-Glycin +5,10-mTHF K ;{f

Abb. 8: Vereinfachte libersicht des Serin-Metabolismus in Hefe unter fermentativen Bedingungen. Cho1 ist
neben der aPDS ebenfalls an der PDS des endoplasmatischen Retikulums assoziiert (nicht gezeigt). (PDS:
Phospholipid-Doppelschicht; iPDS: innere mitochondriale PDS; amPDS: duRere mitochondriale PDS).

1.5 Biosynthese von Palmitoyl-CoA in Hefen

Im Folgenden wird eine kurze Ubersicht iiber die de novo Synthese von (fiir die
Sphingolipid-Biosynthese relevanten) Fettsauren gegeben. Dabei wird im Allgemeinen der

Stoffwechsel von Hefen am Beispiel von S. cerevisiae grob erldutert.
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Die de novo Fettsdaure-Synthese findet hauptsachlich im Cytosol bzw. an der Membran
des endoplasmatischen Retikulums statt und beginnt mit der Carboxylierung von
aktivierter Essigsdure (Acetyl-CoA) zu Malonyl-CoA (IVessa et al., 1997) (Abb. 9). Dieser
Schritt wird in Hefe von dem essentiellen Enzym Accl (und mitochondrial von Hfal)
katalysiert (HASSLACHER et al., 1993; KEARSEY, 1993). Malonyl-CoA und Acetyl-CoA dienen
als Substrate des 2,6 MDa gewichtigen FAS (fatty acid synthase) Komplexes, bestehend
aus den Untereinheiten Fasl und Fas2 (SToops et al., 1992), der in vitro Fettsauren mit bis
zu 20 C-Atomen synthetisieren kann (TEHLIVETS et al., 2007). Dabei wird Acetyl- bzw. Acyl-
CoA schrittweise um zwei C-Atome verldngert. Fir eine detailliertere Ausflihrung der
Fettsdure-Synthese sei hier verwiesen an (LOMAKIN et al., 2007; TEHLIVETS et al., 2007). Der
FAS-Komplex ist flir den grofRten Teil der de novo Fettsdure-Synthese in Hefe
verantwortlich und ist somit wesentlich an der Produktion von Palmitoyl-CoA beteiligt,
welches wiederum ein wesentliches Intermediat fiir die de novo Synthese von
Sphingoidbasen ist.

Die Verlangerung von aktivierten Fettsauren (Acyl-CoA) mit 14 - 18 C-Atomen findet im
endoplasmatischen Retikulum statt. Dabei wird vornehmlich (Cy6)Palmitoyl-CoA initial in
vier Schritten um zwei C-Atome verlangert (Abb. 9). Dieser Vier-Schritt-Elongations-Zyklus
wiederholt sich in S. cerevisiae bis zur Bildung von Acyl-CoA mit i.d.R. 26 C-Atomen (very
long chain fatty acid: VLCFA) und unterliegt Reaktionsmechanismen, die denen der FAS-
vermittelten Fettsdure-Synthese im Cytosol dhneln [siehe: (TEHLIVETS et al., 2007; DICKSON,
2008)]. VLCFAs finden hauptsachlich Verwendung fiir die Synthese von Ceramiden bzw.
komplexen Sphingolipiden und GPI-Ankern.

Neben der de novo Synthese von Fettsduren existieren grundsatzlich zwei weitere
Moglichkeiten der Fettsdure-Versorgung. Fettsauren konnen (wenn vorhanden) aus dem
Medium aufgenommen oder aus endogenen Lipiden bereitgestellt werden. In beiden
Fallen werden die Fettsauren zu deren CoA-Derivaten verestert und somit aktiviert.
Dieser Prozess ist an den Import von Fettsduren gekoppelt und wird als ,vectorial
esterification” bezeichnet (Zou et al., 2003). Die Aktivierung der Fettsduren zu Acyl-CoA

erfolgt dabei durch die Proteine Faal-4 / Fatl (BLAck & DIRusso, 2007).
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Acetyl-CoA Acetyl-ACP
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Abb. 9: Grob schematische Darstellung der fur die Sphingolipid-Biosynthese relevanten aktivierten
Fettsauren. ACP: acyl carrier protein; C: Kohlenstoff; CoA: Coenzym A; VLCFA: very long chain fatty acid.
Mod. nach (DicksoN, 2008). Details siehe Text.

1.6 Sphingolipide und die menschliche Haut

In menschlichen Zellen ist die Sphingolipid-Zusammensetzung stark vom jeweiligen
Gewebe abhéngig. So sind vor allem Ceramide die essentiellen Komponenten bei der
Ausbildung der duRersten Hautschicht, dem stratum corneum (SC; Abb. 10) (CODERCH et
al., 2003; ABURAI et al., 2011). Diese Schicht stellt eine wichtige Permeabilitdts-Barriere fir
die Penetration von Fremd- bzw. Schadstoffen oder Mikroorganismen dar und schiitzt
zudem die Haut vor GbermaRigem Wasserverlust (HARDING et al., 2000; HOLLERAN et al.,
2006). Das SC besteht aus mehreren Schichten verhornter (toter) Corneocyten
(ausdifferenzierte Keratinocyten), die in eine lamellare (quasikristalline) Lipid-Matrix
eingebettet sind. Letztere setzt sich vornehmlich aus etwa dquimolaren Mengen an
Ceramiden, langkettigen Fettsduren und Cholesterol zusammen (NovoTNY et al., 2010). Im
menschlichen SC wurden elf Ceramid-Klassen identifiziert, basierend auf vier
Sphingoidbasen (Sphingosin, Dihydrosphingosin, Phytosphingosin und 6-Hydroxy-
Sphingosin) und drei Acyl-Rest-Typen (Masukawa et al., 2008). Sphingosin-haltige

Ceramide stellen dabei die abundanteste Ceramid-Klasse dar (JaANusovA et al., 2011).
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Eine normale Barriere-Funktion der Haut setzt ein definiertes Ceramid-Verhadltnis im SC
voraus. Anderungen in diesen Verhiltnissen sind z.B. altersbedingt (ROGERS et al., 1996),
oder Ursache fiir Hautkrankheiten wie Schuppenflechte oder atopische Dermatitis
(PROKSCH et al., 2008; NovoTny et al., 2010), weshalb fiir die Formulierung von
regenerativen Hautcremes eine dem SC moglichst nachempfundene Ceramid-
Komposition sinnvoll ware (pe JAGER et al., 2005). Die Synthese von Ceramiden,
insbesondere von Sphingosin-haltigen Ceramiden, ist daher in der Kosmetik-Industrie
schon seit mehreren Jahren von groBem Interesse (NOvOTNY et al., 2010). Regenerative
Eigenschaften von Ceramid-haltigen Lotionen wurden bereits beschrieben (Imokawa et
al., 1986; YiLmAz & BORCHERT, 2006).

Immer groReres Interesse kommt der (biotechnologischen) Synthese von Sphingoidbasen
fir kosmetische Formulierungen zuteil. lhnen werden anti-mikrobielle sowie
entziindungshemmende Eigenschaften zugeschrieben (BIBEL et al., 1992; Pavicic et al.,
2007) und zudem fordern sie die Proliferation von Horn-bildenden Zellen (Keratinocyten)
(PARAGH et al., 2008). Wahrend der Keratinocyten-Proliferation sind diese wesentlich an
der Ausbildung der lamellaren Lipid-Matrix im SC beteiligt (SCHURER et al., 1991). Ferner
konnte gezeigt werden, dass Sphingosin, N-Methyl- und N-Acetyl-Sphingosin eine
hemmende Wirkung auf die Entwicklung von Hautkrebs haben kdnnen (BIRT et al., 1998).
Fir TAPS konnte ebenfalls eine (indirekte) positive Wirkung in Bezug auf die
Schutzfunktion der Haut festgestellt werden. So wurden nach epidermaler Applikation
von TAPS gesteigerte Ceramid-Level in Keratinocyten nachgewiesen, was mit
verbesserten Barriere-Eigenschaften des SC einherging (CARLOMUSTO et al., 1996; DAVIES et

al., 1996).
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Querschnittes der menschlichen Haut vom stratum basale
(Basalschicht) bis zum stratum corneum (Hornschicht). Phospholipide, Ceramide, Glyco-Sphingolipide und
Sterole werden zusammen mit lytischen Enzymen mittels Exozytose in den interzelluldaren Bereich zwischen
stratum granulosum und stratum corneum sekretiert. Durch die enzymatische Spaltung werden dem
stratum corneum z.B. freie Fettsduren und Ceramide bereitgestellt. Mod. nach (PROKSCH et al., 2008).

1.7 Ziele der Arbeit

Aufgrund der einzigartigen Fahigkeit von P. ciferrii groBe Mengen an (acetylierten)
Sphingoidbasen zu synthetisieren, war ein Ziel dieser Arbeit die rationale
Stammentwicklung hinsichtlich einer optimierten Sphingoidbasen-Produktion in P. ciferrii.
Dies sollte auf verschiedenen Ebenen realisiert werden. Zundchst wurde angestrebt die
genetische Handhabbarkeit von P. ciferrii zu verbessern. So integriert transformierte DNA
vornehmlich ungerichtet im Genom dieser Hefe, was genetische Modifikationen stark

erschwert. Durch Blockade eines bestimmten DNA-Reparaturweges, dem non-
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homologous end joining (NHEJ), konnte bereits in anderen Hefen die Effizienz der
gezielten DNA-Integration drastisch erhoht werden (KooisTrA et al., 2004; ISHIBASHI et al.,
2006), was daher in dieser Arbeit auf P. ciferrii Gbertragen werden sollte. Durch Deletion
und Uber-Expression ausgewihlter Gene des L-Serin- und Sphingolipid-Metabolismus
sollte in einem NHEJ-defizienten Stamm die Biosynthese von Sphingoidbasen rational
optimiert werden. So wurde zundchst eine optimierte Produktion von Phytosphingosin
bzw. Tetra-Acetyl-Phytosphingosin (TAPS) angestrebt, der vom Wildtyp hauptsachlich
produzierten Sphingoidbase. In solch einem fiir die TAPS-Produktion optimierten Stamm
ware dann durch Deletion des PcSYR2 Gens die Umwandlung in einen optimierten
Sphinganin-Produzenten denkbar. PcSyr2 katalysiert die Konversion von Sphinganin zu
Phytosphingosin. Eine Deletion von PcSYR2 unterbindet daher die Produktion von TAPS
und sollte in einer kompensierenden Produktion von Sphinganin bzw. Tri-Acetyl-
Sphinganin (TriASa) resultieren. Die Implementierung eines z.T. heterologen
Stoffwechselweges fir die Produktion von Sphingosin bzw. Tri-Acetyl-Sphingosin (TriASo)
wurde bereits erfolgreich in P. ciferrii etabliert, resultierte allerdings stets in der Co-
Produktion von hohen Mengen Sphinganin bzw. TriASa (BORGEL, 2007). Ein weiteres Ziel
dieser Arbeit war daher die Optimierung der Sphingosin-Produktion, wenn madglich

ebenfalls in einem fiir die TAPS- bzw. LCB-Produktion optimierten Stamm.
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1 Stamme & Medien

2.1.1 Bakterienstimme

Tab. M 1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete E. coli Stamme

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
DH5a F @80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 endAl recAl hsdR17 (rk-, Gibco BRL
mk+) supE44 thi-1 gyrA96 relAl phoA
BL21(DE3)pLysS F ompT hsdSg(rg mg) gal dcm (DE3) pLysS (CamR) Novagen
SURE el4-(McrA-) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endAl supE44 thi-1 Stratagene

gyrA96 relAl lac recB rec) sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC [F’ proAB
laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]

2.1.2 Medien & Anzucht von E. coli

Lysogeny broth (LB-Medium): 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl, pH 7,5. Super

optimal broth (SOB): 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM

MgCl,, 20 mM MgSQy, pH 7.

Super optimal broth with catabolite repression (SOC-Medium): SOB-Medium + 20 mM

Glukose. (SAMBROOK et al., 1989)
Fir die Selektion auf eine Plasmid-codierte Antibiotikaresistenz wurde dem Medium nach

dem Autoklavieren 40 pg * ml' Ampizillin zugesetzt. Feste Nihrmedien enthielten

zusatzlich 2 % Agar. Die Anzucht erfolgte bei 37° C.

2.1.3 Hefestamme

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Hefestimme sind in Tab. A 1 aufgelistet.
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2.14 Maedien & Anzucht von S. cerevisiae & P. ciferrii

Tab. M 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Medien zur Kultivierung von S. cerevisiae und P. ciferrii.

Medium

YEPD (yeast extract
peptone dextrose)
synthetisches

Minimalmedium (SM)

synthetisches
Komplettmedium (SC)

TAPS-Medium

Bestandteile

1 % Hefeextrakt, 1 % Pepton, 2 % Glukose (w/v)

0,16 % YNB, 0,5 % Ammoniumsulfat, C-Quelle in der jeweils angegebenen

Konzentration, pH 6

0,67 % YNB, C-Quelle in der jeweils angegebenen Konzentration, pH 6,
Aminosduren / Nukleobasen nach (ZIMMERMANN, 1975)

Pro Liter: 33 g Glukose-Monohydrat, 20 g Kalium-Hydrogenphthalat, 4.83 g
Ammonium-Chlorid, 1 g Hefeextrakt, 1 g Kalium-Dihydrogenphosphat, 0.88 g
Magnesiumsulfat-Heptahydrat, 0.2 g Kalciumchlorid-Dihydrat, 60 mg Natrium-
Chlorid, 59 mg myo-Inositol, Spurenelemente [37.3 mg Ammonium-
Eisen(ll)Sulfat-Hexahydrat, 7.5 mg Kupfer(ll)Sulfat- Pentahydrat, 5 mg Zinksulfat-
Heptahydrat, 1.5 mg Kaliumiodid, 0.6 mg Mangan(ll)Sulfat-Monohydrat, 0.6 mg
Borsdure, 0.6 mg Natriummolybdat-Dihydrat], Vitamine (3 mg Nikotinsaure, 3
mg Kalcium D-Pantothenat, 3 mg Thiamin, 2 mg 4-Aminobenzoesdure, 0.3 mg
Pyridoxin, 10 pg Biotin) und ggf. Aminosduren / Uracil (10 mM); pH 5,4

Fiir die Selektion auf eine opt.natl (fir P. ciferrii Codon-optimiertes natl aus

Streptomyces noursei) vermittelte Resistenz gegen Nourseothricin (clonNAT) Resistenz

wurden dem Medium nach dem Autoklavieren 50 ug * ml™* clonNAT zugesetzt. Feste

Nahrmedien enthielten zusatzlich 2 % Agar. Die Anzucht erfolgte bei 30° C.

2.2 Enzyme, Chemikalien & weitere Materialien

Tab. M 3: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Enzyme, Chemikalien und Materialien.

Quelle

Enzyme, Chemikalien, Material

Agilent Technologies Deutschland ZORBAX SB-C8 Column (RP-HPLC-Saule)

GmbH
AppliChem GmbH

RNase A, RNase-ExitusPlus™ (fir RNase-Dekontamination)

Becton, Dickinson and Company Bacto™ technischer Hefeextrakt, Difco™ Yeast Nitrogen Base

Bertin Technologies SAS

biomers.net GmbH

without Amino Acids (YNB)
Precellys® Lyse-Kit VKO1, Precellys® 24 bead beating homogenizer
Synthetische Oligonukleotide (Primer)

Bio-Rad Laboratories GmbH Gene Pulser® (Elektroporations-Gerat)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Chemikalien / Material ohne Quellen-Angabe, Glasperlen (0,25 - 0,5
mm @), Roti®-Quant Kit, ROTISOLV® Methanol (> 99,98 %, Ultra LC-
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Clontech-Takara Bio Europe
Dionex Corporation

Eppendorf AG

EvoNnik Degussa GmbH

Fermentas GmbH

Finnzymes

GE Healthcare Europe GmbH

GE Water & Process Technologies
GeneArt®

IKA®-Werke GmbH & CO. KG
Infors GmbH

Invitrogen GmbH
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG
Millipore GmbH

NanoDrop Technologies, Inc.

New England Biolabs GmbH

Novozymes Deutschland GmbH
Oxoid Deutschland GmbH
QIAGEN GmbH

Roche Diagnostics Deutschland
GmbH

Sartorius AG

Scientific & Educational Software
SEVERIN Elektrogerate GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

WERNER BioAgents

2.3 Plasmide

MATERIAL & METHODEN

MS), ROTISOLV® Aceton (HPLC)

GenomeWalker Universal Kit

Hard- & Software fiir HPLC-System (auBer RP-HPLC-Saule)
Mastercycler® gradient, Thermomixer

HPLC-Standards

GenelET™ Plasmid Miniprep Kit

Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase

Ultrospec 2100 pro Photometer, SWIFT Il Software
Zellulosemembranen (0,45 um)

Synthetische DNA

Vibrax® (VXR basic)

Rotations-Schittelgerat (Orbitron)

Agarose, SuperScript Ill First-Strand Synthesis SuperMix
NucleoSpin® Extract Il Kit

Sterilfilter (0,2 pm)

ND-1000 Spectrophotometer

DNA-Leitern, Restriktions-Endonukleasen, Tag DNA Polymerase,
Antarctic Phosphatase, T4 DNA Ligase

Glucanex™-Lésung
bakteriologisches Pepton
RNase-freies Wasser, Plasmid Midi / Maxi Kit, RNeasy Mini Kit

Lachs-Sperma-DNA, Hard- & Software fiir qRT-PCRs, LightCycler
FastStart DNA Master™"* SYBR Green | Kit

Feinwaage (Sartorius CP64)
Clone Manager Professional v9
Mikrowelle

Medienbestandteile (sofern bei Carl Roth GmbH & Co. KG nicht

verfligbar), Enzyme & Chemikalien fiir Enzym-Aktivitats-Tests,

Tetrazyklin, Doxyzyklin, Ampizillin, DNase |, Tri-Fluor-Essigsaure

clonNAT

Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmide sind in Tab. A 2 aufgelistet. Plasmide mit
in dieser Arbeit konstruierten Gen-Deletionskassetten bzw. Promotor-Substitutions-
kassetten sind in Tab. A 4 bzw. Tab. A 5 gezeigt. Plasmide fiir die Disruption von putativen

Acetyl-Transferase- (AcTr-) Genen sind in Tab. A 6 gelistet.
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2.4 Synthetische Oligonukleotide

Die verwendeten synthetischen Oligonukleotide (Primer) wurden von der Firma
biomers.net synthetisiert. Das Losungsvolumen der Oligonukleotide in Wasser wurde so
gewshlt, dass eine Endkonzentration von 100 pmol * pl™ erreicht wurde. Tab. A 3 zeigt
die in dieser Arbeit verwendeten Primer. Primer fiur die Konstruktion von Plasmiden mit
Gen-Deletions- bzw. Promotor-Substitutionskassetten und Primer fiir deren Integrations-
Nachweis sind in Abschnitt 2.7.2.1 bzw. 2.7.2.2 aufgelistet. Primer fiir die Konstruktion

von Gen-Disruptions-Plasmiden sind in Tab. A 6 gezeigt.

2.5 Bioinformatische Analysen

2.5.1 Identifizierung von bislang unbekannten Genen aus P. ciferrii

Wenn nicht anders angegeben wurden Sequenzinformationen in silico aus einer P. ciferrii
Genom-Datenbank extrahiert (Universitdt Bielefeld; nicht publiziert). Zu diesem Zweck
wurde die GenDB-Software v2.4 verwendet (MEYER et al., 2003). Um unbekannte putative
Gene von P. ciferrii zu identifizieren wurde mit den jeweiligen homologen Protein-
Sequenzen (i.d.R. aus S. cerevisiae) eine TBLASTN-Suche durchgefiihrt. Bei der TBLASTN-
Suche wurde eine Proteinsequenz (Matrize) mit allen sechs moglichen Leserahmen der P.
ciferrii Genom-Datenbank verglichen. Falls kein Homolog des gesuchten Gens in S.
cerevisiae existierte wurde die Protein-Sequenz eines bereits charakterisierten Homologs
aus einer anderen Hefe als Matrize verwendet. Die abgeleiteten Aminosdure-Sequenzen
der extrahierten putativen Gene aus P. ciferrii wiederum wurden als Matrize fir eine
BLASTP-Suche verwendet und so mit NCBI‘s Datenbank fiir nicht-redundante Protein-

Sequenzen1 verglichen, um die erhaltenen Gene genauer verifizieren zu kénnen.

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
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2.5.2 insilico Charakterisierung von Proteinen

Prinzipiell wurden Domanen und Cofaktor-Bindestellen online anhand des InterProScan
Programmes® (APWEILER et al., 2001; ZDOBNOV & APWEILER, 2001) identifiziert. Putative
Transmembran-Domdnen wurden dabei anhand der transmembrane hidden Markov
method® (TMHMM) nach (KrRoGH et al., 2001) bestimmt. Mitochondriale Lokalisationen
von Proteinen wurden mittels des MitoProt Programmes (CLAROS & VINCENS, 1996)
vorhergesagt. In silico Klonierungsarbeiten, sowie einfache Sequenzanalysen wurden mit

der Clone Manager Software bewerkstelligt.

2.6  Arbeiten mit E. coli

2.6.1 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli wurde mittels Elektroporation nach (DoweR et al., 1988)
durchgefiihrt. Fir die Elektroporation wurde der Gene Pulser® unter folgenden

Bedingungen verwendet: Spannung: 2 - 2,5 kV; Widerstand: 200 Q; Kapazitat: 25 pF.

2.6.2 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir die Isolation von Plasmid-formiger DNA aus E. coli wurde das GeneJET™ Plasmid

Miniprep Kit nach Angaben des Herstellers verwendet.

2 http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/

* http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/
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2.7 Arbeiten mit Hefe

2.7.1 Klonierung von Plasmiden durch in vivo Rekombination in S. cerevisiae

Die in vivo Klonierung von DNA-Fragmenten in S. cerevisiae wurde wie in (OLDENBURG et
al., 1997) beschrieben durchgefiihrt. Zundchst wurden die zu klonierenden DNA-
Sequenzen in PCR-Reaktionen (2.8.4) amplifiziert. Die verwendeten Primer besaRen dabei
jeweils am 5°-Ende Bereiche, die homolog zu dem Integrationsbereich in den Zielvektoren
waren. In S. cerevisiae ermoglichen diese homologen Enden eine homologe
Rekombination zwischen einem linearisierten Vektor und PCR-Fragmenten, um ein
zirkuliertes Plasmid zu erzeugen, welches in vivo vermehrt werden kann (PomMPON &
NicoLas, 1989). Die Vektoren fir die Klonierung wurden durch Verwendung von
Restriktions-Endonukleasen linearisiert, gereinigt und zusammen mit dem PCR-Produkt in
S. cerevisiae transformiert. Die Zellen wurden im Anschluss auf Selektivmedium
ausplattiert. Dadurch konnte auf Transformanten selektiert werden, die aufgrund
homologer Rekombination des DNA-Fragmentes mit dem linearisierten Vektor ein
stabiles, zirkularisiertes Plasmid besaBen. Die Plasmide wurden aus Hefe isoliert, in E. coli
transformiert, aus E. coli isoliert und durch eine anschlieBende Restriktionsanalyse und /

oder Sequenzierung verifiziert.

2.7.2 Konstruktion von P. ciferrii Stammen mit genomisch integrierten DNA-

Konstrukten

Im Folgenden wird erldutert, wie in dieser Arbeit P. ciferrii Stamme mit genomisch
integrierten Gen-deletionskassetten bzw. Promotor-Substitutionskassetten konstruiert
wurden. Die einzelnen Schritte (2.7.2.1 - 2.7.2.6) sind dabei in chronologischer

Reihenfolge angegeben.

2.7.2.1 Konstruktion von Gen-Deletionskassetten

Gen-Deletionen wurden, wenn nicht anders angegeben, mittels klassischem one-step
gene replacement durchgefihrt (ROTHSTEIN, 1983). Gen-Deletionskassetten wurden (iber

in vivo Rekombination kloniert, wodurch Plasmide erhalten wurden, die als Matrize zur
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PCR basierten Amplifikation der Gen-Deletionskassetten eingesetzt wurden. Diese PCR
Produkte wurden anschlieBend in P. ciferrii transformiert, mit dem Ziel ein bestimmtes
Gen Uber doppeltes cross over zu deletieren.

Fir die Konstruktion der Gen-Deletionskassetten tragenden Plasmide (s. Tab. A 4) wurden
jeweils ca. 300 - 500 bps von der Promotor- (PR) und der Terminator-Region (TR) des zu
deletierenden Gens aus genomischer P. ciferrii Wildtyp DNA mittels PCR amplifiziert.
Hierzu wurden jeweils die Primerpaare P1 / P2 fur die PR und P3 / P4 fir die TR
verwendet (s. Abb. M 1; Tab. A 4). Die Primer wurden so gewahlt, dass diese am 5‘ Ende
etwa 30-35 bps lange Bereiche besalRen, die homolog zur clonNAT-Resistenz-Kassette
(PCR-Amplifikat des Plasmids pCS.LoxP.natl mit den Primern LPNTL.fw und LPNTL.rv)
bzw. zum Plasmid p426HXT7-6HIS waren.

Die PCR Produkte der Primerpaare P1 / P2, P3 / P4 und LPNTL.fw / LPNTL.rv wurden
zusammen mit dem zuvor linearisierten Plasmid p426HXT7-6HIS (ca. 100 ng) in den S.
cerevisiae Stamm K26 transformiert. Der Vektor p426HXT7-6HIS wurde durch
Verwendung von zwei Restriktionsendonukleasen (BamHI & EcoRl) linearisiert, die
zwischen den homologen 5‘-Sequenzen der Primer P1 und P4 schnitten. In vivo wurden
die PCR Produkte mit dem linearisierten Vektor Uber homologe Rekombination
zusammengefiigt, wodurch der linearisierte Vektor rezirkularisiert wurde und in S.
cerevisiae vermehrt werden konnte. Erhaltene Transformanten wurden mittels des
Markergens (opt.natl) auf YEPD Platten mit clonNAT selektiert (ohne vorherige
Regeneration in YEPD), deren DNA isoliert, in E. coli transformiert und die daraus re-
isolierten Plasmide durch Restriktionskartierung bzw. Sequenzierung verifiziert. Zur
Amplifikation der Deletionskassetten wurden (wenn nicht anders erwdhnt) die Primer-
Paare 426L.fw / 426R.rv oder HXT7 / CYC verwendet. Die Sequenzen der jeweiligen Gen-
spezifischen Primer P1 - P4, sowie Primer fiir den Integrations-Nachweis und die

Uberpriifung der Deletion sind in Tab. A 4 aufgelistet.
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Abb. M 1: Schematische Darstellung der in vivo Konstruktion von Gen-Deletionskassetten tragenden
Plasmiden. Durch Transformation von S. cerevisiae (Stamm K26) mit dem linearisierten Vektor p426HXT7-
6HIS und den PCR-Produkten der Primerpaare P1 / P2, LPNTL.fw / LPNTL.rv und P3 / P4 wurden Vektoren
konstruiert, deren Gen-Deletionskassetten mit dem Primerpaar 426L.fw / 426R.rv bzw. HXT7 / CYC per PCR
vervielfaltigt werden konnten. PR: Promotorregion; TR: Terminatorregion.

2.7.2.2 Konstruktion von Promotor-Substitutionskassetten

Fir die Substitution von genomischen Promotor-Bereichen wurden in P. ciferrii native
Promotor-Bereiche durch ausgewdhlte (und spater im Text erwdhnte) Promotor-
Fragmente ausgetauscht. Zu diesem Zweck wurden analog zu den Gen-Deletionskassetten
(s. 2.7.2.1) Plasmide konstruiert, welche die Promotor-Substitutionskassetten trugen und
als PCR-Amplifikationsmatrize dienten. So wurden vier PCR-Produkte durch je ein
Primerpaar amplifiziert (Tab. M 4 und Abb. M 2), die zusammen mit dem linearisierten
Plasmid p426HXT7-6HIS in den S. cerevisiage Stamm K26 transformiert wurden. Die
weitere Prozedur erfolgte wie in 2.7.2.1 beschrieben. Die Integration dieser Konstrukte
sollte ebenfalls nach dem Prinzip des one-step gene replacement iber doppeltes cross

over erfolgen.

34



MATERIAL & METHODEN

Die Sequenzen der jeweiligen Primer (P5 - P10), sowie Primer fir den Integrations-

Nachweis (und ggf. fir die Uberpriifung der Promotor-Deletion) sind in Tab. A 5

aufgelistet.

Tab. M 4: Gezeigt sind die Primerpaare P5 / P6, P7 / P8 und P9 / P10 bzw. deren jeweilige Homologie des 5’-

Endes.
Primerpaar Homologie des 5‘-Endes des jeweiligen Primers zu:
PS5 Klonierungsvektor p426HXT7-6HIS
opt.natl1-Resistenzkassette (PCR-Amplifikat des Plasmids pCS.LoxP.natl mit
P6 den Primern LPNTL.fw und LPNTL.rv)
p7 opt.natl1-Resistenzkassette
P8 5-Ende des ORFs
P9 3“-Ende des PcTDH3 %% bzw. PcENO1*** Promotor-Fragments (PF)
P10 Klonierungsvektor p426HXT7-6HIS

LPNTL.fw LPNTL.rv
‘ ‘LP ‘P-PDAI ‘ natl ‘ T—TEFJ‘ LP‘ ‘
P7 P8
P5 PG e
= [ERE
)Ig P10
e +—
X
"---._____Q;ti?b'k- . R e
— — = SN ¥ E——

Abb. M 2: Schematische Darstellung fiir die in vivo Konstruktion von Plasmiden, die integrative Kassetten
fur genomische Substitutionen von Promotor-Bereichen trugen. Die Amplifikate der Primerpaare P5 / P6
und P9 / P10, die die homologen Bereiche fur die genomische Integration darstellten, hatten eine GroRe
von 300 - 500 bps. PR: Promotor-Region; PF: Promotor-Fragment; ORF‘: 5-Bereich des offenen

Leserahmens.
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2.7.2.3 Transformation von P. ciferrii

In dieser Arbeit wurde eine nach (DoHMEN et al., 1991) modifizierte Gefrier-
Transformations-Methode fiir P. ciferrii etabliert. Dabei wurden Zellen in YEPD kultiviert,
in der exponentiellen Wachstumsphase bei einer ODgyonm von 0,6 - 1 geerntet und
anschlieBend mit einem halben Kulturvolumen Losung A gewaschen (2.500 g, 3 min). Die
gewaschenen Zellen wurden in 0,02 Kulturvolumen Losung A resuspendiert, 8 200 ul in 2
ml Reaktionsgefdafen aliquotiert und sofort bei -70° C gelagert.

Fir die Transformation von P. ciferrii wurde zu transformierende DNA auf die gefrorenen
Zellen gegeben und diese bei 37° C fir max. 10 min unter leichtem Schitteln (650 - 800
rpm) aufgetaut. Bei Bedarf wurde zusatzlich zur DNA 12 pl einzelstrangiger Lachs-Sperma-
DNA (2 mg * ml) hinzugegeben [dies sollte in einer gesteigerten Transformations-
Effizienz resultieren (ScHIESTL & GIETz, 1989)]. Zu den aufgetauten Zellen wurde
anschlielend 1,5 ml Losung B gegeben. Nach mehrmaligem Invertieren des 2 ml
ReaktionsgefaRes wurde dieses fiir etwa 1 h bei 30° C inkubiert. Durch Zentrifugation bei
11.000 g fiir 30 Sek. wurden die Zellen vom Uberstand getrennt und sofort mit 1 ml
Losung C gewaschen (2.500 g, 3 min). Die Zellen wurden anschlieBend auf Selektions-
Medium ausplattiert. Falls Transformanten auf Medium mit clonNAT selektiert werden
sollten, wurden die Zellen zuvor fir 4 - 6 h bei 30° Cin 5 ml YEPD kultiviert (Regeneration)

und anschlieRend auf clonNAT-haltigem Medium ausplattiert.

Losung A: 1 M Sorbit (Sorbitol)
10 mM Bicin (pH 8,35)
3 % Ethylenglykol (w/v)
Losung B: 40% PEG1000 (w/v)
200 mM Bicin (pH 8,35)
Lésung C: 150 mM NaCl
10 mM Bicin (pH 8,35)
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2.7.2.4 Isolation von chromosomaler DNA aus P. ciferrii

Genomische DNA wurde durch eine abgewandelte Cethyltrimethylammoniumbromid-
(CTAB) Methode (MURRAY & THOMPSON, 1980) aus P. ciferrii isoliert. Hierzu wurden Zellen
einer Kultur (= 2 ml, ODggonm > 1) geerntet, in 400 pl CTAB-Puffer [2 % (w/v) CTAB, 100
mM Tris-HCl (pH 8.0), 20 mM EDTA, 1,4 M NacCl] resuspendiert, mit 200 ul Glasperlen
(0,25 - 0,5 mm @) versetzt und 8 min bei 4° C auf einem ,,Vibrax VXR basic” (2200 rpm)
aufgeschlossen. AnschlieRend wurde der Ansatz fir 30 min bei 65° C inkubiert. Nach
Zugabe einen Volumens Chloroform und anschlieBendem Homogenisieren fiir 10 Sek.
wurde der Ansatz fiir 5 min bei 16.000 g zentrifugiert. Der DNA-haltige Uberstand wurde
entnommen und die DNA fir mindestens 30 min bei -20° C mit 0,7 - 1 Volumen
Isopropanol gefallt. Nach der folgenden Zentrifugation fiir 15 min bei 16.000 g und 4° C
wurde das Sediment mit 70 %igem eiskalten Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 -

100 pl H,0 resuspendiert.

2.7.2.5 Nachweis von genomisch integrierten DNA-Konstrukten

Erhaltene Transformanten wurden auf eine korrekte positionelle Integration der
transformierten DNA-Konstrukte Uberprift, indem chromosomale DNA aus den Zellen
isoliert wurde (s. 2.7.2.4) und PCR-Reaktionen (s. 2.8.4) damit durchgefiihrt wurden.

Im Falle einer Gen-Deletion wurde fiir die PCR-Reaktion (wenn nicht anders angegeben)
ein Gen-spezifischen Primer (Tab. A 4; bindet stromaufwarts des zu deletierenden ORFs)
und der Konstrukt-spezifischer Primer PDAl.pop-in.rv4 verwendet. Nur bei einer korrekt
integrierten Deletionskassette konnte ein PCR-Produkt erhalten werden. Zusatzlich wurde
versucht das Wildtyp Allel des mutmallichen Deletionsstammes per PCR nachzuweisen.
Dazu wurde erneut der Gen-spezifische Primer und ein Gen-interner Primer (Tab. A 4;
bindet im ORF des zu deletierenden Gens) verwendet, wodurch nur bei noch
vorhandenem Wildtyp Allel ein PCR-Produkt erhalten werden konnte (entsprechende
Positivkontrolle mit genomsicher Wildtyp DNA wurde stets durchgefiihrt). Ein Deletions-
Stamm wird im Folgenden als solcher bezeichnet, wenn die Integration bestatigt und ein

vorhandenes Wildtyp Allel nicht nachgewiesen werden konnte.
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Im Falle einer genomischen Promotor-Substitution wurde fiir die PCR-Reaktion ein Gen-
spezifischer Primer (s. Tab. A 5; bindet in jenem ORF, dessen Promotor substituiert
werden sollte, bzw. stromabwarts der P10-Bindestelle) und ein Promotor-spezifischer
Primer (s. Tab. A 5; bindet in jenem Promotor, durch den der native Promotor-Bereich
ersetzt wurde) verwendet. Durch Erhalt eines PCR-Produktes wurde die Promotor-
Substitution verifiziert. Gegebenenfalls wurde die Deletion des nativen Promotor-
Bereichs Uberprift, indem versucht wurde den nativen Promotor mittels einem

Promotor-spezifischen Primer (s. Tab. A 5) per PCR nachzuweisen.

2.7.2.6 Entfernung von dominanten genomischen Selektionsmarkern

Die Entfernung einer clonNAT-Markerkassette von genomisch integrierten Konstrukten
wurde (wenn nicht anders angegeben) bei jeden in dieser Arbeit konstruierten P. ciferrii

Stammen wie in 3.1.1.3 beschrieben durchgefiihrt.

2.7.3 Inaktivierung von putativen Acetyl-Transferase-Genen

Im Zuge der Inaktivierung der in dieser Arbeit isolierten putativen Acetyl-Transferase-
(AcTr-) Genen, wurden fiir 16 dieser Gene Disruptions-Plasmide konstruiert (s. Tab. A 6).
Fir drei weitere putative AcTr-Gene [Pc_6875, Pc_5428 (zwei Allele) und Pc_1479]
wurden Gen-Deletionskassetten wie in 2.7.2.1 beschrieben konstruiert (Primer hierfiir
sind in Tab. A 4 aufgelistet).

Disruptions-Plasmide wurden Uber in vivo Rekombination ausgehend vom Plasmid
pCS.425nat.LP kloniert. Fir die Konstruktion des Vektors pCS.525nat.LP wurde das
Plasmid p425HXT7-6HIS sowie ein PCR-Amplifikat [amplifiziert mit den Primern LP-
lacZ.fw2 und LP-lacZ.rv (ausgehend vom Plasmid pUG6lacZ)] mit Dralll und Sapl
geschnitten und das PCR-Produkt in den Vektor p425HXT7-6HISpaii/sqp ligiert. Das daraus
resultierende Plasmid pCS.425.LP-lacZ wurde mit EcoRV und EcoRI linearisiert und die
clonNAT-Markerkassette (PCR-Amplifikat aus p-natl mit Primern 425-PDA1.fw und 425-
TEF.rv) Uber in vivo Rekombination in den Vektor pCS.425.LP-lacZgcorv/ecori kloniert,
woraus das Plasmid pCS.525nat.LP entstand (s. Abb. M 3). Fur die Konstruktion der

Disruptions-Plasmide wurde pCS.425nat.LP durch Restriktions-Verdau mit Sacl und Pvull
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linearisiert und jeweils mit einem PCR-Produkt (ORF-Fragment ohne natives 5‘- und 3'-
Ende; s. Tab. A 6) durch in vivo Rekombination zu den in Tab. A 6 gezeigten Disruptions-
Plasmiden zusammengefligt. Nach Linearisierung der Disruptions-Plasmide mit den in
Tab. A 6 erwahnten Restriktions-Endonukleasen konnten diese in P. ciferrii transformiert
werden, um so gezielt das jeweilige Gen zu zerstoren.

Von erhaltenen Transformanten wurde die korrekte Integration der pop-in bzw.
Disruptions-Plasmide mittels PCR anhand der genomischen DNA mit einem Plasmid-
spezifischen Primer (coli_ori.rv) und einem Gen-spezifischen Primer A (s. Tab. A 6) durch
Erhalt eines PCR-Produktes bestétigt. Parallel wurde mit dem Gen-spezifischen Primer A
und einem weiteren Gen-spezifischen Primer B (s. Tab. A 6) versucht das
korrespondierende Wildtyp Allel nachzuweisen (entsprechende Positivkontrolle mit
genomsicher Wildtyp DNA wurde stets durchgefiihrt). Die Entfernung von clonNAT-

Markerkassetten aus den pop-in Konstrukten wurde nicht durchgefihrt.

2u P-PcPDA1

opt.natl \

bla T-PcTEF1

loxP

ORI Pvull

Sacl

Abb. M 3: Das Plasmid pCS.425nat.LP diente als Klonierungs-Vektor fir die Konstruktion von pop-in
Plasmiden fir die Disruption von putativen AcTr-Genen. Fir die in vivo Rekombination wurde pCS.425nat.LP
mit Sacl und Pvull linearisiert.

2.7.4 Transformation von S. cerevisiae & Cyberlindnera (Pichia) jadinii

Die Transformation von S. cerevisiae und C. jadinii erfolgte nach dem Protokoll in

Abschnitt 2.7.2.3 oder im Fall von S. cerevisiae alternativ nach (GIETz & ScHIESTL, 2007).
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2.7.5 Isolation von DNA aus S. cerevisiae & C. jadinii

Zellen einer 2 ml Kultur (ODggonm > 1) wurden geerntet, gewaschen und in 400 pl Puffer 1
[50 mM Glukose; 10 mM EDTA (Titriplex 1l1); 25 mM Tris-HCI (pH 8); RNase A (100 pg/ml)]
resuspendiert. Nach Zugabe von 400 pl Puffer 2 (0,2 M NaOH; 1 % SDS) und vorsichtigem
Mischen, wurde ca. % des Volumens an Glasperlen (0,25 - 0,5 mm @) hinzugegeben und
die Zellen bei 4° C fur 8 min auf einem ,,Vibrax VXR basic” bei 2200 rpm aufgeschlossen.
500 pl Uberstand wurden mit 250 pl Puffer 3 [5S M Kalium-Acetat (pH 5,5)] vermischt, 10
min auf Eis inkubiert und 5 min bei 16.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir
mindestens 30 min bei -20° C mit Isopropanol im Verhaltnis 1:1 gefallt und anschliefend
20 min bei 16.000 g zentrifugiert. Die pelletierte DNA wurde mit 70 % Ethanol (-20° C)

gewaschen und in 50 pl Wasser gelost.

2.8 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.8.1 Enzymatische Modifikation von DNA
2.8.1.1 Ligation

Zur Verknlpfung von linearisierter und dephosphorylierter Vektor-DNA mit linearer
»Insert“-DNA wurde die T4 DNA Ligase eingesetzt, die in Anwesenheit von ATP eine
Phosphodiesterbindung zwischen 3’-OH- und 5°-PO4-Enden von Nukleinsduren katalysiert.
Ligationen wurden i.d.R. in einem Volumen von 20 ul durchgefiihrt. Es wurden insgesamt
ca. 100 ng DNA eingesetzt. Hierzu wurde vorher standardmaRig ein molares Vektor :
Insert Verhaltnis von 1 : 4 gewahlt. Fur das Einhalten dieses Verhaltnisses wurden die zu
verwendeten DNA Mengen mit der ,GENtle” Software (Magnus Manske,
http://gentle.magnusmanske.de) errechnet. Der Ansatz enthielt weiterhin 400 U T4 DNA
Ligase und in 1-facher Konzentration den vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffer.
Fir die Ligation von DNA mit kohdsiven Enden wurde der Ligationsansatz mind. 20 min
bei RT inkubiert. Fir die Transformation in E. coli wurden maximal 5 ul des

Ligationsansatzes verwendet.
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2.8.1.2 Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung am 5‘-Ende von linearer DNA erfolgte mit 1 U ,Antarctic
Phosphatase” pro ug DNA pro 12 ul fiir 30 min bei 37° C. Der Ansatz enthielt weiterhin in
1-facher Konzentration den vom Hersteller mitgelieferten Reaktionspuffer. Die

Inaktivierung erfolgte durch Inkubation bei 65° C fiir 10 min.

2.8.1.3 DNA Restriktion

Sequenzspezifische Spaltungen der DNA mit Restriktions-Endonukleasen wurden unter
den vom Hersteller empfohlenen Inkubationsbedingungen fir maximal 12 Stunden mit

etwa 1 U Enzym pro pg DNA durchgefihrt.

2.8.1.4 Enzymatischer Abbau von DNA mittels DNase |

Der Abbau von kontaminierender DNA wurde im Zuge von cDNA-Synthesen aus RNA
(2.8.9.2) unter Verwendung der RNase-freien DNase | nach Angaben des Herstellers

bewerkstelligt.

2.8.2 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierungen von genomischer und Plasmid-DNA wurden von der Firma SRD
(Scientific Research & Development GmbH, Oberursel) oder von der Firma GATC Biotech
AG durchgefiihrt. Die Sequenzierung von DNA mittels degenerierter Primer erfolgte durch

die Firma Sequiserve GmbH.

2.8.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde spektralphotometrisch bei einer Wellenldange von
260 nm bestimmt. Verwendet wurde hierzu das ,ND-1000 Spectrophotometer”.
Zusatzlich  wurden Verunreinigungen durch z.B. Salze oder Proteine im

Wellenldngenbereich von 230 - 280 nm detektiert.

41



MATERIAL & METHODEN

2.8.4 DNA-Amplifikation mittels PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgte fir Klonierungsarbeiten mittels der
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase oder fiir analytische Zwecke mittels der Tag DNA
Polymerase nach Angaben des Herstellers. Zu der zu amplifizierenden DNA wurden 0,2
mM dNTP-Mix, Reaktionspuffer (nach Angaben des Herstellers), 0,5 - 1 U Polymerase und
je0,1-1pmol * ul'l(Ansatz) der entsprechenden Primer zusammen-gegeben. Je nach Bedarf
wurde dem Ansatz noch bis 3 mM MgCl; hinzugesetzt. Die PCR-Reaktion wurde in einem
»Mastercycler® gradient” durchgefihrt. Zur Amplifikation der DNA wurden folgende

Temperaturzyklen gewahlt:

1x 94 -98° C, 1-3 min (Denaturierung)
16-50x 94 -98°C, 5 - 20 Sek. (Denaturierung)
46 -72° C, 20 - 30 Sek. (Annealing)
72° C, max. 1 min * kb (Elongation)
1x 72°C,5-10 min (Elongation)

2.8.4.1 Cross over PCR

Die cross over PCR wurde angewandt, um Fusionen von zwei (oder mehr) Genen bzw.
Nukleotid-Sequenzen zu konstruieren (vgl. Abb. M 4). In einer ersten PCR-Reaktion
wurden ein Vorwartsprimer (Primer 1), der am 5-Ende von Sequenz A bindet, ein
Abwartsprimer (Primer 2), der neben der Bindestelle fur die 3‘-Region von Sequenz A fir
10 - 15 bps der 5‘-Region von Sequenz B codiert, sowie Sequenz A als Template
eingesetzt. In einer zweiten PCR-Reaktion wurden ein Vorwartsprimer (Primer 3), der am
5‘-Ende von Sequenz B bindet und fiir 10 - 15 bps der 3‘-Region von Sequenz A codiert,
ein Abwartsprimer (Primer 4), der am 5‘-Ende von Sequenz B bindet, sowie Sequenz B als
Template verwendet. Die aufgereinigten PCR-Produkte aus Reaktion 1 und 2 wurden als
Template mit den Primern 1 und 4 in einer dritten PCR-Reaktion eingesetzt. Als Resultat

erhalt man eine Fusionssequenz aus Sequenz A und B.
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Primer 1 Primer 3

SequenzA SequenzB

Primer 2 Primer 4

Abb. M 4: Schematische Darstellung der cross over PCR (Erlduterung s. Text). Gezeigt ist die Fusionierung
von nur zwei Sequenzen (A & B).

2.8.5 Genome walking: Spezifische Amplifikation von partiell unbekannten

chromosomalen DNA-Sequenzen

Fiir die Identifizierung bzw. Klonierung von partiell unbekannten DNA-Sequenzen im
Genom von P. ciferrii wurde das ,GenomeWalker Universal Kit“ nach Angaben des
Herstellers verwendet. Voraussetzung hierflir war eine bereits bekannte DNA-Sequenz
(fur die Bindung eines spezifischen Primers), von der aus stromauf- oder -abwarts
unbekannte DNA-Sequenzen spezifisch amplifiziert werden konnten (bis maximal ca. 6

kb). Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.8.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einer Grofle von 0,15 - 20 kb erfolgte in
0,5 - 2 %igen Agarosegelen bei einer Spannung von 10 - 150 V. Als Gel- und Laufpuffer
wurde 1x TAE-Puffer (40 mM Tris, 40 mM Essigsdure, 2 mM EDTA) verwendet (SAMBROOK
et al., 1989). Als GroRenstandard diente eine mit definierten Restriktionsendonukleasen
geschnittene DNA-Leiter. Die DNA-Proben wurden vor dem Auftrennen mit /¢ Volumen
Blaumarker (1x TAE-Puffer, 10 % Glycerin, 0,004 % Bromphenolblau) versetzt. Nach 10
minutiger Inkubation des Agarosegels in H,0 mit 0,5 pg Ethidiumbromid * mI™* wurde die
Auftrennung der DNA durch Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht und

dokumentiert.

2.8.7 Aufreinigung von PCR-Produkten & Gel-Extraktion von DNA

Die Aufreinigung von PCR-Produkten und Gel-Extraktion von DNA erfolgte mit dem

»NucleoSpin® Extract Il Kit,, nach Angaben des Herstellers.
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2.8.8 Codon-Optimierung von Genen & in vitro Gen-Synthese

Die Codon-Optimierung von Genen erfolgte unter Beriicksichtigung der bereits bekannten
und stark eingeschrankten Codon-Verwendung von P. ciferrii (BORGEL, 2007). Dabei
wurden endogene Codons durch die am hdufigsten vorkommenden Codons bereits
bekannter Gene des Sphingolipid-Stoffwechsels ersetzt. Die Synthese von Codon-

optimierten DNA-Sequenzen erfolgte durch die Firma GeneArt®.

2.8.9 Quantifizierung von mRNA in P. ciferrii

Um den Effekt einer Promotor-Substitution auf Genexpressions-Ebene zu analysieren,
wurden die Folgenden Schritte (2.8.9.1 - 2.8.9.3) zur mRNA-Quantifizierung in

chronologischer Reihenfolge durchgefiihrt.

2.8.9.1 Preparation von mRNA

Fir die Isolation von mRNA aus P. ciferrii wurden exponentiell wachsende Zellen in 50 ml
TAPS-Medium bei einer ODggonm von etwa 1 geerntet, mit RNase-freiem Wasser
gewaschen und das Zell-Pellet sofort bei -80° C gelagert. Der Aufschluss von frisch auf Eis
aufgetauten Zellen erfolgte mittels des ,Precellys® Lyse-Kit VKO1“ auf einem ,,Precellys®
24 bead beating homogenizer” bei einer Geschwindigkeit von 6.500 rpm fiir 30 Sek. Die
Zellen wurden anschlieflend auf Eis fiir ca. 2 min gekihlt, worauf eine weitere Runde des
Zell-Aufschluss folgte. Der Rohextrakt wurde unter Verwendung des RNeasy Mini Kit nach

Angaben des Herstellers weiter behandelt. Isolierte RNA wurde bei -80° C gelagert.

2.8.9.2 Synthese von cDNA aus mRNA (reverse Transkription)

Im Zuge der cDNA-Synthese wurden zunachst potentiell vorhandene DNA-
Verunreinigungen mittels DNase | enzymatisch abgebaut. Anschliefend wurde mittels des
»SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix“ die reverse Transkription der mRNA in

cDNA nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
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2.8.9.3 Quantitative real time PCR

Die relative Quantifizierung der revers transkribierten mRNA (cDNA) erfolgte mittels
guantitativer real time PCR (gRT-PCR). Die gRT-PCR Reaktionen wurden im LightCycler 1.5
unter Verwendung des LightCycler FastStart DNA Master™® SYBR Green | Kit nach
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Negativkontrollen wahrend der gRT-PCR
Reaktionen wurden RNA-Proben verwendet, die nicht mit reverser Transkriptase
behandelt wurden. Zur in silico Analyse der gRT-PCR Daten wurde die LightCycler
Software v3.5.3 herangezogen. Um sicherzustellen, dass die detektierten Fluoreszenz-
Signale von Transkript-spezifischen Amplifikaten abstammen, wurden im Anschluss an die
gRT-PCR Reaktionen Schmelzpunktbestimmungen im Bereich von 65 - 95° C angehangt
und die Amplifikate mittels Gel-Elektrophorese (2.8.6) verifiziert.

Die Bestimmung der relativen Transkriptmenge (R) erfolgte nach (PrarfL, 2001) unter

Verwendung folgender Formel:

(AE)ACP (Kontrolle — Probe)

(AEReferenz)ACP (Kontrolle — Probe)

Die sog. crossing point Werte (CP) wurden von der LightCycler Software v3.5.3
automatisch bestimmt. Die Amplifikations-Effizienz (AE) wurde ausgehend von einer
Verdiinnungsreihe der cDNA mittels linearer Regression errechnet (AE = 107/5tigune)
(HigucH! et al., 1993). Als Referenz wurde die Transkriptmenge von PcTDH3 und PcACT1 in
jeder Probe bestimmt. Die relativen Expressions-Werte im Text reprasentieren den

Mittelwert von vier gRT-PCR Reaktionen (pro Referenzgen eine Doppelbestimmung).

2.9 Biotechnologische Methoden

2.9.1 Bestimmung der optischen Zelldichte & Zell-Trockenmasse

Zur Bestimmung der optischen Zelldichte bei 600 nm (ODggonm) Wurden das Ultrospec
2100 pro Photometer verwendet. Fir die Bestimmung der Zell-Trockenmasse (bzw. Bio-

Trockenmasse = BTM) wurden Zellen aus 10 ml Kulturbriihe mittels einer
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Zellulosemembran (0,45 um) vom Medium separiert, getrocknet (Mikrowelle: 140 W, 10
min) und deren BTM mittels einer Feinwaage bestimmt.

Zusatzlich wurde die BTM anhand von ODggonm-Messungen bestimmt. Dazu wurden
insgesamt 48 Fermentations-Proben zweier P. ciferrii Stamme (CS & CSS.L4; s. 2.1.3) in
einem ODgggonm-Bereich von 0,5 - 20 genommen und deren BTM bestimmt. Es wurde eine
signifikante Korrelation von ODggonm Und BTM (unabhéngig vom Stamm) festgestellt (R =
0,98). Durch lineare Regression dieser Daten konnte eine mathematische Funktion
aufgestellt werden (|BTM| = 0,41 * ODggonm + 0,6), die, wenn nicht anders angegeben, zur
Bestimmung der BTM anhand gemessener ODggonm-Werte herangezogen wurde. Bei den
in dieser Arbeit konstruierten P. ciferrii Stammen wurden mittels Lichtmikroskopie keine

morphologischen Veranderungen festgestellt.

2.9.2 Fermentationen mit P. ciferrii & S. cerevisiae

Fermentationen mit P. ciferrii und S. cerevisiae wurden aerob bei 30° C auf einem
Rotations-Schiittelgerat bei 200 - 250 rpm durchgefiihrt. Die Zellen wurden zunachst in 5
ml TAPS-Medium als Vorkultur geziichtet und beim Erreichen der stationdren
Wachstumsphase zur Inokulation von 20 ml TAPS-Medium (£ Hauptkultur) verwendet.
Hauptkulturen wurden mit einer ODgoonm vOn etwa 0,1 gestartet. Zur Analyse von
acetylierten Sphingoidbasen mittels RP-HPLC wurden entweder 250 oder 500 pl
Fermentationsbriihe entnommen und sofort bei -20° C gelagert. Die Probennahme
erfolgte, abhangig vom jeweiligen Stamm, in der spaten exponentiellen und / oder frithen
stationdren Wachstumsphase (wenn nicht anders angegeben). Fir Analysen des Kultur-
Uberstandes wurden parallel weitere 1 ml Fermentationsbrithe entnommen, fiir 5 min bei
5.000 g zentrifugiert und 250 oder 500 ul des Uberstandes fiir RP-HPLC-Analysen

verwendet.

2.9.3 Preparation von acetylierten Sphingoidbasen & Quantifizierung mittels RP-

HPLC

Fir die Quantifizierung von acetylierten Sphingoidbasen aus Fermentationsproben (s.

2.9.2) wurden diese zunachst bei 14° C auf einem Thermomixer bei 1000 rpm aufgetaut.
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AnschlieRend wurden die Proben mit 1 ml Aceton versetzt und fiir 6 min auf einem
,Vibrax VXR basic” bei 1000 rpm und 37° C inkubiert. Der Extrakt wurde anschlieRend fiir
10 min bei 5.000 g zentrifugiert und der Uberstand fiir die RP-HPLC-Analyse verwendet.

Das in dieser Arbeit verwendete HPLC-System basierte auf einer unpolaren stationaren
und einer isokratischen mobilen Phase (reversed phase HPLC: RP-HPLC). Die Detektion
von acetylierten Sphingoidbasen erfolgte im UV-Bereich bei 200 nm Wellenlange durch
den UltiMate 3000 Variable Wavelength Detector. Als mobile Phase wurde ein Gemisch
aus Methanol (81,5 %; w/w), Wasser (18,45 %; w/w) und Tri-Fluor-Essigsaure (TFA; 0,05
%; w/w) bei 40° C und einer Flussrate von 1,4 ml * min* verwendet. Als stationire Phase
diente die ZORBAX SB-C8 Saule (4.6 * 150 mm, 3.5 um). Von jeder Probe wurden 20 pl
durch den AS50 Autosampler in die mobile Phase injiziert und die Absorption bei 200 nm
fir 7 min verfolgt. Das RP-HPLC-System bestand des Weiteren aus folgenden
Komponenten: “GS50 Gradient Pump”, “Thermostatted Column Compartment TCC-100”,
“UltiMate 3000 Variable Wavelength Detector”, “UltiMate 3000 Solvent Rack SRD-3200".
Die Auswertung der Daten erfolgte mittels ,,Chromeleon” Software (v6.50 SP10a Build
1065). Als Quantifizierungs-Standards dienten TAPS, TriASa und TriASo (freundlicherweise

zur Verflgung gestellt von Evonik Degussa GmbH).

2.9.4 Bestimmung von relativen Metabolit-Konzentrationen

Die Bestimmung von relativen Metabolit-Konzentrationen (L-Serin, L-Glycin und L-
Pyruvat) wurde von der Firma Metabolomic Discoveries GmbH durchgefiihrt. Die Proben-
Aufbereitung erfolgte freundlicherweise durch Heiko Andrea (Evonik Degussa GmbH).
Dazu wurden Zellen aus 2 ml TAPS-Medium-Kultur (spdte exponentielle
Wachstumsphase) durch Filtration vom Medium entfernt und der Filter samt Zellen sofort
in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die gefrorenen Zellen wurden von der Firma

Metabolomic Discoveries GmbH weiter behandelt.

47



MATERIAL & METHODEN

2.9.5 Charakterisierung von Sphingolipiden mittels LC-MS/MS

Fir die nahere Charakterisierung von acetylierten Sphingoidbasen wurden 1 ml
Fermentationsprobe (s. 2.9.2) entnommen und sofort bei -20° C gelagert. Die weitere
Behandlung und Analyse erfolgte freundlicherweise durch Frank ter Veld (Ruhr-

Universitat Bochum) nach (Ter VELD et al., 2011).

2.9.6 Bestimmung von LCB-Phosphaten

Fir die Bestimmung von intrazellularen LCB-P-Mengen wurden die Zellen in TAPS-
Medium angezogen und in der spaten exponentiellen Wachstumsphase geerntet. Dazu
wurden Zellen aus 10 ml Kulturbriihe zweimalig mit 10 ml einer 0,9 %igen Kochsalz-
Losung gewaschen und das Zellpellet anschlieBend mit 1 ml Glucanex™-Losung [10 mg *
ml'1(0,9 % nac)] behandelt. Nach zwei Stunden Inkubation bei 25° C wurden die so
erhaltenen Spharoplasten bei -20° C gelagert.

Die weitere Behandlung bzw. Quantifizierung wurde freundlicherweise von Gerhard
Liebisch durchgefiihrt (Universitat Regensburg). Die Quantifizierung der LCB-Ps im Zell-
Homogenat erfolgte dabei nach einem Protokoll fiir die Quantifizierung von LCB-Ps aus
menschlichem Blut-Plasma (SCHERER et al., 2009). Dabei wurden ausschlieflich die

Phosphate von Sphingoidbasen mit 18 C-Atomen quantifiziert.

2.9.7 Protein-Isolation & Bestimmung von spezifischen Enzymaktivititen

Protein-Rohextrakte wurden aus 10 ml Fermentationsbriihe (TAPS-Medium) gewonnen.
Dazu wurden Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase zwischen einer ODgponm VOn 1
und 1,6 geerntet (5.000 g, 4° C, 2 min) und zweimal mit eiskaltem IP-Puffer (50 mM
Imidazol, 10 mM MgCl,, 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA, pH 7) gewaschen. Die Zellpellets
wurden anschlieBend sofort bei -80° C weggefroren. Der Zellaufschluss der auf Eis
aufgetauten Zellen erfolgte mittels des ,Precellys® Lyse-Kit VKO1“ auf einem ,,Precellys®
24 bead beating homogenizer” bei einer Geschwindigkeit von 6.500 rpm fiir 30 Sek. Die
Zellen wurden anschliefRend auf Eis fur ca. 2 min gekuhlt, worauf eine weitere Runde des
Zell-Aufschluss unter den gleichen Bedingungen folgte. Die so erhaltenen Rohextrakte

wurden bei 4° C fir 10 min bei 16.000 g zentrifugiert und der Uberstand fiir die
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Bestimmung von spezifischen Enzymaktivitaten verwendet. Die Lagerung erfolgte dabei
auf Eis und nie langer als sechs Stunden. Protein-Konzentrationen wurden mittels ,,Roti®-
Quant” Kit (und BSA als Standard-Protein) nach Angaben des Herstellers bestimmt.
Enzymaktivitdts-Messungen wurden mit dem Ultrospec 2100 pro Photometer unter

Verwendung der SWIFT Il Software durchgefiihrt. Messungen erfolgten stets bei 30° C.

Die Bestimmung der spezifischen Aktivitdt von PcGpm1 wurde mod. nach (MAITRA & LOBO,
1971) in IP-Puffer mit 0,23 mM NADH, 1 mM ADP, 1 mM Fruktose-1,6-bisphosphat, 1 mM
2,3-Bisphospho-Glycerat, 0,5 U Enolase (vom Hasenmuskel, etwa 1 U Pyruvat-Kinase (Typ
Il vom Hasenmuskel), 1 U Laktat-Dehydrogenase (vom Hasenmuskel) und 1 - 100 pg
Rohextrakt-Protein durchgefiihrt. Die Messungen wurden durch Zugabe von 3 mM 3-PG
gestartet und die Substrat-abhdngige Oxidation von NADH spektral-photometrisch und

kontinuierlich bei 340 nm gemessen (vgl. Abb. M 5).

2,3-bP-G F-1,6-bP
'© '©
3-PG Mﬁ- 2-PG Eno—laser PEP ;LKT» L-Pyruvat — Laktat
ADP  § NADH + H* |

ATP NAD*

340 nm

Abb. M 5: Schematische Darstellung des Prinzips der PcGpm1-Aktivitats-Messung. Es wurde die Oxidation
bzw. Abnahme von NADH + H* gemessen (3-PG ~ NADH + H*). Unterstrichene Substanzen wurden im
Uberschuss hinzugegeben. F-1,6-bP diente als allosterischer Aktivator der PYK. 2,3-bP-G: 2,3-bisphospho-
Glycerat (= mutmallicher Aktivator fiir PcGpm1); 3-PG: 3-Phosphoglycerat; 2-PG: 2-Phosphoglycerat; F-1,6-
bP: Fruktose-1,6-Bisphosphat; PEP: Phosphoenol-Pyruvat; PYK: Pyruvat-Kinase; LDH: Laktat-Dehydrogenase.

Die Bestimmung der spezifischen PcSer3-Aktivitdt wurde in IP-Puffer mit 2 mM NAD,
1 - 100 pg Rohextrakt-Protein mit pH 7, 8 und 9 durchgefiihrt [ein hoher pH-Wert soll die
gewlinschte Reaktion beglinstigen (ROSENBLUM & SALLACH, 1975)]. Durch Zugabe von 3
bzw. 15 mM 3-PG wurden die Messungen gestartet. Die Substrat-abhidngige Reduktion
von NAD wurde spektral-photometrisch und kontinuierlich bei 340 nm verfolgt (vgl. Abb.
M 6).
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Pcser3

= 7N 3-P-HP
I _ et

NAD® y ‘
NADH + H*

Abb. M 6: Schematische Darstellung des Prinzips der PcSer3-Aktivitdts-Messung. Es wurde die Reduktion
von NAD" bzw. die Zunahme von NADH + H* gemessen (3-PG ~ NAD"). Unterstrichene Substanzen wurden
im Uberschuss hinzugegeben. 3-PG: 3-Phosphoglycerat; 3-P-HP: 3-Phospho-Hydroxypyruvat.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Verbesserung der genetischen Handhabbarkeit von P. ciferrii

Die Hefe P. ciferrii war zu Beginn dieser Arbeit auf genetischer Ebene nur schwer
zuganglich, wodurch sich Arbeiten in Bezug auf eine rationale Stammentwicklung nur sehr
zeitaufwandig gestalten lassen wiirden. Eine Transformations-Methode fiir P. ciferrii war
bereits beschrieben (BAE et al., 2003), allerdings ist die Prozedur vergleichsweise
aufwendig und in dieser Arbeit konnte damit eine nur sehr geringe Transformations-
Effizienz im P. ciferrii Wildtypstamm (PCWT) erzielt werden (< 20 Transformanten *
ug’loNA * kb'l). Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit diverse Hefe-Transformations-
Methoden fiir P. ciferrii getestet (nicht gezeigt). Mittels einer nach (DoHMEN et al., 1991)
modifizierten sog. Gefrier-Transformation konnte eine Transformations-Effizienz im
Wildtyp von rund 300 - 350 Transformanten * pg™ona * kb erzielt werden (SCHORsCH et
al., 2009). Anhand dieser einfach durchzufiihrenden und effizienten Methode sollten
genomische bzw. genetische Veranderungen leichter und bequemer durchzufiihren sein,
weshalb diese Methode in nachfolgenden Experimenten angewendet wurde.

Ein weiterer zu Beginn dieser Arbeit existierender Nachteil in Bezug auf die rationale
Stammentwicklung von P. ciferrii bestand in einer sehr geringen Genzerstorungs-Effizienz,

auf deren Optimierung im Folgenden eingegangen wird.

3.1.1 Optimierung der Genzerstorungseffizienz in P. ciferrii

Zielgerichtete genomische Integrationen von transformierten DNA Fragmenten sind in P.
ciferrii sehr ineffizient. Transformierte DNA wird in P. ciferrii bevorzugt ungerichtet
(ektopisch) in das Genom integriert. Fir die Integration von fremder DNA in das Genom
sind hauptsachlich DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) bzw. deren Reparaturmechanismen
verantwortlich. In Eukaryonten koexistieren zwei Reparaturwege um diese DSBs zu
reparieren: homologe Rekombination (HR) und non-homologous end joining (NHEJ). Bei

der Integration von transformierter DNA Uber HR ist eine Interaktion von homologen
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Sequenzen erforderlich, wodurch die Integration i.d.R. zielgerichtet ist. Die wesentlichen
Schritte der HR werden von einer konservierten Enzym-Klasse (Rekombinasen) katalysiert
(SAN FiLirro et al., 2008). Beim NHEJ wird DNA ektopisch integriert und erfolgt
weitestgehend Sequenz-unabhangig (PAQUES & HABER, 1999). Die wichtigsten Proteine des
NHEJ in Hefe sind Ku70, Ku80, Lig4, Lifl und Nejl (DALEY et al., 2005). Ku70 und Ku80
binden als Heterodimer die Enden linearer dsDNA und initiieren den NHEJ-Prozess (MILNE
et al., 1996; Nick McELHINNY et al., 2000). Die DNA Ligase IV (Lig4) interagiert mit Lifl
(ligase interacting factor 1) und katalysiert die Ligation der dsDNA-Enden als finalen
Schritt des NHEJ (WILsoN et al., 1997; HERRMANN et al., 1998; DORE et al., 2006). Nejl ist an
der Regulation des NHEJ-Weges beteiligt (VALENCIA et al., 2001).

Im Gegensatz zu S. cerevisiae weisen Hohere Eukaryonten und die meisten Pilze eine
niedrige Effizienz zielgerichteter genomischer Integrationen auf. Dies lasst sich durch ein
effizientes NHEJ- bzw. ineffizientes HR-System erklaren. Die Blockierung des NHEJ-
Reparaturweges, durch Inaktivierung der LIG4, KU70 oder KU80 homologen Gene, fiihrte
bereits in anderen Hefen zu einer starken Erhohung der Frequenz zielgerichteter
genomischer Integrationen Uber HR (bei gleichzeitiger Abnahme der Transformations-
Effizienz) (KooisTRA et al., 2004; NiNomMIYA et al., 2004; UeNo et al., 2007). Fir rationale
Stammentwicklungen oder metabolic engineering Ansatze mit P. ciferrii ist eine hohe
Genzerstorungseffizienz eine wichtige Voraussetzung. So sollten sich in einem NHEJ-
defizienten P. ciferrii Stamm gezielt Gene des Sphingolipid-Biosyntheseweges vereinfacht
ausschalten oder nach Promotoraustausch auf Ebene der Expression kontrollieren lassen.
Daher war ein Ansatz dieser Arbeit die Inaktivierung der Gene PclLIG4, PcKU70 oder
PcKUS8O.

3.1.1.1 Isolierung des S. cerevisiae DNL4 Homologs in P. ciferrii (PcLIG4).

Da zu Beginn der Arbeit die Genomsequenz von P. ciferrii nicht bekannt war, wurde
versucht Teile der PcKu70, PcKu80 und Pcligd Sequenz lber Sequenzvergleiche
homologer Proteine aus anderen Hefen abzuleiten und das korrespondierende Gen in P.
ciferrii zu isolieren. Hierzu wurde eine TBLASTN Suche mit jeweils der Ku70, Ku80 und
DNA ligase IV (Lig4) Sequenz aus S. cerevisiae als Matrize durchgefiihrt. Bei der TBLASTN

Suche wird eine Proteinsequenz (Matrize) mit allen sechs moglichen Leserahmen aus
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NCBI‘'s Datenbank fiir vollstandige und unvollstindige eukaryontische Genome”
verglichen. Die erhaltenen Sequenzen mit der hochsten Homologie zur Matrize wurden
unter Verwendung des Clustal W Programms5 verglichen und auf konservierte Bereiche
hin untersucht. Im Fall von S. cerevisiae Lig4 als Matrize konnten zwei stark konservierte
Aminosaure-Sequenzbereiche innerhalb der (z.T. putativen) Ligd Sequenzen von
Vanderwaltozyma polyspora, S. cerevisiae, Candida glabrata, Ashbya gossypii,
Kluyveromyces lactis, C. albicans, S. stipitis und Pichia guilliermondii festgestellt werden
(vgl. Abb. 11). Anhand der konservierten Bereiche wurde durch Zuriick-Ubersetzen der
Aminosaure-Abfolge in eine DNA Sequenz [unter Berlicksichtigung der stark
eingeschrankten Codon-Verwendung von P. ciferrii (BORGEL, 2007)] zwei degenerierte
Primer (L4.opt.fw & L4.rvl) abgeleitet. Das damit per PCR gewonnene 0,6 kb grofle
Produkt wurde sequenziert und die Sequenz als Matrize in einer TBLASTX Suche
verwendet, um die erhaltene Sequenz verifizieren zu konnen. Bei einer TBLASTX Suche
wird eine DNA Sequenz in alle sechs moglichen Leserahmen translatiert und mit NCBI's
Nukleotid-Datenbank® verglichen, die ebenfalls in alle sechs mdglichen Leserahmen
translatiert wurde. Das Ergebnis der Suche ergab eine 49 %ige ldentitat (65 %ige
Homologie) zur S. cerevisiae Ligd Sequenz, was darauf hinwies, dass die isolierte Sequenz

Teil von PclLIG4 war.

L4.opt.fw L4.rv1
— -
(5'-GAAGAAAARATGGATGGWGAWMGW) (5'-RAAATKYTCYARRTAYTCWGGYTT)

V. polyspora : w HaR 7 I W IKTKEPEYLHSFCENMDIAVIGH
S cerevisiae : ) MDFSR I WIWWIEVEPEYLHAFCENLDTAV

C. glabrata : WMD( 3 I W IKTKPEYLH ENMDTM LMC(
A. gossypii : / R E ] TV S WIKTEPEYLH ENMDIMV

K. lactis = ] 3

C. albicans

P. stipitis

P. guilliermondii

Abb. 11: Sequenzvergleich diverser (z.T. putativer) Ligd Sequenzen aus verschiedenen Hefen. Die Pfeile
reprasentieren die konservierten AS-Bereiche aus denen degenerierten Primer (L4.opt.fw und L4.rvl)
abgeleitet wurden.

* www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi
> http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

® http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/html/blastcgihelp.html#protein_databases
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Um den kompletten Leserahmen der PcLIG4 Sequenz zu erhalten wurde anhand der
Syntenie-Beziehungen in Hefe versucht konservierte Bereiche in Genen zu finden, die in
anderen Hefen das LIG4 Gen flankieren, um davon degenerierte Primer abzuleiten. Hierzu
wurde der Yeast Gene Order Browser (BYRNE & WOLFE, 2005) verwendet, der in diversen
Hefegenera Syntenie-Beziehungen analysiert und vergleicht. Das S. cerevisiae YOR006¢
Gen und dessen Homologe erwiesen sich als gute Kandidaten, um nach
Sequenzvergleichen degenerierte Primer abzuleiten. So lief sich die Region
stromaufwarts der bereits bekannten PcLIG4 Teil-Sequenz mit dem degenerierten Primer
YORO0O06.fw (bindet im P. ciferrii homologen Gen zu YOR006¢c) und D4.2 (bindet in PcLIG4)
amplifizieren und sequenzieren. Eine Analyse der Syntenie-Beziehungen stromabwarts
der zu S. cerevisiae LIG4 homologen Gene ergab zwei potentielle Kandidaten (YOR004w &
YELO62w) um degenerierte Primer abzuleiten. PCR Reaktionen mit diesen Primern
ergaben allerdings nur unspezifische Produkte. Unter Verwendung des ,,GenomeWalker
Universal Kit“ konnte der Bereich stromabwarts der bereits bekannten PcLIG4 Sequenz
amplifiziert und sequenziert werden. Nach Erhalt der kompletten PcLIG4 Sequenz wurde
diese in silico auf offene Leserahmen durchsucht. Die Suche ergab einen putativen ORF
von 2856 bps Linge, dessen Genprodukt eine 40%ige Identitit (58%ige Ahnlichkeit) zur S.
cerevisiae Ligd Sequenz aufwies. Eine in silico Analyse dieser Sequenz zeigte zwei putative
C-terminale BRCA1 Tandem-Domdnen in Pclig4, die sowohl im Ligd-Homolog vom
Menschen als auch in Ligd von S. cerevisiae konserviert sind (GRAWUNDER et al., 1997;
WILSON et al., 1997). Die hier isolierte PcLIG4 Sequenz codiert somit hdchst wahrscheinlich
fiir die DNA Ligase IV des NHEJ-Reparaturweges in P. ciferrii.

Ausgehend von den Ku70 und Ku80 Sequenzen aus S. cerevisiae wurden wie oben
beschrieben degenerierte Primer abgeleitet und konstruiert. PCR Reaktionen mit diesen
Primern lieferten allerdings nur unspezifische Produkte. Die PcKU70 bzw. PcKU80

Sequenzen konnten daher nicht isoliert werden.
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3.1.1.2 Inaktivierung von PcLIG4

Far die Inaktivierung von PcLIG4 wurde zunichst ein (ends-in) Disruptionsvektor
konstruiert, der nach Transformation in den P. ciferrii Wildtyp Stamm F-60-10A NRRL
1031 (PCWT) Uber eine sog. single cross over Integration (pop-in) in das PcLIG4 Gen
integrieren und dieses zerstoren sollte (Abb. 12). Zu diesem Zweck wurde die zu Beginn
der Arbeit erhaltene PcLIG4 Teilsequenz (PcLIG4°%**7) als homologer Bereich fir die
pop-in Integration verwendet. Die Konstruktion des PcLIG4 Disruptionsvektors pCS.ALIG4
wurde wie in (SCHORSCH et al., 2009) beschrieben durchgefiihrt.

Insgesamt wurden nach Transformation des Stammes PCWT mit etwa 2 pug des
linearisierten Vektors pCS.ALIG4 g 160 Transformanten auf YEPD-Medium mit clonNAT
erhalten, die alle auf eine korrekte pop-in Integration des Plasmids via PCR Uberprift
wurden. Hierzu wurde aus allen 160 Transformanten DNA isoliert und PCR Reaktionen fur
den Integrationsnachweis durchgefiihrt. Eine korrekte Integration konnte bei insgesamt
sieben Transformanten nachgewiesen werden.

PclLIiG4 konnte somit erfolgreich und mit einer Effizienz von 4 - 5 % im Stamm PCWT
disruptiert werden. Einer der sieben Transformanten mit zerstortem PcLIG4 Gen (CS3)

wurde fir weitere Experimente ausgewahlt.
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Abb. 12: Schematische Darstellung der PcLIG4 Disruption im Stamm PCWT. Die Transformation mit dem
(Ndel) linearisierten Plasmid pCSALIG4 ., resultierte in einem genomischen pop-in Konstrukt (angedeutet
durch vertikale Linien), das von zwei verkilrzten PcLIG4 Allelen flankiert wurde. Mod. nach (SCHORSCH et al.,
2009).

3.1.1.3 Entfernung von loxP-flankierten Markergenen

Um einen dominanten Selektionsmarker (hier opt.nat1) mehrfach verwenden zu kdénnen,
muss dieser nach jedem Integrationsereignis entfernt werden (marker rescue). Ein in Hefe
haufig verwendetes System fiir die Entfernung von Markergenen ist das sog. Cre-loxP
System (SAUER, 1987). Die Rekombination der loxP Sequenzen (pop-out) wird dabei von
der Cre-Rekombinase katalysiert, die normalerweise auf einem autonom replizierenden
Plasmid codiert und dessen Expression i.d.R. induzierbar ist. Zu Beginn dieser Arbeit war
weder das Cre-loxP System flir P. ciferrii etabliert, noch gab es Erkenntnisse (ber
autonome Replikations-Sequenzen (ARS), Centromer-Sequenzen (CEN) oder 2u-dhnliche

Sequenzen in P. ciferrii.
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Es wurde daher versucht einen nicht-replikativen Vektor mit einem konstitutiv regulierten
cre Gen fur die Entfernung der clonNAT-Markerkassette zu transformieren. Anschliefend
sollte mittels PCR-Analyse und Wachstumstest Uberprift werden, ob dies zum erhofften
marker rescue fihrte. Exemplarisch wird diese Strategie fir die Entfernung eines
(clonNAT-) Markergens anhand des Stammes CS3 (aus 3.1.1.2) erldutert. Dabei sollte der
pop-out des integrierten Plasmids pCS.ALIG4nge durch die Aktivitdt der Cre-Recombinase
vermittelt werden und es dadurch zu einer clonNAT-Sensitivitdt kommen (Abb. 13). Zu
diesem Zweck wurde der Stamm CS3 mit dem Cre-Rekombinase Expressions-Vektor
pCS.opt.Cre transformiert. Dieses Plasmid tragt ein fiir P. ciferrii Codon-optimiertes cre
Gen (opt.cre) aus dem Bakteriophagen P1 unter Kontrolle des mutmaRlich konstitutiven
PcPDA1 %! Promotor-Fragments und des PcTEF1 Terminators und weist keine
bekannten Sequenzen fiir eine autonome Replikation in Hefen auf. Auf die Konstruktion
des Plasmids pCS.opt.Cre sei hier verwiesen an (SCHORSCH et al., 2009). Nach
Transformation mit ca. 16 pg des Vektors pCS.opt.Cre, wurden die Zellen etwa vier
Stunden in YEPD Medium regeneriert und anschliefend mit einer Dichte von 200 - 300
Zellen pro Platte auf YEPD ausplattiert. Nach zwei bis drei Tagen Wachstum bei 30°
wurden die Zellen auf YEPD mit clonNAT replikaplattiert. Zellen, die nicht in der Lage
waren in Gegenwart von clonNAT zu wachsen, wurden auf den Cre-Rekombinase
vermittelten pop-out des Plasmids pCS.ALIG4 via PCR untersucht. Die primer wurden
dabei so gewidhlt, dass nur bei korrektem pop-out ein PCR Produkt moglich war.
Insgesamt wurden etwa 2000 replikaplattierte Kolonien auf das Wachstum in
Anwesenheit von clonNAT analysiert, wobei sich zehn davon als clonNAT-sensitiv
erwiesen. PCR Reaktionen mit der isolierten DNA von jeweils allen zehn Klonen ergab in
allen Fallen das korrekte pop-out PCR Produkt. Die zehn Transformanten waren somit
markerfrei und enthielten zwei verkiirzte PcLIG4 Gene, die durch eine loxP Sequenz
getrennt wurden (Abb. 13). Einer der zehn markerfreien Transformanten (CS.PCAPro)

wurde fir weitere Arbeiten ausgewahlt.

Das Cre-loxP System konnte somit erfolgreich und hocheffizient in P. ciferrii angewandt
werden, wodurch bei Verwendung eines einzigen Selektions-Markers sukzessiv

mehrfache genomische Integrationen in einem Stamm moglich sein sollten. Bei
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nachfolgenden Integrations-Ereignissen (Deletionen / Promotor-Substitutionen) wurde
(wenn nicht anders angegeben) daher stets das Markergen wie in diesem Abschnitt
beschrieben entfernt. Dabei wurde fiir Transformationen zwischen 16 und 100 pg des

Vektors pCS.opt.Cre verwendet.

foxpP loxP

P-PDA1 T-TEF1

>
PeliGd s opt.nati blg PeliGdy s 2ese

pop-out (Cre-Rekombinase)

loxP
—¢ S N :
PcliG4 PcllG4

1-1475 962-1E56

Abb. 13: Schematische Darstellung des Cre-Rekombinase vermittelten pop-outs im Stamm CS3. Durch die
Rekombination der loxP Sequenzen entstanden zwei verkurzte PcLIG4 Allele im Genom (getrennt durch eine
loxP Sequenz). Mod. nach (SCHORSCH et al., 2009).

5 Exkurs: Konstruktion einer Integrationskassette mit Auto-Markerentfernungsfunktion.

Um genomische Integrationen mit anschlielRender Markerentfernung zu vereinfachen, wurde im
Rahmen dieser Arbeit versucht eine Integrationskassette zu konstruieren, bei der nebst clonNAT-
Markergen [opt.natl] zusatzlich das opt.cre Gen mit von loxP Sequenzen flankiert wird. Wenn
genomisch integriert, sollte die Expression des opt.cre Gens induzierbar sein und die Sequenz
zwischen den JoxP Sequenzen durch die Aktivitdt der Cre-Rekombinase entfernt werden.
DemgemdR ware eine Integration mit anschlieBender Markerentfernung mit nur einer
Transformation moglich. Um die Expression des opt.cre Gens induzieren zu kénnen wurden im
Rahmen dieser Arbeit verschiedene Ansatze gewahlt. So wurde der bakterielle tetO; Operator
(GARI et al., 1997) zwischen opt.cre ORF und PcPDA1 Promotor kloniert sowie zusatzlich das tetR
Gen unter Kontrolle des PcTDH3 Promotors [Abb. Ex. 1 a)]. In Abwesenheit von Tetrazyklin (oder
Doxyzyklin) sollte der durch tetR codierte und konstitutiv produzierte Tet-Repressor an den tetO,
Operator binden und das opt.cre Gen reprimieren. Durch Behandlung der Zellen mit Tetrazyklin
(Doxyzyklin) sollte daher die Expression des opt.cre Gens induziert und dadurch die Entfernung

der gesamten integrierten Kassette gewahrleistet werden.

58



ERGEBNISSE

Ein weiterer Ansatz war die Kontrolle der opt.cre Expression auf Translationsebene. So wurden !
drei sich wiederholende Tetrazyklin-bindende Aptamersequenzen (tc3) in die 5 UTR des opt.cre
Gens kloniert [Abb. Ex. 1 b)], wodurch die Translation der opt.cre mRNA in Anwesenheit von
Tetrazyklin unterbunden werden sollte [nach (KOTTER et al., 2009)]. Beide Konstrukte wurden
jeweils mittels in vivo Rekombination in episomale und Centromer-Vektoren kloniert und fihrten
zum Erhalt von S. cerevisiae Transformanten [auf Medium mit clonNAT und im Fall von Konstrukt
b) mit bis zu 1 mM Tetrazyklin] mit mutmaRlich korrekt konstruiertem Plasmid. Die Re-Isolation
der Plasmide aus E. coli fihrte allerdings entweder zum Erhalt von Plasmiden, deren loxP
Sequenzen bereits rekombinierten, oder aber die scheinbar korrekten Plasmide trugen
Mutationen in einer der loxP Sequenzen oder im opt.cre Gen. Die Konstruktion einer
Integrationskassette mit Auto-Markerentfernungsfunktion schlug somit nach mehreren

Versuchen fehl.

loxP P-PDA1 loxP
a) N I N e
T-TEF1 P-PDA1 P-TDH3 T-ADH1  tetO, T-TEF1
opt.natl opt.tetR opt.cre
= =" [=———1
loxP tc3 loxP
b) -HE 1 (1T -
P-PDA1 T-TEF1 P-ADH1
opt.natl opt.cre

© Abb. Ex. 1: Schematische Darstellung von Integrationskassetten mit Auto-Markerentfernungsfunktion, die
! in dieser Arbeit konstruiert werden sollten. a) die konstitutive Expression des opt.tetR Gens sollte mit einer !
| strikten Reprimierung des opt.cre Gens einhergehen. Durch Supplementierung von Tetrazyklin (oder !
Doxyzyklin) sollte der Tet-Repressor inaktiviert und die opt.cre Expression somit induziert werden. b) Durch
. die Tetrazyklin-bindenden Aptamersequenzen (tc3) sollte in Anwesenheit von Tetrazyklin die Translation :
© der opt.cre mRNA inhibiert werden. Die Gene opt.natl, opt.tetR und opt.cre sind codon-optimiert fir P. :
! ciferrii. Die verwendeten Promotoren stammen aus P. ciferrii mit Ausnahme von T-ADH1 und P-ADH1 (S. !
| cerevisiae) '

______________________________________________________________________________________________________________________

3.1.1.4 Deletion von PcLIG4

Wahrend dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass durch eine spontane homologe
Rekombination der beiden verbliebenen PclLIG4 Teilsequenzen im Stamm CS.PCAPro das
Wildtyp PcLIG4 Gen wiederhergestellt wurde und dadurch die Genzerstérungseffizienz

wieder zu der des Wildtyps revertierte (nicht gezeigt). Um dieses Problem zu verhindern
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wurde die komplette disruptierte PcLIG4 Sequenz im Stamm CS.PCAPro durch ein
klassisches one-step gene replacement nach (ROTHSTEIN, 1983) deletiert und der Marker
anschliefend wie in 3.1.1.3 beschrieben entfernt (Abb. 14). Zu diesem Zweck wurde der
Stamm CS.PCAPro mit einem PCR-generierten PclLIG4 (ends-out) Deletions-Konstrukt
transformiert, welches zwei PcLIG4 flankierende Sequenzen von je etwa 0,5 kb Homologie
besal’. Eine Integration sollte daher Uber eine double cross over Integration stattfinden
und, wenn zielgerichtet, in einer Deletion des disruptierten PcLIG4 Gens resultieren. Die
Konstruktion und Amplifikation des PcLIG4 Deletions-Konstrukts erfolgte wie in (SCHORSCH
et al., 2009) beschrieben. Der Stamm CS.PCAPro wurde mit ca. 2 ug des PcLIG4 Deletions-
Konstrukts transformiert und Transformanten auf YEPD mit clonNAT selektiert. Insgesamt
wurden zwei Transformanten erhalten und die korrekte Integration (sowie die Deletion)
per PCR bestdtigt. Die Genzerstérungseffizienz im Stamm CS.PCAPro lag somit bei 100 %,
was darauf hinwies, dass PcLIG4 im Stamm CS.PCAPro bereits inaktiviert und NHEJ nicht
mehr moglich war. Die Transformationseffizienz sank in diesem Stamm allerdings sehr
stark ab. Der Cre-Rekombinase vermittelte pop-out des PclLIG4 Deletions-Konstrukts
wurde in einem der Transformanten wie bereits beschrieben durchgefiihrt und mittels
PCR verifiziert. In dem so konstruierten und markerfreien PcLIG4 Deletionsstamm

CS.PCAPro2 (CS; A+2) wurde anschlieBend die Genzerstorungseffizienz ermittelt.
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loxP
—F N N !

PeLIGE o PeliGd,e, 2ass

Deletion von PcLiG4

loxP loxP
S B
o
P-PDAT T-TEF1
 —
opt.natl
marker rescue
loxP

Abb. 14: Schematische Darstellung der PcLIG4 Deletion im Stamm CS.PCAPro mit anschlieBendem marker
rescue. Transformation mit einem PCR generierten PcLIG4 Deletions-Konstrukt und der anschlieBende Cre-
Rekombinase vermittelte pop-out resultierte in einer PcLIG4 Deletion, wodurch nur die PcLIG4 Promotor-
und Terminator-Region (getrennt durch eine loxP Sequenz) im Genom verblieben. Mod. nach (SCHORSCH et
al., 2009).

3.1.1.5 Ermittlung der Genzerstorungseffizienz im P. ciferrii ligd4 Stamm

Um die Genzerstorungseffizienz nach Deletion der DNA Ligase IV in P. ciferrii zu
analysieren wurde der Stamm CS (lig44) und der P. ciferrii Wildtypstamm PCWT mit
einem PCR-generierten PcURA3 (,ends-out”) Deletions-Konstrukt transformiert und die
Genzerstorungseffizienzen Uber einen Wachstumstest analysiert. Durch Blockade des
NHEJ-Reparaturweges im Stamm CS (aufgrund der PcLIG4 Deletion), sollte das PcURA3
Deletions-Konstrukt vornehmlich (iber HR zielgerichtet ins Genom integrieren. In diesem
Fall ware das PcURA3 Gen deletiert und Wachstum in Abwesenheit von Uracil nicht
moglich (UmEezu et al., 1971).

Das PcURA3 Deletions-Konstrukt wurde analog zum PcLIG4 Deletionkonstrukt iber in vivo
Rekombination in den Vektor p426HXT7-6HIS kloniert (SCHORSCH et al., 2009). Die per PCR
amplifizierte PcURA3 Deletionskassette wurde in die Stamme CS und PCWT transformiert
und Transformanten auf YEPD mit clonNAT selektiert. Die Zellen wurden anschliefend auf
SCD Ura” Medium replikaplattiert. Da die Inaktivierung des URA3 Gens in Hefe zu einer
Uracil-Auxotrophie fuhrt (OHKumA et al., 1993; LIN CEREGHINO et al., 2001; Suzuki et al.,

2003), konnte eine korrekte Integration des PcURA3 Deletions-Konstrukts anhand des
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Wachstumsphdnotyps (kein Wachstum) auf SCD Ura” Medium detektiert werden.
Insgesamt wurden etwa 500 Transformanten mit PCWT-Stammhintergrund analysiert,
von denen vier Uracil-auxotroph waren. Eine korrekte Integration in diesen
Transformanten wurde per PCR bestatigt. Etwa 420 Transformanten des Stammes CS
wurden auf SCD Ura” Medium replikaplattiert, wobei sich 365 Transformanten als Uracil-
auxotroph herausstellten. Diese Ergebnisse implizieren eine Genzerstorungseffizienz von
etwa 87 % im P. ciferrii lig4A Stamm CS, im Gegensatz zum Wildtyp (PCWT) mit nur etwa 1
% Genzerstorungseffizienz. Zu erwahnen ist, dass (wie bereits zuvor im Stamm CS.PCAPro
beobachtet) die Effizienz der Transformation (in Bezug auf den Erhalt von
Transformanten) im ligdA Stamm um das etwa 100-fache abnahm.

Um zu verstehen, weshalb 13% der Transformanten Uracil-prototroph waren, wurden
zehn der 55 clonNAT-resistenten (Uracil-prototrophen) Transformanten naher
untersucht. Via PCR konnte bestéatigt werden, dass alle zehn Transformanten noch den
ligdA::loxP Genotyp besaflen und somit hochst wahrscheinlich NHEJ-defizient waren.
Weiterhin wurde die Integration des PcURA3 Deletions-Konstrukts naher untersucht.
Hierzu wurden PCR Reaktionen mit genomischer DNA der zehn Transformanten
durchgefihrt. Dabei wurden Primer verwendet, die in den PcURA3 Promotor- bzw.
Terminator-Sequenzen der PcURA3 Deletionskassette binden und ein 2,44 kb PCR
Produkt ergeben sollten, gleich ob die Integration zielgerichtet oder ektopisch war.
Gleichzeitig sollten beide Primer auch im genomischen PcURA3 Wildtyp-Lokus binden,
wodurch bei einem vorhandenen Wildtyp PcURA3 Gen zusatzlich ein 1,7 kb PCR Produkt
erwartet wurde. Falls die Integration nun zielgerichtet war, sollte daher ausschlieBlich die
Amplifikation des 2,44 kb Produktes mdglich sein. Bei einer ektopischen Integration
sollten theoretisch beide Produkte (PcURA3 Gen und -Deletionskassette) amplifiziert
werden. Uberraschenderweise konnte, ausgehend von den zehn Transformanten, nur das
Wildtyp PcURA3 Gen (1,7 kb) erhalten werden (Abb. A 1). Die Integration des PcURA3
Deletions-Konstrukts in den Uracil-prototrophen Transformanten des lig4A Stammes war
somit nicht zielgerichtet, konnte aber Uber PCR mit den gewahlten Primern nicht
nachgewiesen werden.

Zusatzlich wurde die Inaktivierung des NHEJ-Reparaturweges durch Transformation des

Stammes CS mit dem durch Pvull linearisierten Vektor pCS.p-nat1AIS (konstruiert durch
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Religation von p-natlyge) getestet. Dieses Plasmid tragt das opt.natl Markergen und,
neben der PcPDAI1-Promotor- und PcTEF1-Terminatorsequenz, keine bekannten
homologen Sequenzen zum PCWT Genom. Transformationen mit bis zu 20 pg ergaben
keine Transformanten, wohingegen mit dem gleichen Konstrukt im Wildtyp zahlreiche
Transformanten erhalten wurden, was auf eine komplette Inaktivierung des NHEJ-

Reparaturweges im Stamm CS hindeutete.

3.1.1.6 Test von heterologen autonom replizierenden Sequenzen in P. ciferrii

In Bezug auf autonom replizierende Sequenzen wie ARS-, CEN- oder 2p-dhnliche
Sequenzen ist in P. ciferrii bislang nichts bekannt. Ein Plasmid-basiertes Expressions-
System wirde molekularbiologische und genetische Arbeiten in P. ciferrii stark
vereinfachen. Es wurden daher verschiedene autonom replizierende Sequenzen aus
anderen Hefen in P. ciferrii getestet.

Die autonome Replikations-Sequenz aus Debaryomyces (Schwanninomyces) occidentalis
(DoARS1) konnte bereits erfolgreich zur Plasmid-basierten autonomen Replikation in D.
occidentalis, S. cerevisiae und S. stipitis verwendet werden (DOHMEN et al., 1989; PIONTEK
et al., 1998). Um die DoARS1-Sequenz in P. ciferrii zu testen wurde ein Vektor konstruiert,
der neben der DoARS1-Sequenz das opt.natl Markergen tragt (pCS.nat.DoARS; s. Abb. A
2). Dazu wurde ausgehend vom Plasmid pJH-S-1 die DoARS1-Sequenz mittels PCR
amplifiziert, mit BamHI| geschnitten und in den mit BamHI linearisierten Vektor pCS.p-
natlAlS.Il (zirkularisiertes PCR-Amplifikat ausgehend von p-natl mit Primern p-
natl.fw.BamHI und p-natl.rv.BamHlI) ligiert. Nach Transformation des so konstruierten
Plasmids pCS.nat.DoARS in den P. ciferrii Stamm CS.U‘ konnten keine Transformanten auf
YEPD mit clonNAT erhalten werden. Dabei wurden zwischen 100 ng und 5 pg Plasmid
transformiert und die Zellen null, zwei oder vier Stunden im Anschluss an die
Transformation in YEPD regeneriert. Parallel wurde S. cerevisiae (K26) als Positivkontrolle
transformiert, wobei stets Transformanten erhalten wurden.

Des Weiteren wurden die ARS-Sequenzen aus C. jadinii [CJARS1 | CjARS2; Plasmid
pCS.CuARS1 / pCS.CuARS2 (s. Abb. A 3)] und S. stipitis (SSARS2; Plasmid pJM6) durch
Transformation der jeweiligen Plasmide in den Stamm CS.U‘ getestet. Im Falle von

pCS.CuARS1 und pCS.CuARS2 konnten unter den oben beschriebenen Bedingungen keine
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Transformanten erhalten werden. C. jadinii jedoch lieR sich erfolgreich mit beiden
Plasmiden transformieren (nach vier Stunden Regeneration in YEPD). Im Anschluss an die
Transformation von CS.U‘ und S. cerevisiae (K26) mit pJM6 wurden die Zellen auf SCD Ura
Medium ausplattiert. Dies flhrte allerdings weder beim Stamm CS.U‘ noch beim Stamm
K26 nicht zum Erhalt von Transformanten. Die Transformation von CS.U‘ mit einem S.
cerevisiae 2-Plasmid (pCS.2micron.nat) scheiterte ebenfalls.

Anhand der Ergebnisse geht hervor, dass keine der getesteten heterologen Sequenzen zu

einer autonomen Replikation der verwendeten Plasmide in P. ciferrii fuhrte.

Zusammenfassung:

Durch Anwendung einer einfachen und hoch-effizienten Transformationsmethode konnte
im P. ciferrii Wildtyp Stamm (PCWT) das fir NHEJ essentielle PcLIG4 Gen erfolgreich
isoliert und deletiert werden, wodurch die Genzerstérungseffizienz von etwa 1 % auf 87 %
erhoht werden konnte. Zusatzlich konnte das Cre-loxP System erfolgreich in P. ciferrii
angewandt werden, was eine wichtige Voraussetzung fiir sukzessive genomische
Modifikationen ist. Diese Errungenschaften sollten es im Folgenden ermdoglichen, gezielt
Gene zu zerstoren oder deren Regulation auf Expressionsebene mittels Promotor-
Substitution zu verandern, mit dem Ziel der rationalen Stammentwicklung von P. ciferrii

hinsichtlich einer optimierten Produktion von Sphingoidbasen.
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3.2 Optimierung der TAPS-Produktion

3.2.1 Metabolic engineering des L-Serin Metabolismus in P. ciferrii

Der initiale Schritt der de novo Sphingoidbasen-Biosynthese ist die von der Serin-
Palmitoyl-Transferase (SPT) katalysierte Kondensation von L-Serin und Palmitoyl-CoA zu
3-Ketosphinganin (3-KSA). Dieser Schritt gilt in P. ciferrii als limitierend in der Produktion
von TAPS (BAE et al., 2003). Ferner konnte in S. cerevisiae gezeigt werden, dass eine
erhohte Aufnahme von extrazelluldarem L-Serin Voraussetzung fir eine gesteigerte LCB
Produktion unter Hitzestress war wobei die endogene Palmitoyl-CoA-Versorgung in
diesem Fall ausreichend war (COWART & HANNUN, 2007). Die Verfiligbarkeit von L-Serin ist
somit wahrscheinlich ein limitierender Faktor bei der Kondensation mit Palmitoyl-CoA in
Hefen.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher den Katabolismus der Aminosdure L-Serin in P. ciferrii
zu verringern um so die Verfligbarkeit an L-Serin fiir die SPT zu erhéhen. Falls L-Serin
limitierend in der de novo Sphingolipid-Biosynthese von P. ciferrii ist, ware durch eine
erhohte L-Serin-Verfligbarkeit der SPT vermutlich eine verbesserte TAPS-Produktion
moglich. Zusatzlich wurde mit demselben Ziel versucht die de novo Biosynthese von L-

Serin in P. ciferrii zu steigern.

3.2.1.1 Konstruktion von P. ciferrii Stammen mit reduziertem L-Serin-Katabolismus

In Hefen kann L-Serin neben der Kondensation mit Palmitoyl-CoA auf weiteren Wegen
verstoffwechselt werden (s. 1.4). Tab. 1 gibt eine kurze Ubersicht (iber Enzyme aus Hefen
(am Beispiel von S. cerevisiae), die am Katabolismus von L-Serin beteiligt sind, mit dem
jeweiligen putativen Homolog aus P. ciferrii (SCHORSCH et al., nicht publiziert). Ein Ziel
dieser Arbeit war die Deletion dieser Gene, wodurch eine erhdhte L-Serin-Verfligbarkeit
der SPT und somit eine optimierte TAPS-Produktion erwartet wurde.

In S. cerevisiae ist L-Serin unter fermentativen Bedingungen die Hauptquelle fir die
Biosynthese von L-Glycin und dem C;-Donor 5,10-Methylen-Tetra-Hydrofolat (5,10-mTHF)
(SCHIRCH, 1982). L-Serin wird dabei durch die Serin-Hydroxy-Methyltransferasen (SHMTs)
Shm1 und Shm2 zu L-Glycin und 5,10-mTHF umgesetzt. 5,10-mTHF und dessen oxidierte /
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reduzierte Derivate werden fir die Synthese von z.B. Purinen, Aminosduren, Thymidylat
(dTMP) oder Vitaminen bendtigt [Review: (CHRISTENSEN & MACKENzIE, 2006)].

Shm1l ist in S. cerevisiae die mitochondriale Isoform, wohingegen Shm2 die Hauptisoform
darstellt, die im Cytosol lokalisiert ist (McNEIL et al., 1994; KasTANOS et al., 1997; CHEN et
al., 2005). In C. glutamicum war eine reduzierte SHMT-Aktivitat essentiell flr eine
optimierte Produktion von L-Serin (die Deletion des korrespondierenden Gens glyA ist
wahrscheinlich lethal in C. glutamicum) (Simic et al., 2002; PeTERS-WENDISCH et al., 2005).
Ist L-Serin in der Zelle im Uberschuss vorhanden, kann dieses zu L-Pyruvat umgesetzt
werden, was in S. cerevisiae von der mitochondrialen L-Serin- (L-Threonin) induzierten L-
Serin (L-Threonin) Deaminase Chal katalysiert wird (RAmos & WIAME, 1982; PETERSEN et al.,
1988). Die Deletion des CHAl1-Homologs in C. glutamicum (sdaA) war ebenfalls ein
wichtiger Schritt flir eine gesteigerte L-Serin-Produktion.

Eine Analyse der beiden putativen in silico ermittelten SHMT-Isoenzyme aus P. ciferrii
(PcShm1 und PcShm2) ergab in beiden Féallen keine vorhersagbare mitochondriale
Lokalisation. Fiir das putative PcChal konnte ebenfalls durch in silico Analysen keine
Lokalisation in den Mitochondrien vorhergesagt werden. Es konnte jedoch in allen drei
putativen Proteinen (PcShm1, PcShm2 und PcChal) eine Pyridoxyl-Phosphat-Bindestelle

in silico identifiziert werden, wie sie auch in den Homologen aus S. cerevisiae gefunden

wurden.

Produkt S. cerevisiae P. ciferrii Identitit / Homologie / AS

L-Glycin + 5,10-mTHF Shm1 PcShm1 71% /83 % /448

L-Glycin + 5,10-mTHF Shm?2 PcShm?2 82%/92% /469

L-Pyruvat Chal PcChal 45 % / 65 % / 342

L-Cystathion Cys4 PcCys4 63%/79% /494

L-Tryptophan Trp5 PcTrp5 77 % / 88 % / 664

Phosphatidyl-L-Serin Chol PcChol 67 % /80 % /293

Tab. 1: Gezeigt sind mogliche Produkte der enzymatisch katalysierten Reaktionen mit L-Serin als Edukt in S.
cerevisiae. Nebenprodukte sowie weitere Edukte der Umwandlungsreaktionen sind nicht gezeigt. L-Serin
kann zudem im Methionin-salvage pathway durch Batl, Bat2, Aro8 oder Aro9 zu Methionin umgewandelt
werden oder in die Proteinbiosynthese einbezogen werden (nicht gezeigt). Die homologen putativen
Proteine aus P. ciferrii sind mit jeweiliger Identitdt / Homologie zur Aminosduresequenz der
korrespondierenden Proteine aus S. cerevisiae gezeigt. (AS: Aminosauren)
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Ausgehend vom P. ciferrii Stamm CS (lig44; s. 3.1.1.4) wurden zunachst die Gene PcSHM 1,
PcSHM2 und PcCHA1 in allen moglichen Kombinationen deletiert und die TAPS-
Produktion in Fermentationen mittels RP-HPLC analysiert. Wie in Abb. 15 zu erkennen ist,
resultierte die Deletion von PcSHM1 allein in keiner erhdhten Produktion von TAPS
(CS.S1), wohingegen die Deletion von PcSHM?2 zu einem Anstieg der TAPS-Produktion um
etwa 24 % auf 26 mg * g'l(BTM) filhrte (CS.S2). Uberraschenderweise fiihrte die
Doppeldeletion von PcSHM1 und PcSHMZ2 zu einem signifikanten Anstieg der TAPS-
Produktion auf etwa 42 mg * g'l(BTM) (CS.SS), was die Vermutung nahelegt, dass die Gene
PcSHM1 und PcSHM2 fiar SHMT-Isoenzyme in P. ciferrii codieren und L-Serin
moglicherweise limitierend in der Biosynthese von LCBs bzw. TAPS ist.

Die Deletion von PcCHA1 alleine (CS.C) oder in Kombination mit PcSHM1 oder PcSHM?2
(CS.CS1 / CS.CS2) zeigte keine signifikanten Veranderungen der TAPS-Produktion. Die
kombinierte Deletion von PcCHA1, PcSHM1 und PcSHM?2 allerdings flihrte zu einer
signifikant erhohten TAPS-Produktion auf etwa 65 mg * g™ gnw) (CS.CSS), was im Vergleich
zum Stamm CS [mit 21 mg * g’l(BTM)] eine etwa dreifache Steigerung darstellte und
weiterhin vermuten lasst, dass es sich bei PcCHA1 um das gesuchte L-Serin-Deaminase-
Gen handelte und durch einen reduzierten L-Serin-Katabolismus eine erhdhte TAPS-
Produktion in P. ciferrii moglich ist. Neben der Produktion von TAPS konnte im Stamm
CS.CSS zusatzlich eine Produktion von signifikanten Mengen an Tri-Acetyl-Sphinganin
[TriASa; 2,5 mg * g'l(BTM)] beobachtet werden, was moglicherweise einer Limitierung in
der von PcSyr2 katalysierten Konversion von Sphinganin (SA) zu Phytosphingosin
zugrunde (PHS) lag.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die kombinierte Deletion von PcSHM1, PcSHM2 und
PcCHA1 (und somit ein vermutlich reduzierter L-Serin-Katabolismus) ein wichtiger Schritt

fr eine optimierte TAPS-Produktion in P. ciferrii ist.
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Abb. 15: Vergleich von P. ciferrii Deletionsmutanten in Bezug auf die TAPS-Produktion. Die Stamme weisen
Deletionen von putativen Genen auf, die wahrscheinlich am L-Serin-Metabolismus /-Katabolismus beteiligt
sind. Proben fiir RP-HPLC-Analysen wurden wahrend der spadten exponentiellen und frilhen stationaren
Wachstumsphase genommen. TriASa-Titer < 2 mg * g(BTM,‘l sind nicht gezeigt. Fehlerbalken reprasentieren
die Standardabweichung des Mittelwertes (n > 3).

Die Doppeldeletion der Gene PcSHM1 und PcSHM2 fihrte in beiden Stammen (CS.SS /
CS.CSS) zu einer leicht reduzierten Wachstumsrate und Biomasse-Produktion in TAPS-
Medium [in Vollmedium (YEPD) wurde dies nicht beobachtet; nicht gezeigt].
Moglicherweise war die Biosynthese von L-Glycin und / oder 5,10-mTHF limitierend fur
das Wachstum der SHMT-defizienten Stamme. Eine Supplementierung von TAPS-Medium
mit L-Glycin fihrte nicht zur Wiederherstellung des urspriinglichen Wachstumsverhaltens
(nicht gezeigt). Um zu testen, ob die Synthese von 5,10-mTHF limitierend war, wurde das
Wachstum des Stammes CS.CSS in TAPS-Medium mit Natrium-Formiat (NaFo) in
Konzentrationen von 0,05 - 10 mM untersucht. Formiat kann von Hefen leicht
aufgenommen werden und im Cytosol (und in den Mitochondrien) von Ade3 zu 5,10-
mTHF umgesetzt werden (PASTERNACK et al., 1992). Ein entsprechendes putatives Ade3-
Homolog konnte im Genom von P. ciferrii identifiziert werden (nicht gezeigt). Steigende
NaFo-Konzentrationen fiihrten zur graduellen Wiederherstellung von Wachstumsrate und
Biomasse-Ertrag, wobei mit 10 mM NaFo das Wachstumsverhalten mit dem des
Ausgangsstammes (CS) vergleichbar war (nicht gezeigt). Wachstumsverhalten und TAPS-
Produktion des Stammes CS blieb in Anwesenheit von den getesteten NaFo-

Konzentrationen unverdndert. Interessanterweise kam es im Stamm CS.CSS mit

68



ERGEBNISSE

zunehmenden NaFo-Konzentrationen gleichzeitig zu einem graduellen Abfall der TAPS-
Produktion auf bis etwa 22 mg * g'l(BTM) (Abb. 16). Die Ergebnisse legen nahe, dass die
Limitierung von 5,10-mTHF und / oder die reduzierte Wachstumsrate zur gesteigerten
TAPS-Produktion in den SHMT-defizienten Stammen beigetragen haben. Mit einer
Konzentration von 0,1 mM NaFo jedoch konnte sowohl die absolute (mg * L) als auch
relative TAPS-Produktion [mg * g'l(BTM)] wiederhergestellt werden wohingegen die Dauer
von Fermentationen in TAPS-Medium mit 0,1 mM NaFo (TAPS*-Medium) um 25 %
verkiirzt werden konnte. Die Verwendung von TAPS’-Medium erschien daher fiir

Fermentationen mit shmi1A shm2A Stammen als vorteilhaft.
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Abb. 16: Gezeigt ist der Effekt verschiedener Konzentrationen an Natrium-Formiat (in TAPS-Medium) und
deren Effekt auf die TAPS-Produktion des stammes CS.CSS. Steigende NaFo-Konzentrationen fihrten zur
graduellen Wiederherstellung von Wachstumsrate und Biomasse-Ertrag (nicht gezeigt). Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichung des Mittelwertes (n = 4).

Analyse von cytosolischem L-Serin und L-Glycin in den Stdmmen CS.SS und CS.CSS:

Um die gesteigerte TAPS-Produktion in den Stdmmen CS.SS und CS.CSS nédher zu
charakterisieren, wurden Metabolit-Analysen mit diesen beiden Stammen (und dem
Ausgangsstamm CS) von der Firma ,Metabolomic Discoveries GmbH*“ durchgefiihrt. Die
Konzentrationen der Metabolite L-Serin und L-Glycin wurden bestimmt und mit denen
des Stammes CS verglichen. Die Bestimmung von absoluten Metabolit-Mengen war dabei
leider nicht moglich. Wie in Tab. 2 zu erkennen ist flihrte die Doppeldeletion der Gene

PcSHM1 und PcSHM2 (Stamm CS.SS / CS.CSS) zu einer starken Reduktion an
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metabolischem L-Glycin, was weiterhin darauf hindeutete, dass PcSHM1 und PcSHM?2 fiir
SHMT-Isoenzyme in P. ciferrii codieren. In Bezug auf die metabolischen L-Serin-Mengen
konnte kein Unterschied (Stamm CS.SS) bzw. ein leichter Anstieg von etwa 15% (Stamm
CS.CSS) im Vergleich zum Ausgangsstamm beobachtet werden. Die gesteigerten TAPS-
Mengen (s. oben) und relativ konstanten metabolischen L-Serin-Mengen implizieren
allerdings einen erniedrigten L-Serin-Katabolismus in beiden Stdmmen, der durch die

Deletionen der Gene PcSHM1, PcSHM2 und PcCHA1 bedingt war.

Stamm L-Serin L-Glycin

cs 1,00 (+ 0,04) 1,00 (+ 0,05)
CS.SS 0,98 (+ 0,04) 0,18 (+ 0,06)
CS.CSS 1,15 (+ 0,05) 0,14 (+ 0,04)

Tab. 2: Relative Metabolit-Konzentrationen von L-Serin und L-Glycin der Stdmme CS.SS (shm1A shm24) und
CS.CSS (chalA shm1A shm2A) im Vergleich zum Stamm CS. Die grauen Werte in Klammern reprasentieren
den Standardfehler des Mittelwertes (n = 6). Die Analysen wurden durchgefiihrt von Metabolomic
Discoveries GmbH (Potsdam-Golm).

Die Deletionen von PcCYS4, PcTRP5 und PcCHO1 wurden jeweils im Stamm CS.CSS
durchgefihrt. Die Inaktivierung von PcCYS4 resultierte in einem etwa 17 %igem Anstieg
der TAPS-Produktion [auf etwa 25 mg * g'l(BTM)], wobei der maximale TAPS-Titer (mg * L'l)
im Vergleich zum Stamm CS.CSS unverdandert blieb (Stamm CSS.CYS4; nicht gezeigt).
Dieser Stamm war offenbar prototroph fiir L-Cystein, wies aber eine leicht reduzierte
Wachstumsrate auf. Eine Deletion von CYS4 fiihrt in S. cerevisiae zur Cystein-Auxotrophie
(ONo et al., 1988). Der trp5A Stamm CSS.TRP5 war vermutlich auxotroph fiir L-Tryptophan
und nicht in der Lage in TAPS-Medium zu wachsen, selbst wenn L-Tryptophan (10 mM)
supplementiert wurde. Eine Deletion von TRP5 in S. cerevisiae resultiert ebenfalls in einer
L-Tryptophan-Auxotrophie (ZALKIN & YANOFskY, 1982). Die Deletion von PcCHO1 fiihrte zu
einer leicht verringerten TAPS-Produktion bei gleichzeitig leichtem Wachstumsnachteil

(Stamm CSS.CHO1; nicht gezeigt).
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3.2.1.2 Engineering der de novo Biosynthese von L-Serin

Die de novo Biosynthese von L-Serin ist in Hefen sowie in vielen anderen Organismen
stark konserviert und wird in Anwesenheit von Glukose in drei Schritten aus dem
Glykolyse-Intermediat 3-PG synthetisiert. 3-PG ist das physiologische Substrat der 3-
Phospho-Glycerat Dehydrogenase (PGDH), um das die PGDH mit dem Glykolyse-Enzym
Gpm1l (3-Phospho-Glycerat Mutase) konkurriert. Ein Ansatz die L-Serin Biosynthese
anzutreiben war daher die Aktivitat von Gpm1 zu verringern. Dadurch sollte der PGDH
mehr Substrat fir die Synthese von 3-P-HP zur Verfligung stehen und der metabolische
Fluss zu L-Serin verstdrkt werden. Ein putatives PcGpm1 konnte identifiziert werden und
wies 76 % ldentitdt (87 % Homologie) zu ScGpm1 auf. Die Herabsetzung der Gpm1-
Aktivitat sollte auf Ebene der Transkription bzw. durch Promotor-Substitution im Stamm

-289-1

CS.CSS erfolgen. Dazu wurde die endogene putative PcGPM1 Promotor-Sequenz

-451-1

durch das putative PcACT1 Promotor-Fragment ausgetauscht. Die relativen PcGPM1-
Transkriptmengen dieses Stammes (CSS.GPM1dr) und des Ausgangsstammes wurden
mittels qRT-PCR bestimmt und die spezifischen Enzymaktivitdten von Gpm1 ermittelt. Es
wurde davon ausgegangen, dass die Expression von PcACT1 schwacher als die des
Glykolysegens PcGPM1 ist und eine Promotor-Substitution deshalb zu einer reduzierten
Expression von PcGPM1 und folglich zu einer geringeren Phosphoglycerat-Mutase-
Aktivitat im Stamm CSS.GPM1dr fihren sollte. Wie in Abb. 17 zu erkennen ist verringerte
sich die Expression von PcGPM1 im Stamm CSS.GPM1dr um den Faktor 4,5 (+ 0,29).
Gleichzeitig wurde eine etwa neun-fache Abnahme der spezifischen Enzymaktivitat von
PcGpm1 detektiert, wobei PcGpm1 im Stamm CS.CSS eine spezifische Aktivitat von 1,41 (+
0,1) U * mg'l(protem) und im Stamm CSS.GPM1dr eine von 0,15 (+ 0,02) U * mg’l(pmtein)
aufwies. In Bezug auf die TAPS-Produktion konnten jedoch keine signifikanten
Veranderungen festgestellt werden (nicht gezeigt). Interessanterweise zeigte der Stamm
CSS.GPM1dr zudem keine erkennbaren Verdnderungen im Wachstumsverhalten in
Glukose-haltigem Medium. Eine verringerte PcGpm1-Aktivitdit brachte demnach

vermutlich keinen verstarkten metabolischen Fluss des de novo L-Serin Biosyntheseweges

mit sich.
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Abb. 17: Vergleich der relativen PcGPM1-Transkriptmenge und spezifischen PcGpm1-Aktivitdt im Stamm
CSS.GPM1dr und CS.CSS. Die Werte geben den Faktor der Veranderung relativ zum Stamm CS.CSS (= 1; rote
gestrichelte Linie) an. Im Stamm CSS.GPM1dr wurde der PcGPM17**" Promotor gegen den PcACT1T*'!
Promotor ausgetauscht. Fir die Analysen wurden die Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase
geerntet. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung des Mittelwertes (n = 3).

Der erste Schritt, die reversible und NAD-abhangige Oxidation von 3-PG zu 3-Phospho-
Hydroxypyruvat (3-P-HP), wird in Hefen von der PGDH Ser3 katalysiert. Mittels
Uberexpression von PcSER3 sollte die PGDH-Gesamtaktivitdt in P. ciferrii erhéht und
somit der metabolische Fluss von 3-PG zu L-Serin verstarkt werden. In C. glutamicum
fiihrte eine Uberexpression des PGDH-Gens serA zu einer erhdhten spezifischen PGDH-
Aktivitat und somit zu einer gesteigerten Produktion von L-Serin (PETERS-WENDISCH et al.,
2002; PETERS-WENDISCH et al., 2005).

Im Genom von P. ciferrii konnte ein putatives PcSer3 bestehend aus 470 AS identifiziert
werden. Es zeigte 77% ldentitat (88% Homologie) zu ScSer3 und 76% ldentitat (89%
Homologie) zu ScSer33. Ein paraloges Gen wie in S. cerevisiae (SER33) konnte mittels
bioinformatischen Analysen nicht im Genom von P. ciferrii gefunden werden. Fir die
Uberexpression von PcSER3 in P. ciferrii wurde im Genom des Stammes CS.CSS die
endogene PcSER3 1381 Promotor-Sequenz durch das PcTDH3 %! Promotor-Fragment
ausgetauscht. TDH3 Promotor-Fragmente wurden in S. cerevisiae und P. ciferrii bereits
erfolgreich fir Uberexpressions-Studien verwendet (LI et al., 1996; WANG et al., 1996; BAE
et al., 2003). Um zu testen, ob der Austausch der Promotor-Sequenz zu einer erhdhten

Expression von PcSER3 im Stamm CSS.SER3o0e fihrte wurden dessen mRNA Mengen
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mittels quantitativer real time PCR (qRT-PCR) erfasst und mit denen des Stammes CS.CSS
verglichen. Im Stamm CSS.SER30e konnte eine erhdhte Expression von PcSER3 um den
Faktor 5,5 (+ 0,2) festgestellt werden. Die Uberexpression von PcSER3 fiihrte allerdings zu
keiner Veranderung der TAPS Produktion. Der Promotor-Austausch wurde ebenfalls im
Stamm CS (lig44) durchgefiihrt und hatte dort ebenfalls keinen Effekt auf die TAPS
Produktion (nicht gezeigt).

Eine in silico Analyse der PcSer3 Sequenz fiihrte zum Auffinden einer putativen C-
terminalen ACT Domaéne (Lsgs - Y470), die fir eine allosterische feed back Inhibierung der
PGDH durch L-Serin zumindest in C. glutamicum (PETERS-WENDISCH et al., 2002), E. coli
(SucimoTO & PIzZER, 1968; GRANT et al., 1996), sowie vermutlich in S. cerevisiae (ULANE &
OGUR, 1972) verantwortlich ist. In C. glutamicum konnte durch Deletion der ACT-Domane
eine PGDH-Mutante konstruiert werden, die insensitiv gegenlber einer L-Serin-
Inhibierung ist (PETERS-WENDISCH et al., 2002). Fiir eine enthemmte und optimierte de novo
L-Serin Biosynthese wurde daher die Deletion dieser Sequenz im Stamm CS.CSS

162410 (o diert fir die putative ACT Domane)

angestrebt. Zu diesem Zweck wurde PcSER3
deletiert, indem die PcSER3 Sequenz von bp 1162 bis bp 1413 durch ein Stopp-Codon
(TAA), gefolgt von einer loxP-flankierten clonNAT-Markerkassette, ersetzt wurde. In Bezug
auf die TAPS-Produktion des daraus resultierenden Stammes (CSS.SER3A83) konnte im
Vergleich zum Stamm CS.CSS keine Veranderung in der relativen TAPS Produktion [mg * g
1(BTM)] festgestellt werden (nicht gezeigt). Auffallig war jedoch, dass dieser Stamm in TAPS
Medium (verglichen zum Ausgangsstamm) eine stark reduzierte Wachstumsrate aufwies
(nicht gezeigt). In Vollmedium (YEPD) wurde dieser Phanotyp nicht beobachtet. Die
Deletion des gesamten PcSER3 ORF im Stamm CS.CSS fiihrte zur L-Serin-Auxotrophie, so
dass dieser Stamm (CSS.SER3) nicht in synthetischem (TAPS-) Medium wuchs. Diese

A%3) im Stamm

Ergebnisse deuteten zwar auf ein funktionelles PGDH-Mutein (PcSer3
CSS.SER3A83 hin, jedoch war dieses offenbar nicht mehr voll aktiv. Eine
Supplementierung von TAPS-Medium mit L-Serin (1, 5 und 10 mM) fihrte nicht zur
Wiederherstellung des Wachstumsverhaltens beider Stamme (CSS.SER3 & CSS.SER3A83).

Um zu testen, ob die TAPS Produktion in den Stammen CSS.SER3o0e und CSS.SER3A83
trotz mutmalilich erhéhter oder erniedrigter PGDH-Aktivitaten unverdandert blieb, sollten

die spezifischen PGDH-Aktivitdten in den jeweiligen Stdammen Uber in vitro Enzym-
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Analysen bestimmt werden. In anderen Arbeiten wurde die spezifische PGDH-Aktivitat
haufig durch Messen der Riickreaktion (3-P-HP-Reduktion) bestimmt (JAEKEN et al., 1996;
ALBERS et al., 2003; TABATABAIE et al., 2009), da die Hinreaktion (3-PG-Oxidation) mit einer
Gleichgewichtskonstante von etwa 1 * 10™? beschrieben wird und dadurch ungiinstig zu
messen sei (SALLACH, 1966). Da das Substrat fur die Rickreaktion (3-P-HP) kommerziell
nicht verfligbar war, wurde in dieser Arbeit versucht die PGDH-Aktivitdt anhand der
Hinreaktion enzymatisch zu messen. Unter den gewdhlten Bedingungen (s. 2.9.7) konnten
leider keine aussagekraftigen PGDH-Aktivitaten bestimmt werden. Inwiefern und ob die
spezifischen PGDH-Aktivitdten in den Stammen CSS.SER30e und CSS.SER3A83 verdndert

waren bleibt somit ungeklart.

Um die de novo L-Serin-Biosynthese zu optimieren, wurde in dieser Arbeit eine Strategie
entwickelt, in der mittels evolutionary engineering der metabolische Fluss hin zu L-Serin
verbessert werden sollte. Dies sollte durch Umleiten des glykolytischen Flusses liber den
de novo L-Serin Biosyntheseweg und anschlieRender Selektion auf verbessertes

Wachstum auf Glukose realisiert werden. So wurde im Stamm CS.SS (lig4A shm1A shm2A)

115-1 -396-1

zundchst das endogene PcCHA1 Promotor-Fragment durch das PcPGI1 Promotor-
Fragment ausgetauscht. Die Expression von CHA1 wird in S. cerevisiae durch L-Serin
induziert (BorNAES et al., 1993) (ob dies in P. ciferrii auch der Fall ist, ist nicht bekannt).
Erwiinscht war jedoch eine konstitutive Expression von PcCHA1, um eine mogliche
Limitierung in der Umsetzung von L-Serin zu L-Pyruvat auf Expressions-Ebene zu
umgehen. PGI1 (Phospho-Glukose-lsomerase) ist ein Glykolyse-Gen und wird in Hefen
vermutlich konstitutiv exprimiert (GREEN et al., 1988), weshalb dieses Promotor-Fragment
fur die Promotor-Substitution als geeignet erschien. Im resultierenden PcPGIl1p:PcCHA1
Stamm CS.SS.Cs wurde anschlieRend PcGPM1 deletiert. Aufgrund der gpom1 Deletion
sollte der Glykolyse-Stoffwechselweg an dieser Stelle unterbrochen sein und Wachstum
auf Glukose nur moglich sein, wenn 3-PG (ber den L-Serin-Biosyntheseweg zu L-Pyruvat
umgesetzt wird (Abb. 18). Nach Transformation mit dem PcGPM1-Deletions-Konstrukt
konnten positive Transformanten erhalten werden, die erwartungsgemal sehr schlecht

auf bzw. in Vollmedium (YEPD) wuchsen (Wachstum in TAPS-Medium war nicht moglich).

Eine der Transformanten [CS.SS.Cs.G1 (lig4A shm1A shm2A PcPGlip:PcCHA1 gpmiA)]
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wurde fir die Selektion auf verbessertes Wachstum mittels evolutionary engineering
ausgewahlt. Dazu wurde der Stamm liber einen Zeitraum von ca. sechs Wochen in YEPD-
Medium kultiviert, indem 1 - 2 pl einer stationar gewordenen Kultur sequentiell zur
Inokulation von frischem Medium verwendet wurden. Das Wachstum konnte so (nach
etwa 50 Generationen) um ein vielfaches verbessert werden (nicht gezeigt). Wachstum in
TAPS-Medium war jedoch weiterhin nicht moglich. Evolutionary engineering dieses
evolvierten Stammes (CS.SS.Cs.Gle) in TAPS-Medium war aus zeitlichen Griinden leider
nicht mehr moglich. Die Ursache fiir das verbesserte Wachstum des Stammes

CS.SS.Cs.Gle in YEPD-Medium ist nicht bekannt.

Glukose
|

i (Glykolyse)

\J
Ser3 3-PG

3-P-HP )\ Mo

Serl F L-Glutamat

- a-Ketoglutarat

3-P-Serin

Ser2 l

>< L-Serin
e

L-Pyruvat —» ----

Abb. 18: Gezeigt ist die durch rationale Stammentwicklung erhoffte Pyruvat-Biosynthese in P. ciferrii. Durch
Blockade der Glykolyse (gpm1A), sollte der metabolische Fluss der Glykolyse Uber den de novo L-Serin
Biosyntheseweg umgeleitet werden, um eine L-Pyruvat-Synthese bzw. Wachstum zu ermdoglichen. Durch
evolutionary engineering sollte anschlieBend der L-Serin-Biosyntheseweg optimiert werden. Details s. Text.
2-PG: 3-Phosphoglycerat; 3-P-HP: 3-Phospho-Hydroxypyruvat; 3-P-Serin: 3-Phospho-L-Serin; 3-PG: 3-
Phosphoglycerat; PEP: Phosphoenol-Pyruvat.

Die Biosynthese von L-Serin findet im Cytosol statt, wohingegen die Sphingolipid-
Biosynthese im ER bzw. in der ER-Membran beginnt. Moglicherweise stellt diese
Kompartimentierung eine Limitierung in der L-Serin-Versorgung der de novo LCB-
Synthese dar. In Hefen existiert ein Protein (Tmsl) welches wahrscheinlich die

Versorgung der SPT mit cytosolischem L-Serin verbessert (INuzuka et al., 2005).
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So weist ein S. cerevisiae tms1A Stamm (verglichen zum Wildtyp) nur etwa 50 % der SPT-
Aktivitdt auf und eine Uberexpression des humanen Tmsl-Homologs Serincl in COS
Zellen flihrte zu einer gesteigerten de novo Sphingolipid-Biosynthese (INUzUKA et al.,
2005). Ein putatives TMS1 Homolog konnte in dieser Arbeit im Genom von P. ciferrii
identifiziert werden. Dessen abgeleitete Aminosdure-Sequenz (469 AS) weist 54 %
Identitat (73 % Homologie) zu Tmsl aus S. cerevisiae auf und besitzt 10 putative
Transmembran-Domadnen. Um zu testen, ob es sich dabei um das funktionelle Homolog
zu ScTms1 handelte, wurde die Uberexpression von PcTMS1 im Stamm CS.CSS angestrebt.
Dabei war das Ziel die L-Serin-Verfiigbarkeit der SPT und somit die SPT-Aktivitat zu
erhohen, was sich theoretisch in einer gesteigerten TAPS-Produktion wiederspiegeln

konnte. Zu diesem Zweck wurde das endogene PcTMS1'#*

Promotor-Fragment im
Stamm CS.CSS durch das PcTDH3™***! Promotor-Fragment ausgetauscht. Im daraus
resultierenden Stamm CSS.TMS1oe konnte mittels gRT-PCR eine erhéhte Expression von
PcTMS1 um den Faktor 12 (+ 1,2) nachgewiesen werden. In Bezug auf die TAPS-
Produktion wurde jedoch keine Verdnderung im Vergleich zum Ausgangs-Stamm CS.CSS
festgestellt (nicht gezeigt). Eine Deletion von PcTMS1 im Stamm CS.CSS hatte ebenfalls
keinen Effekt in Bezug auf die TAPS-Produktion (Stamm CSS.TMS1; nicht gezeigt). Die

Funktion von PcTMS1 bleibt somit unklar.

3.2.2 Optimierung der de novo LCB-Biosynthese

Der erste Schritt der de novo LCB-Biosynthese ist die Kondensation von L-Serin und
Palmitoyl-CoA (vgl. Abb. 26). Diese Reaktion wird von der Serin-Palmitoyl-Transferase
(SPT) katalysiert, die aus den Untereinheiten Lcb1l und Lcb2 sowie dem akzessorischen
Protein Tsc3 zusammengesetzt ist. Eine Uberexpression von PcLCB2 fiihrte bereits zu
einer erhohten Produktion von TAPS in P. ciferrii, wodurch gezeigt werden konnte, dass
dieser erste Schritt limitierend in der TAPS-Produktion ist (BAE et al.,, 2003). Fir S.
cerevisiage z.B. ist beschrieben, dass eine Co-Uberexpression von LCB1 und LCB2
notwendig fiir eine erhdhte SPT-Aktivitat ist (NAGIEC et al., 1994). Um die TAPS-Produktion
im bereits optimierten Stamm CS.CSS weiter zu verbessern, wurde die Co-Uberexpression
von PcLCB2 und PcLCB1 angestrebt. Ein putatives PcLCB1 konnte in silico bereits ermittelt
werden (BORGEL, 2007) und dessen abgeleitete AS-Sequenz (mit 570 AS) wies 43 %
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Identitdt (60 % Homologie) zu Lcbl aus S. cerevisiae auf. Fiir die Uberexpression von
PcLCB1 wurde der PcLCB1'®®' Promotor-Bereich durch das PcENO1°**' Promotor-
Fragment ersetzt. Die anschlieBende Quantifizierung der mRNA dieses Stammes (CSS.L1)
mittels qRT-PCR ergab eine erhéhte Expression von PcLCB1 um den Faktor 5,5 (+ 0,6). In
Bezug auf die TAPS-Produktion konnte im Stamm CSS.L1 eine Verbesserung um etwa 14 %
auf 77 mg * g’l(BTM) beobachtet werden (Abb. 19). In Anbetracht dieser Ergebnisse ldsst
sich daher annehmen, dass PcLCB1 (neben PcLCB2) hochst wahrscheinlich fir eine
Untereinheit der SPT in P. ciferrii codiert.

In der Arbeit von Bae et al. wurde PcLCB2 (unter Kontrolle des PcTDH3 Promotors) durch
multiple Integrationen im Genom etwa 50fach Uberexprimiert und fuhrte zu einer
Verdopplung der TAPS-Produktion im Wildtyp (BAE et al., 2003). In der vorliegenden
Arbeit wurde PcLCB2 durch Promotor-Substitution versucht Uberzuexprimieren. Dazu
wurde die PcLcB213? Promotor-Region durch das PcTDH3 %! Promotor-Fragment im
Stamm CS.CSS ausgetauscht. Dies resultierte in einem Stamm (CSS.L2), der laut qRT-PCR
PcLCB2 etwa um den Faktor 11 (+ 1,5) Uberexprimierte, was mit einer ca. 26 %igen
Erhéhung der TAPS-Produktion auf etwa 83 mg * g’ gny einherging (Abb. 19). Um zu
testen, ob eine Co-Uberexpression von PcLCB1 und PcLCB2 die TAPS-Produktion weiter
verbessern konnte, wurde PcLCB2 im Stamm CSS.L1 (berexprimiert. Als Resultat
produzierte dieser Stamm (CSS.L1.L2) mit rund 102 mgraps) * g'l(BTM) etwa 37 % mehr
TAPS als der Ausgangsstamm CSS.L1 bzw. etwa 57 % mehr als der Stamm CS.CSS.
Zusatzlich konnte ein signifikanter Anstieg der TriASa-Produktion im Stamm CSS.L1.L2 auf
etwa 8 mg * g'l(BTM) beobachtet werden. Die Co-Uberexpression von PcLCB1 und PcLCB2
ist somit ein wichtiger Schritt in der rationalen Stammentwicklung von P. ciferrii in Bezug

auf eine optimierte Sphingoidbasen- bzw. TAPS-Produktion.

Neben den SPT-Untereinheiten Lcbl und Lcb2 existiert in Hefen ein weiteres, SPT-
assoziiertes Protein (Tsc3). Tsc3 ist ein kleines hydrophobes akzessorisches Protein,
welches in S. cerevisiae fiir eine optimale SPT-Aktivitdat notwendig und essentiell wahrend
Hitze-Stress ist (GABLE et al., 2000). Ein putatives PcTsc3 konnte im Genom von P. ciferrii
identifiziert werden. Es besteht aus 105 AS und besitzt 41 % Identitat (62 % Homologie) zu

ScTsc3. Moglicherweise ist das Homolog (PcTSC3) in P. ciferrii ebenfalls flir eine optimale
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SPT-Aktivitat notwendig und dessen Funktion evtl. limitierend in einem fiir die TAPS-
Produktion optimierten Stamm.

Eine Uberexpression von PcTSC3 (PcTSC3 2" ::PcTDH3**°?) im Stamm CS.CSS um den
Faktor 14 (+ 1,4) fuhrte zu keiner erkennbaren Veranderung in der TAPS-Produktion
(Stamm CSS.T30e; nicht gezeigt), wie es sich auch bei Co-Uberexpression mit PcLCB1 oder
PcLCB2 verhielt (Stamm CSS.L1.T30e und CSS.L2.T30e; nicht gezeigt). Die Uberexpression
im Ausgangsstamm CS war ebenfalls ohne Effekt (Stamm CS.T3o0e, nicht gezeigt).
Uberraschenderweise fiihrte die Uberexpression von PcTSC3 im Stamm CSS.L1.L2 zu
einem drastischen Abfall der TAPS-Produktion und zu einem starken Wachstums-Defizit in
TAPS- und YEPD-Medium (Stamm CSS.L1.L2.T30e; nicht gezeigt). Eine Uberexpression von
PcTSC3 stellte sich demnach in Bezug auf die TAPS-Produktion nicht als forderlich heraus

und dessen Rolle im Sphingolipid-Metabolismus von P. ciferrii bleibt weiterhin unklar.

In S. cerevisiae konnten kiirzlich die Proteine Orm1 und Orm2 als Mediatoren der
Sphingolipid-Homoostase [und Protein-Qualitdtskontrolle im ER (unfolded protein
response: UPR)] charakterisiert werden (BResLow et al., 2010; HAN et al., 2010). Orm1 und
Orm2 bilden dabei einen Komplex, der mit der SPT interagiert. Liegt der Orm-Komplex
unphosphoryliert vor, wirkt dieser hemmend auf die Aktivitat der SPT und somit auf die
LCB-Synthese. Im phosphorylierten Zustand ist der Orm-Komplex inaktiv und die SPT
enthemmt. Die Phosphorylierung des Orm-Komplexes kann demnach als eine
homoostatische Antwort auf niedrige intrazellulare LCB-Level betrachtet werden. Eine
Doppeldeletion von ORM1 und ORM_?2 fiihrt in S. cerevisiae u.a. zu einer dysregulierten
Sphingolipid-Biosynthese, die sich in einer Akkumulation von LCBs wiederspiegelt
(BResLow et al., 2010; HAN et al., 2010).

Eine TBLASTN-Suche mit ScOrm1 und ScOrm2 im Genom von P. ciferrii ergab nur ein
putatives Orm-Protein (PcOrm12), bestehend aus 191 Aminosduren mit 66 % ldentitat (82
% Homologie) zu ScOrm1 und 59 % ldentitdt (77 % Homologie) zu ScOrm2. Zusatzlich
konnten zwei vorhergesagte Transmembran-Domanen in P)cOrm12 gefunden werden. Um
zu testen, ob eine Deletion von PcORM12 im Stamm CS.CSS zu einem weiteren Anstieg
der TAPS-Produktion fiihrt, wurde eine Gen-Deletionskassette flir PcORM12 konstruiert

und in den Stamm CS.CSS transformiert. Der daraus resultierende Stamm CSS.0 zeigte in
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TAPS-Medium mit knapp 105 mg * g'l(BTM) eine ca. 60 %ige Verbesserung der TAPS-
Produktion (Abb. 19). Gleichzeitig kam es zu einem signifikanten Anstieg der TriASa-
Produktion von 2,5 auf 5,6 mg * g'l(BTM). Vermutlich handelt es sich bei PcOrm12 um das
funktionelle Homolog zu den Orm-Proteinen aus S. cerevisiae.

Neben den Orm-Proteinen wurde die Phosphatidyl-lnositol-4-P Phosphatase Sacl als
Modulator der SPT-Aktivitdt in S. cerevisiae postuliert. Eine sacl Deletion fiihrt zur
Akkumulation von Sphingoidbasen und ist in Kombination mit einer orm1 orm2 Deletion
synthetisch letal (BrResLow et al., 2010). Die Deletion von PcSAC1 [PcSacl: 54 % ldentitat
(71 % Homologie) zu ScSacl] im Stamm CS.CSS fiihrte zu einem Stamm (CSS.SAC1), der
nur sehr schlecht in TAPS-Medium wuchs und dabei nach fiinf Tagen Wachstum maximal

eine ODgponm VON etwa 4 erreichte. Die TAPS-Produktion sank dabei stark auf etwa 15 mg

* g-l(BTM) ab.

Der zweite Schritt in der de novo Sphingoidbasen-Synthese ist die Reduktion von 3-KSA zu
SA. Dieser Schritt wird von der 3-KSA-Reduktase Tsc10 katalysiert. In S. cerevisiae konnte
kiirzlich gezeigt werden, dass eine Uberexpression von TSC10 in einem erhéhten Ceramid-
Anteil in der Lipid-Fraktion resultierte, was vermutlich durch eine erhéhte Tsc10-Aktivitat
bedingt war (Kim et al., 2010). Ein putatives PcTsc10 wurde bereits bioinformatisch ndher
analysiert und charakterisiert (BOrRGEL, 2007). Es weist 40 % Identitat (56 % Homologie) zu
ScTsc10 auf, besitzt zwei putative Transmembrandomanen und gehort, wie auch ScTsc10,
zur Familie der "kurzkettigen Dehydrogenasen / Reduktasen”. Nach Promotor-
Substitution von PcTSC10**? durch das PcTDH3*%%* Promotor-Fragment im Stamm
CS.CSS, wurde mittels gRT-PCR eine etwa 19fach (+ 2,4) erhdhte Transkriptmenge von
PcTSC10 ermittelt. Die TAPS-Produktion dnderte sich in diesem Stamm (CSS.TSC100e)
verglichen zum Ausgangsstamm jedoch nicht (nicht gezeigt). Vermutlich ist die von
PcTsc10 katalysierte Reaktion nicht limitierend in der de novo LCB-Biosynthese von P.

ciferrii.
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In Hefen sind die Kinasen Lcb4 und Lcb5 fiir die Phosphorylierung der Sphingoidbasen PHS
und SA zu PHS-1-Phosphat (PHS-1P) und SA-1-Phosphat (SA-1P) verantwortlich, wobei
Lcb4 in S. cerevisiae fiir mindestens 95 % der Gesamtaktivitat verantwortlich ist (NAGIEC et
al., 1998). Die Phosphorylierung dient u.a. als Signal zum irreversiblen Abbau der LCBs zu
Ethanolamin-Phosphat und einem langkettigen Aldehyd, was von der Lyase Dpll
katalysiert wird (SaBA et al., 1997). Eine Deletion von LCB4 fihrt in S. cerevisiae zur
intrazelluldren Akkumulation von LCBs (ZHANG et al., 2001), was darauf hindeutet, dass die
Phosphorylierung von LCBs eine Rolle bei der Regulation von intrazellularen LCB-Level in
Hefe spielt (FERGUSON-YANKEY et al., 2002). Eine TBLASTN-Analyse des P. ciferrii Genoms
mit ScLcb4 und ScLcb5 als Matrize ergab in beiden Fallen nur einen signifikanten Treffer.
Es handelte sich dabei um ein aus 509 AS bestehendes putatives Protein (PcLcb4),
welches 52 % ldentitat (68 % Homologie) zu ScLcb4 und 51 % Identitat (67 % Homologie)
zu Sclcb5 aufwies. Die Deletion des korrespondierenden Gens PcLCB4 im Stamm CS.CSS
flhrte zu einem beachtlichen Anstieg der TAPS-Produktion von etwa 65 auf 116 mg * g
1(BTM). Zusatzlich kam es zu einem etwa drei-fachen Anstieg der TriASa-Produktion auf 8
mg * g'l(BTM) (Abb. 19). Um die Funktion von PcLCB4 naher zu charakterisieren wurde
PcLCB4 im Stamm CS deletiert und die intrazelluldren (C;3)LCB-P-Mengen des Zell-
Homogenats mittels LC-MS/MS bestimmt (freundlicherweise durchgefiuhrt von Gerhard
Liebisch, Universitat Regensburg). Es stellte sich heraus, dass im Icb4A Stamm (CS.L4) kein
PHS-1P detektiert werden konnte, wohingegen im Ausgangsstamm CS etwa 48 pmol *
mg'l(protein) gemessen wurden. Zudem kam es im Stamm CS.L4 zu einer Abnahme der
intrazelluldaren (SA1-P) Level von etwa 117 auf ca. 41 pmol * mg'l(protem). In Bezug auf die
TAPS-Produktion wies der Stamm CS.L4 im Vergleich zum Ausgangsstamm CS eine etwa
2,5fache Erhohung auf (nicht gezeigt).

Anhand dieser Ergebnisse konnte somit gezeigt werden, dass PcLCB4 fir eine LCB-Kinase
in P. ciferrii codiert, die PHS (und vermutlich SA) als Substrat erkennt. Zuséatzlich fiihrte die
Deletion von PcLCB4 zu einem enormen Anstieg der TAPS-Produktion, wodurch PcLCB4

eine zentrale Rolle in der TAPS-Produktion von P. ciferrii zukommt.
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LCB-Ps kénnen in Hefe von der ER-membranstandigen LCB-Phosphat-Lyase Dpll zu
Ethanolamin-Phosphat und einem langkettigen Aldehyd gespalten werden (SABA et al.,
1997). Im Genom von P. ciferrii konnte ein homologes putatives Protein (PcDpll)
bestehend aus 504 AS mit 62 % Identitat (77 % Homologie) zu ScDpl1 identifiziert werden.
In einem S. cerevisiae dpllA Stamm akkumuliert PHS-1P und fihrt zur
Wachstumsinhibierung (Kim et al., 2000). Um das homologe Gen aus P. ciferrii (PcDPL1)
naher zu charakterisieren wurde dieses im Stamm CS deletiert, was zu einem etwa 30
%igen Anstieg der TAPS-Produktion flihrte (Stamm CS.DPL1; nicht gezeigt). Die
Quantifizierung der (C1g)LCB-Ps im Stamm CS.DPL1 ergab mit 348 (177) pmol * mg’l(protein)
etwa 7,3 (1,5) fach erhéhte PHS-1P (SA-1P) Mengen im Vergleich zum Stamm CS.
Demnach lasst sich vermuten, dass es sich bei PcDPL1 hdchst wahrscheinlich um ein Gen
handelt was fiir eine LCB-Phosphat Lyase in P. ciferrii codiert. Eine Deletion von PcDPL1
im Stamm CS.CSS wurde nicht durchgefiihrt.

Eine weitere Moglichkeit des LCB-Phosphat Metabolismus besteht in dessen
Dephosphorylierung, wodurch LCBs theoretisch wieder fiir die Synthese von
Sphingolipiden zur Verfligung stehen. Die Dephosphorylierung wird in S. cerevisiae von
den ER-membranstiandigen Proteinen Lch3 und Ysr3 katalysiert (MAo et al., 1997; QIE et
al., 1997). Ein S. cerevisiae Icb3A Stamm akkumuliert analog zu einem dp/1A Stamm LCB-
Ps (ZHANG et al., 2001). Das in dieser Arbeit identifizierte putative PcLcb3 wies 541 AS auf
und zeigte 41 % Identitat (59 % Homologie) zu ScLcb3 und 35 % Identitdt (50 %
Homologie) zu ScYsr3. Eine weitere putative LCB-Phosphatase konnte nicht im Genom
von P. ciferrii gefunden werden. Eine Deletion von PcLCB3 im Stamm CS hatte weder
einen erkennbaren Effekt auf die TAPS-Produktion, noch auf die Level intrazellularer
(C18)LCB-Ps (Stamm CS.LCB3; nicht gezeigt). Eine kombinierte Deletion von LCB3 und DPL1
wird in S. cerevisiae als letal beschrieben (ZHANG et al., 2001) und konnte auch in der
vorliegenden Arbeit nach mehrmaligen Transformationen des Stammes CS.LCB3 mit dem
PcDPL1-Deletions-Konstrukt nicht realisiert werden. Die Ergebnisse legen daher die
Vermutung nahe, dass es sich bei PcLCB3 um ein fiir eine LCB-Phosphatase codierendes
Gen handelt und eine Icb3 dpl1 Doppeldeletion in P. ciferrii (wie in S. cerevisiae) letal ist.
Weshalb dessen Deletion nicht mit einem Anstieg der intrazellularen (C;g)LCB-Ps

einherging ist allerdings unklar.
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Sphingoidbasen werden zusammen mit VLCFAs fiir die Synthese von Ceramiden (N-
Acylierung;) bendtigt. Dazu bedarf es der Fettsdure-Elongation von z.B. Palmitoyl-CoA
(C16) zu Acyl-CoA mit (i.d.R.) 26 C-Atomen (= VLCFA). In S. cerevisiae sind v.a. Sur4 und
Fenl an dieser Elongation beteiligt [fir ndhere Informationen: (Dickson, 2008)]. Ein sur4A
oder fen1A Stamm ist kaum in der Lage Sphingoidbasen in Ceramide einzubauen, da er in
der VLCFA-Synthese stark eingeschrankt ist (eine Doppeldeletion wird in S. cerevisiae als
letal beschrieben). Als Folge akkumuliert ein sur4A bzw. fenlA Stamm Sphingoidbasen
und weist verringerte Ceramid-Level auf (REVARDEL et al., 1995; BResLow et al., 2010).

Fiir beide Elongasen konnten putative Homologe in P. ciferrii gefunden werden: PcSur4
[355 AS; 56 % ldentitdt (75 % Homologie) zu ScSur4] und PcFenl [336 AS; 64 % |dentitat
(78 % Homologie) zu ScFenl]. Die Deletion der jeweiligen korrespondierenden Gene
PcSUR4 oder PcFEN1 im Stamm CS.CSS fuhrte im Fall von PcSUR4 (Stamm CSS.SUR4) zu
einem Anstieg der TAPS-Produktion von 65 auf etwa 80 mg * g’l(BTM), wohingegen die
Deletion von PcFEN1 (Stamm CSS.FEN1) in einem Anstieg auf etwa 86 mg * g'l(BTM)
resultierte (Abb. 19). In beiden Stammen, CSS.SUR4 und CSS.FEN1, wurde zudem eine
erhohte TriASa-Produktion von 7 - 8 mg * g'l(BTM) sowie eine leicht reduzierte
Wachstumsrate festgestellt (nicht gezeigt). Es lasst sich daher annehmen, dass beide
Gene (PcSUR4 & PcFEN1) fiur Fettsdure-Elongasen in P. ciferrii codieren, deren
Inaktivierung zu einer signifikanten Akkumulation von LCBs fihrt (die sich in erhdhten
TAPS-Mengen wiederspiegelte). In Bezug auf intrazelluldre Ceramid-Level wurden keine

Analysen durchgefiihrt.
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Abb. 19: Effekt von Uberexpressionen bzw. Deletionen ausgewihlter Genen des Sphingolipid-Stoffwechsels
in P. ciferrii in Bezug auf die TAPS- und TriASa-Produktion. Details s. Text. Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung des Mittelwertes (n = 3).

3.2.3  Konstruktion und Charakterisierung eines Hochleistungs-TAPS-Produzenten

In den vorherigen Experimenten konnten Gene identifiziert werden, deren jeweilige
Deletion bzw. Uberexpression eine gesteigerte TAPS-Produktion zur Folge hatte. Dabei
handelte es sich um die Deletion von Genen des L-Serin-Katabolismus (PcSHM1, PcSHM?2
& PcCHA1), die Uberexpression der SPT-Gene PcLCB1 und PcLCB2, sowie die Deletion von
PcORM12, PcLCB4, PcSUR4, PcFEN1 und PcDPL1. Fiir eine industrielle TAPS-Produktion
ware ein Stamm von Vorteil, in dem moglichst viele dieser genetischen Konstrukte vereint
sind. Die Konstruktion eines solchen Stammes war daher ein Ziel dieser Arbeit.

Die sukzessive Deletion von PcSHM1, PcSHM2 und PcCHA1 im Stamm CS fihrte zu einer
Verbesserung der TAPS-Produktion von 21 auf 65 mg * g'l(BTM) (3.2.1.1; Stamm CS.CSS).
Die Deletion von PcLCB4 in diesem Stamm resultierte in einem weiteren signifikanten
Anstieg auf 116 mgraps) * g’l(BTM) (3.2.2; Stamm CSS.L4).

Ausgehend vom Stamm CSS.L4 wurde im Folgenden PcORM12 deletiert, wodurch ein
Stamm konstruiert wurde (CSS.L4.0), der 172 mgraps) * g’l(BTM) produzierte (Abb. 20).
Zugleich wurden etwa 30 % erhohte TriASa-Mengen von 10,5 mg * g'l(BTM) in diesem
Stamm detektiert. Die weitere Uberexpression von PcLCB2 fiihrte zu einer leichten

Verbesserung der TAPS-Produktion auf 182 mg * g’l(BTM), wohingegen es in Bezug auf die
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TriASa-Produktion zu einem etwa 54 %igem Anstieg auf 16,2 mg * g'l(BTM) kam (Abb. 20;
Stamm CSS.L4.0.L2). Die Uberexpression von PcLCB1 im Stamm CSS.L4.0.L2 hatte mit
etwa 177 mgaps) * g'l(BTM) keinen signifikanten Effekt bezliglich der TAPS-Produktion
(Abb. 20; Stamm CSS.L4.0.L2.L1). Stattdessen produzierte der Stamm CSS.L4.0.L2.L1 bis
zu 45 mg * g_l(BTM) an TriASa, was darauf hindeutete, dass die C4-Hydroxylase-Aktivitat
von PcSyr2 moglicherweise limitierend in der Umwandlung von SA zu PHS war. Fir einen
industriellen Einsatz ware ein Stamm wiinschenswert, der TAPS in moglichst reiner Form
produziert, weshalb die Nebenproduktion von TriASa moglichst minimal sein sollte. Aus
diesem Grund wurde erhofft, dass durch Uberexpression von PcSYR2 die TriASa-
Produktion im Stamm CSS.L4.0.L2.L1 reduziert wird, was gleichzeitig zu einer erhéhten
TAPS-Produktion filhren sollte. Zu diesem Zweck wurde der PcSYR2™"" Promotor-Bereich

durch das bereits erfolgreich verwendete PcTDH3**!

Promotor-Fragment im Stamm
CSS.14.0.L2.L1 ersetzt. Der daraus resultierende Stamm CSS.L4.0.L2.L1.S2 produzierte mit
12 mg * g'l(BTM) nur noch rund 26 % an TriASa verglichen zum Ausgangsstamm
CSS.14.0.L2.L1, was impliziert, dass PcSYR2 Uberexprimiert wurde und die Aktivitat von
PcSyr2 limitierend in der TAPS-Produktion war. Erwartungsgemall kam es im Stamm
CSS.L4.0.L2.L1.S2 zu einer weiter optimierten TAPS-Produktion von 199 mg * g'l(BTM)

(Abb. 20).

Die Deletion von PcFENI im Stamm CSS.L4.0.L2.L1.S2 fiihrte zu einer verschlechterten
TAPS-Produktion von etwa 140 mg * g'l(BTM) und ging mit einer verringerten
Wachstumsrate einher (Stamm CSS.L4.0.L2.L1.S2.F1; nicht gezeigt). Ein Deletion von
PcSUR4 oder PcDPL1 im Stamm CSS.L4.LO.L2.L1.S2 wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht

durchgefihrt.
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Abb. 20: TAPS-Produktion von P. ciferrii Stammen, die in dieser Arbeit durch rationale Stammentwicklung
sukzessive fiir eine optimierte TAPS-Produktion konstruiert wurden. Ausgehend vom lig4A Stamm CS
wurden acht genetische Modifikationen nacheinander tUbertragen (fur Details s. Text). Die Stamme sind in
chronologischer Reihenfolge in Bezug auf deren Konstruktion dargestellt (von links nach rechts). TriASa-
Titer < 2 mg * g(BTM)"l sind nicht gezeigt. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung des
Mittelwertes (n > 3).

Charakterisierung des Hochleistungs-TAPS-Produzenten CSS.L4.0.L2.11.52:

Da im finalen TAPS-Produktions-Stamm CSS.L4.0.L2.L1.52 im Vergleich zum Ausgangs-
Stamm CS (und CS.CSS) eine etwas verringerte Wachstumsrate erkennbar war (nicht
gezeigt), wurden Fermentationen mit den Stammen CS und CSS.L4.0.12.11.S52
durchgefiihrt und deren maximale spezifische Produktbildungsrate (gpmax) €rmittelt. Als
Medium wurde hierfiir TAPS'-Medium verwendet, da die Zugabe von 0,1 mM Natrium-
Formiat keinen Einfluss auf die relativen TAPS-Produktionen [mg * g'l(BTM)] von beiden
Stimmen hatte, die Fermentationszeit vom Stamm CSS.L4.0.L2.L1.S2 jedoch in TAPS'-
Medium (wie bereits fiir den Stamm CS.CSS gezeigt) signifikant verkirzt werden konnte
(nicht gezeigt). Die Ergebnisse der Fermentationen sind in Abb. 21 dargestellt. Der Stamm
CSS.L4.0.L2.L1.52 wies mit 0,16 (£ 0,1) * h™ eine etwa zweifach verringerte maximale
Wachstumsrate (Umax) im Vergleich zum Stamm CS mit 0,29 (£ 0,2) * h'! auf. In beiden
Stammen wurde gpmax Wahrend der exponentiellen Wachstumsphase erreicht, in der der
Stamm CS maximal 1,58 (+ 0,18) mgaps) * ODgoonm ~ * h™ produzierte und dabei einen

TAPS-Titer von 284 mg * L erreichte. Der Stamm CSS.L4.0.L2.L1.S2 hingegen wies mit
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8,42 (+ 0,74) mgraps) * ODgoonm ™ * h™ eine mehr als fiinffach verbesserte Qpmax auf und
produzierte bis zu 2 gaps) * L’l, was in Bezug auf den TAPS-Titer eine Optimierung um
etwa den Faktor sieben darstellte.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die TAPS-Produktion in P. ciferrii durch rationale
Stammentwicklung in hohem Malle optimiert werden konnte. Dies fiuhrte zu einem
Stamm (CSS.L4.0.L2.L1.S2), der fir die biotechnologische TAPS-Produktion im

industriellen MaRstab eingesetzt werden kdnnte.
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Abb. 21: Wachstumsverhalten und TAPS-Bildungskinetiken der Stamme CS (a) und CSS.L4.0.L2.L1.52 (b) in
TAPS'-Medium bei 30° C. Die grau unterlegten Bereiche illustrieren die Phase, in der die spezifischen
Produktbildungsraten maximal waren (gpmax). Fehlerbalken reprasentieren den Bereich der Schwankung um
den Mittelwert (n = 2). a) Der Stamm CS produzierte maximal 1,58 (= 0,18) mgraps) * ODgoonm~ * h™ und
erreichte einen TAPS-Titer von 284 mg * L' Die maximale TriASa-Produktion betrug etwa 12 mg * L™ (nicht
gezeigt). b) Der Stamm CSS.L4.0.L2.L1.52 produzierte maximal 8,42 (+ 0,74) mgraps) * ODGOOnm—l *h'1lund
erreichte einen TAPS-Titer von biszu 2 g * L™. Die TAPS-Produktion schien nach 72 h abzufallen, was jedoch
wahrscheinlich durch eine Kristallisation von TAPS-Molekiilen an der Schiittelkolben-Innenwand bedingt
war und eine Resuspendierung bei der Probennahme erschwerte. Die maximale TriASa-Produktion betrug
etwa 65 mg * L™ (nicht gezeigt).

87



ERGEBNISSE

3.3 Optimierung der TriASa-Produktion

Sphinganin (SA) ist in der Sphingoidbasen-Biosynthese der direkte Vorlaufer von PHS (s.
1.2.1) und liegt in P. ciferrii hauptséachlich als Tri-Acetyl-SA (TriASa) vor, wobei TriASa im P.
ciferrii Wildtyp nur etwa 1 - 5 % der acetylierten Sphingoidbasen ausmacht. Die
Umwandlung von SA in PHS erfolgt durch die PcSyr2-vermittelte Hydroxylierung von SA
am C4-Atom (vgl. Abb. 26). In P. ciferrii konnte bereits gezeigt werden, dass in einem
syr2A Stamm anstelle von PHS erhhte Mengen an SA gebildet wurden (BAE et al., 2004).
Ausgehend von einem fir die LCB- bzw. TAPS-Produktion optimierten Stamm sollte daher
in dieser Arbeit durch Deletion von PcSYR2 die PHS-Synthese unterbunden werden und zu
einer optimierten SA- bzw. TriASa-Produktion flihren.

PcSYR2 wurde zunachst im Stamm CS deletiert und resultierte in einem Stamm (CS.SYR2),
der etwa 48 mgrriasa) * g'l(BTM) produzierte. In der Fermentationsbriihe dieses Stammes
waren keine messbaren Mengen an TAPS detektierbar. Zu erwdhnen ist, dass der Stamm
CS.SYR2 im Vergleich zum Stamm CS rund ein Drittel weniger Biotrockenmasse (BTM)
bildete. Die Deletion von PcLCB4 im Stamm CS.SYR2 fiihrte mit etwa 43 mgrriasa) * g'l(BTM)
wider Erwarten nicht zu einer erhohten TriASa-Produktion (Stamm CS.SYR2.L4). Eine
Analyse der (Cy3)LCB-Ps ergab, dass im Stamm CS.SYR2.L4 mit etwa 40 pmol * mg'l(protein)
ca. 17-mal weniger SA-1P nachweisbar war als im Ausgangsstamm (freundlicherweise
durchgefiihrt von Gerhard Liebisch, Universitdat Regensburg). Die Deletion von PcSYR2
wurde weiterhin im Stamm CS.CSS durchgefiihrt. Der daraus resultierende Stamm
CSS.SYR2 produzierte rund 92 mgrriasa) * g'l(BTM) und bildete im Vergleich zum Stamm CS
nur noch etwa 50 % an BTM. Eine Deletion von PcLCB4 im Stamm CSS.SYR2 brachte auch
hier mit etwa 92 mgrriasa) * g'l(BTM) keine Verbesserung der TriASa-Produktion mit sich
(Stamm CSS.SYR2.L4).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde PcSYR2 in einem in dieser Arbeit konstruierten und fiir
die LCB-Biosynthese optimierten Stamm mit intakten PcLCB4 Gen (CSS.L1.L2.0) deletiert.
Der Stamm CSS.L1.L2.0 wurde ausgehend vom Stamm CS.CSS (s. 3.2.1.1) konstruiert,
indem zunachst der PcLCB1'®" Promotor-Bereich durch das PcENO1°®*** Promotor-

Fragment ersetzt (Stamm CSS.L1) und anschlieRend die PcLCB2**?

Promotor-Region
durch das PcTDH3**! Promotor-Fragment ausgetauscht wurde (Stamm CSS.L1.L2).
Schlieflich wurde PcORM12 im Stamm CSS.L1.L2 deletiert und resultierte im Stamm

88



ERGEBNISSE

CSS.L1.L2.0. Dieser Stamm produzierte etwa 93 mgraps) * g'l(BTM) und bis zu 30 Mgrriasa) *
g'l(BTM). Nach Transformation des Stammes CSS.L1.L2.0 mit dem PcSYR2-Deletions-
Konstrukt konnten drei Transformanten erhalten werden, die alle sehr schlecht in TAPS-
(und TAPS'-) Medium wuchsen bzw. nach 4 Tagen Kultivierung nur etwa eine ODggonm VON
1 - 2 erreichten und dabei maximal 35 mgriasa) * Lt produzierten (Stamme
CSS.L1.L2.0.SYR2 1-3). Der Ausgangsstamm CSS.L1.L2.0 hingegen erreichte in
Fermentationen eine ODgpgnm VON etwa 23.

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass eine erhéhte SA-Produktion (bedingt
durch eine PcSYR2-Deletion) hemmend auf das Wachstum von P. ciferrii wirkt. Weitere
Ansdtze einer rationalen Stammentwicklung in Bezug auf eine optimierte TriASa-

Produktion erschienen daher als kaum realisierbar und wurden nicht weiter verfolgt.

3.4 Optimierung der TriASo-Produktion

Die industrielle Synthese der Sphingoidbase Sphingosin iber fermentative Prozesse mit P.
ciferrii ist aktuell aufgrund einer niedrigen Produktions-Effizienz und hoher
Nebenprodukt-Bildung (TriASa) enorm kosten-intensiv und aufwéandig im Vergleich zur
Synthese von PHS. Sphingosin (SPH) wird daher in vitro bzw. chemisch aus der
Sphingoidbase PHS gewonnen. Ein optimierter biotechnologischer Herstellungs-Prozess
von SPH bzw. Tri-Acetyl-SPH (TriASo) ist von groflem Interesse. Dabei sollte SPH in
moglichst reiner Form (ohne Nebenprodukte) gebildet werden kénnen. Durch metabolic
engineering konnten zwar schon P. ciferrii Stamme konstruiert werden die hohe Mengen
an TriASo produzieren (BOrGeL, 2007; BORGEL et al., nicht publiziert), jedoch existiert
bislang noch kein Stamm, mit dem eine biotechnologische Produktion von SPH (bzw.
TriASo) wirtschaftlich rentabel wére. Ein Ziel dieser Arbeit war daher die Optimierung der

TriASo-Produktion in P. ciferrii.

3.4.1 Konstruktion eines Sphingosin-produzierenden P. ciferrii Stammes

Der P. ciferrii Wildtyp Stamm PCWT ist nicht in der Lage signifikante Mengen an SPH bzw.
TriASo zu produzieren. Das genetische Repertoire fir die Synthese von SPH besitzt P.

ciferrii allerdings und konnte bereits weitestgehend charakterisiert werden (BORGEL, 2007;
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BORGEL et al., nicht publiziert). Es handelt sich dabei um folgende Gene, die fiir die
Synthese von SPH aus SA notig sind: PcLAG1 bzw. PcLAF1 [Ceramidsynthasen (inklusive
PcLIP1)], PcDES1 (Dihydroceramid A4-Desaturase) und PcYXC1 (Ceramidase) (s. 1.3.1). Es
stellte sich jedoch heraus, dass deren Aktivitdten offenbar zu gering fir eine effiziente
TriASo-Produktion waren und dass die kombinierte Uberexpression von oCvLAG1 (fiir P.
ciferrii codon-optimiertes Ceramidsynthase Gen aus dem Coccolithovirus EnV-86), PcDES1
sowie von omCerl (fiir P. ciferrii codon-optimiertes Ceramidase Gen aus Mus musculus)
ein besseres Resultat hinsichtlich einer effektiven TriASo-Produktion lieferte (BORGEL,
2007). Ein Plasmid mit diesen drei Genen (jeweils unter Kontrolle des PcTDH3 Promotors)
lag zu Beginn der Arbeit vor (p-So-22; s. Abb. A 4; freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Evonik Degussa GmbH). Das Plasmid p-So-22 tragt weiterhin das PcURA3 Gen
als Auxotrophie-Marker und zwei Fragmente des PcSYR2 Gens, wodurch nach
Linearisierung mit Xbal (p-So-22x,s) eine pop-in Integration Uber homologe
Rekombination in den PcSYR2 Lokus ermoglicht werden sollte. Um einen TriASo-
produzierenden Stamm in dieser Arbeit zu erzeugen, wurde p-S0-22x,, in den Stamm WT
2.1 (ura34 syr24) transformiert. Dieser Stamm besitzt das PcLIG4 Wildtyp Allel, wodurch
die Integration von p-So-22x,, hochst wahrscheinlich ektopisch stattfinden sollte. Es
wurden 30 uracil-prototrophe Transformanten erhalten und mittels RP-HPLC auf TriASo-
bzw. TriASa-Produktion untersucht. Von den 30 Transformanten produzierten 20
zusatzlich zu TriASa signifikante Mengen an TriASo (nicht gezeigt). Einer der TriASo-
produzierenden Klone (CS-So-125) wurde fiir weitere Arbeiten ausgewdhlt. Um die
Produktion von TriASo rational auf genetischer Ebene zu optimieren, war es erforderlich
in diesem Stamm das PcLIG4 Gen zu deletieren. Die Deletion von PcLIG4 wurde analog
zum Stamm PCWT durchgefiihrt (s. 3.1.1.2 - 3.1.1.4), wobei ein Transformant mit
lig4A::loxP Genotyp erhalten wurde. Dieser Stamm (125A+) produzierte 15,7 (£ 3,3)
Mg (rriaso) g’l(BTM) und 9,4 (% 2,7) mg(rriasa) * g'l(BTM) und diente als Ausgangsstamm fiir die

folgenden proof of principle Experimente.
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3.4.1.1 Optimierung der TriASo-Produktion im Stamm 125A+

Wie bereits erwdahnt wird im Zuge der SPH-Biosynthese dieses ausgehend von SA in drei
Schritten synthetisiert (s. 1.3.1). Die dabei entstehenden Intermediate Dihydroceramid
und Ceramid sind moglicherweise limitierend in der SPH-Biosynthese. Daher wurde im
Folgenden u.a. versucht den Stoffwechsel dieser Sphingolipide zu minimieren, wodurch
der metabolische Fluss hin zu SPH verstarkt werden sollte. Des Weiteren wurde versucht
Gene zu identifizieren, die am Sphingolipid-Metabolismus von P. ciferrii beteiligt sind und
deren jeweilige Deletion oder Uberexpression einen positiven Effekt auf die TriASo-
Produktion haben kénnte. Zunachst wurden genetische Modifikationen zu Testzwecken
im Stamm 125A+ durchgefiihrt, die anschlieRend auf einen Stamm Uibertragen werden

sollten, der einen bereits optimierten LCB-Biosyntheseweg aufweist (s. 3.2.3).

Im Laufe dieser Arbeit stellte sich heraus, dass im Stamm 125A+, neben etwa 150 mgtriaso)
* L und 107 Mg (rriasa) LY signifikante Mengen an Tri-Acetyl-Sphingadienin (TriASd) von
schiatzungsweise 12 mg * L™ nachweisbar waren (BORGEL et al., nicht publiziert). Diese
Nebenprodukt-Bildung ist wahrend industriellen TriASo-Produktionen unerwiinscht. Ein
putatives PcSLD1, was vermutlich fiir die A%-Desaturierung von Ceramid-gebundenem SPH
zu Sphingadienin verantwortlich ist, wurde bereits 2007 identifiziert (BORGEL, 2007). Das
daraus abgeleitete PcSId1 besitzt mit 597 AS 57 % ldentitat (71 % Homologie) zu der
kiirzlich charakterisierten A%-Desaturase aus C. albicans (OurA & KaJIwARA, 2008). Durch
Deletion von PcSLD1 im Stamm 125A+ sollte dessen TriASd-Produktion unterbunden
werden und moglicherweise zu einer erhéhten TriASo-Produktion fiihren. Die Deletion
von PcSLD1 fiihrte jedoch zu keiner signifikanten Verdnderungen der TriASo- und TriASa-
Produktion (Stamm 125A+ +AD8D; nicht gezeigt). In diesem Stamm war allerdings kein
TriASd mehr detektierbar, was klar auf eine PcSLDI-abhangige Sphingolipid A
Desaturase-Aktivitat in P. ciferrii hindeutete. Die Inaktivierung von PcSLD1 ist somit ein
wichtiger Schritt flr eine TriASo-Produktion mit reduzierter Nebenprodukt-Bildung in P.

ciferrii (BORGEL et al., nicht publiziert).
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Ceramide konnen in Hefen am Fettsaurerest a-hydroxyliert werden, eine Reaktion die von
der Sphingolipid Alpha-Hydroxylase Scs7 unter aeroben Bedingungen katalysiert wird
(HAAK et al., 1997; DUNN et al., 1998). Moglicherweise werden a-hydroxylierte Ceramide in
P. ciferrii schlechter von PcDesl und / oder omCerl als Substrat erkannt, wodurch
letztlich weniger SPH zur Synthese von TriASo zur Verfigung stinde, was einer
Limitierung in der TriASo-Produktion gleich kime. Der Effekt einer SCS7-Deletion sollte
diesbezliglich im Stamm 125A+ untersucht werden.

In P. ciferrii konnte das korrespondierende Gen PcSCS7 isoliert werden, dessen
abgeleitete AS-Sequenz mit 378 AS 62 % ldentitdt (76 % Homologie) zu Scs7 aus S.
cerevisiae zeigte. Um den Effekt einer Deletion von PcSCS7 zu untersuchen, wurde dieses
im Stamm 125A+ deletiert und die TriASa- bzw. TriASo-Produktion mittels RP-HPLC
analysiert. Wie in Abb. 22 zu erkennen ist, waren im Stamm 125A+SCS7 keine
signifikanten Verdnderungen der TriASo-Produktion erkennbar. Im Vergleich zum
Ausgangstamm waren jedoch mehr als vierfach verringerte TriASa-Mengen nachweisbar,
womit gezeigt werden konnte, dass durch Deletion von PcSCS7 Das Verhaltnis von TriASo
zu TriASa stark erhoht werden konnte. Welche Rolle PcSCS7 dabei spielt ist unklar.
Allerdings ist der Effekt eines scs7A Genotyps fir einen P. ciferrii Stamm, der in
industriellem Malstab fiir die Produktion von TriASo eingesetzt werden soll, von
enormem Vorteil, da eine Nebenproduktion von TriASa (wie bereits erwahnt)

unerwdiinscht ist.

Von der alkalischen Ceramidase der Maus (hier: omCer1) ist bekannt, dass diese exklusiv
SPH-basierte Ceramide hydrolysiert (Mao et al., 2003). Uber die Substrat-Spezifitat der
Ceramidase von P. ciferrii (PcYxcl) ist nichts bekannt. Moglicherweise hydrolysiert PcYxcl
neben Ceramid auch Dihydroceramid, was fiir eine TriASo-Produktion kontraproduktiv
waére. Die Deletion von PcYXC1 war daher ein Ansatz dieses potentielle Problem zu
umgehen. Interessanterweise konnten zwei identische Allele von PcYXC1 im Genom von
P. ciferrii identifiziert werden. Deren abgeleitete 284 AS lange Sequenz wies 48% ldentitat
(69 % Homologie) zu ScYdcl und 47 % Homologie (65 % Homologie) zu ScYpcl auf.
Zundchst wurde ein PcYXC1 Allel im Stamm 125A+ deletiert und resultierte im Stamm

125A+YXC1. Dieser Stamm zeigte mit etwa 14 mgrriaso) * L und 8 MEg(rriasa) L eine leicht
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verschlechterte Produktion von TriASo und TriASa (Abb. 22). Die Deletion des zweiten
PcYXC1 Allels fihrte mit rund 12 mgrriaso) * LY und 4 Mg (rriasa) © L? zu einem weiteren
Rickgang der TriASo- und TriASa-Produktion (Stamm 125A+YXC1.2). Die Inaktivierung der

PcYXC1 Allele erwies sich somit in Bezug auf die TriASo-Produktion als kontraproduktiv.

Eine Deletion von SCH9 fiihrt in S. cerevisiae zur Akkumulation von Sphingoidbasen (DE
SNIDER et al., 2010). Die Protein-Kinase Sch9 gehort zur AGC-Kinase-Familie und dessen
Aktivitat kann in Abhangigkeit von Sphingoidbasen (in vitro) moduliert werden (Liu et al.,
2005; URBAN et al., 2007). Sch9 selbst ist an verschiedenen zelluldren Prozessen beteiligt,
wie Osmo- und Hitze-Stress, Zell-Alterung, oder nutrient sensing (CRAUWELS et al., 1997;
FABRIZIO et al., 2001; KAeBERLEIN, 2010). Die genauen Funktionen von Sch9 dabei sind
jedoch nicht bekannt. Die Suche nach einem Homolog in P. ciferrii ergab ein putatives Gen
(PcSCHY9) mit einer abgeleiteten Sequenz von 755 AS, welche 56 % Identitdt (70 %
Homologie) zu ScSch9 aufwies. Die Deletion von PcSCH9 wurde im Stamm 125A+
durchgefihrt. Wie in Abb. 22 ersichtlich, fihrte dies zu einem Stamm (125A+SCH9), der
mit etwa 19 mg * g‘l(BTM) eine fast 20 %ige Verbesserung der TriASo-Produktion zeigte.
Gleichzeitig kam es zu einem Anstieg der TriASa-Produktion von 9,4 auf etwa 14 mg * g’
1(BTM). Offenbar ist PcSCH9 am Sphingolipid-Metabolismus von P. ciferrii beteiligt, wobei

eine regulatorische Funktion der putativen Kinase PcSch9 denkbar ware.

P. ciferrii ist wie viele andere Hefen auch (jedoch im Gegensatz zu S. cerevisiae) in der
Lage Glukosyl-Ceramide zu synthetisieren (KAUFMAN et al., 1971). Das korrespondierende
putative Gen (PcGCS1), welches fir eine Glukosyl-Ceramid-Transferase codiert und
wahrscheinlich fiir die Synthese von Glukosyl-Ceramid aus Ceramid verantwortlich ist,
konnte bereits in silico identifiziert werden (BORGEL, 2007). PcGcesl besitzt 52 % Identitat
(66 % Homologie) zur Glukosyl-Ceramid-Transferase aus Pichia pastoris. Die Deletion von
PcGCS1 wurde im Stamm 125A+ durchgefihrt, hatte jedoch keinen erkennbaren Effekt
auf TriASo- und TriASa-Produktion (Stamm 125A+GCS1; nicht gezeigt).

In S. cerevisiae werden Ceramide von der IPC Synthase Aurl zu IPCs umgewandelt. IPCs

sind relativ komplexe Sphingolipide und essentiell fiir S. cerevisiae (CERANTOLA et al.,
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2009). Moglicherweise sind IPCs in P. ciferrii nicht essentiell, weshalb eine Deletion des
korrespondierenden Homologs zu einer hoheren Verfligbarkeit an Ceramiden und somit
zu einer gesteigerten TriASo-Produktion flihren kénnte. Ein putatives 444 AS langes
PcAurl mit 50 % ldentitat (65 % Homologie) zu ScAurl konnte identifiziert werden. Nach
mehrmaliger Transformation des Stammes 125A+ mit dem PcAURI1-Deletions-Konstrukt
konnten keine Transformanten erhalten werden, was darauf hindeutete, dass PcAUR1 fiir

eine essentielle IPC Synthase in P. ciferrii codiert.

Da Dihydroceramid oder (und) Ceramid als Substrat(e) limitierend in der SPH-Biosynthese
von P. ciferrii sein konnte(n), wurde versucht dessen (deren) Synthese tber den salvage
pathway zu erhdhen. In diesem denkbaren Weg werden Ceramide aus komplexeren
Sphingolipiden durch Hydrolyse freigesetzt. In S. cerevisiae wird dieser Schritt von der
mitochondrialen Inositol Phosphosphingolipid Phospholipase C Iscl katalysiert (Sawal et
al., 2000). Sclscl ist dabei in der Lage SPH-haltige Ceramide wie Sphingomyelin (die in S.
cerevisiae nicht vorkommen) als Substrat zu erkennen (Sawal et al., 2000). Ein putatives
homologes Gen zu ISC1 aus S. cerevisiae konnte im Genom von P. ciferrii identifiziert
werden (PcISC1). Das putative Pclscl wies mit 438 AS 58 % Identitat (72 % Homologie) zu
Sclscl auf. Eine in silico Analyse ergab keine vorhersagbare mitochondriale Lokalisation
von Pclscl. Angestrebt wurde zunichst die Uberexpression von Pc/SC1 im Stamm 125A+,
Dazu wurde der endogene PcISC1 %! Promotor-Bereich durch das PcTDH3*%*
Promotor-Fragment ersetzt. Der daraus resultierende Stamm 125A+ISCloe zeigte keine
erkennbaren Veranderungen der TriASo- und TriASa-Produktion (nicht gezeigt). Eine
Quantifizierung der PcISCI mRNA mittels qRT-PCR wurde aus Zeitgrinden nicht
durchgefihrt, weshalb unklar ist, ob es zu einer erhéhten Expression von PcISC1 im
Stamm 125A+ISCloe kam. Des Weiteren ist nicht bekannt, ob im Stamm 125A+ISCloe
(wie erwartet) erhohte Ceramid-Mengen vorlagen. Eine Deletion von PcISCI im Stamm
125A+ hatte ebenfalls keinen Effekt in Bezug auf die TriASo- bzw. TriASa-Produktion
(Stamm 125A+ISC1; nicht gezeigt). Ob es sich bei Pclscl um das funktionelle Homolog zu

Sclscl handelt bleibt somit offen.
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Abb. 22: TriASo- und TriASa-Produktion von in dieser Arbeit konstruierten P. ciferrii Stammen mit
optimierter TriASo-Produktion. Die Probennahme erfolgte wahrend der frihen stationaren
Wachstumsphase der jeweiligen Stdamme. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung des
Mittelwertes (n = 3).

Zusammenfassend konnten drei Gene (PcSLD1, PcSCS7 & PcSCH9) identifiziert werden,
deren jeweilige Deletion einen positiven Effekt auf die TriASo-Produktion hatte. Die
Deletion dieser Gene wurde daher in einen Stamm mit optimiertem LCB- bzw. TriASo-
Biosyntheseweg angestrebt. Dazu wurde ausgehend vom Stamm CSS.L4.0.L1.L2 (s. 3.2.3)
und CSS.L1.L2.0 (s. 3.3) zunadchst PcURA3 deletiert. Die so erhaltenen Uracil-auxotrophen
Stamme CSS.14.0.L1.L2.U und CSS.L1.L2.0.U sollten anschlieBend jeweils mit einer
omCerl-, PcDES1- und oCvLAG1-tragenden Expressionskassette (mit PcURA3-Marker)
transformiert werden, die bei gerichteter Integration PcSYR2 deletieren sollte. Dadurch
sollte aus den optimierten TAPS-Produktionsstimmen Stamme mit optimierter TriASo-
Produktion generiert werden. Zunachst wurde jedoch ein geeignetes Plasmid fiir diesen

Zweck konstruiert.
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3.4.2 Konstruktion eines alternativen Plasmids zur TriASo-Produktion

Das fur diese Arbeit von Evonik Degussa GmbH bereitgestellte Plasmid p-So-22 tragt die
Gene oCvLAG1, omCerl und PcDES1, jeweils unter Kontrolle des PcTDH3-Promotors und
des PcENOI1-Terminators (vgl. Abb. A 4). Die repetitiven Promotor- und Terminator-
Elemente sind dabei als direkte Wiederholungen (direct repeats) angeordnet. Dadurch ist
eine genomische Instabilitdt des integrierten Plasmids denkbar, da durch homologe
Rekombination der repetitiven DNA-Elemente untereinander, dies zum Verlust der
Sequenz (bzw. eines oder mehrerer Gene) zwischen jenen DNA-Elementen fiihren wiirde.
Aus diesem Grund wurde angestrebt ein Plasmid zu konstruieren bei dem ein Verlust der
drei oben genannten Gene (iber homologe Rekombination) nicht moglich sein sollte. Ein
weiterer moglicher Nachteil des Plasmids p-So-22y,, besteht darin, dass es sich um ein
pop-in Konstrukt handelt. Uber pop-in integrierte Konstrukte gelten als genomisch
instabil, da ohne Selektion auf das integrierte Plasmid ein pop-out und somit ein Verlust
des Plasmids durch homologe Rekombination denkbar ist. Des weiteren kann es nach
Transformationen mit pop-in Plasmiden zu genomischen tandem repeats des integrierten
Plasmids kommen, die ebenfalls als instabil anzusehen sind (ROTHSTEIN, 1991). Daher sollte
die Expressionskassette so konstruiert werden, dass eine Integration Uber ein doppeltes
cross over erfolgen sollte, wodurch im Genom hoéchst wahrscheinlich eine Kopie der
Expressionskassette vorlage. Dessen genomische Stabilitdt sollte nach Transformation in
den Stamm CS.U (ligdA ura3A::opt.natl) analysiert werden. Da die kombinierte
Uberexpression der Gene omCerl, PcDES1 und oCvLAG1 Voraussetzung fiir eine effiziente
TriASo-Produktion in P. ciferrii ist (BORGEL, 2007), sollte diese als Indikator fiir die
genomische Stabilitdt der Expressionskassette fungieren. So war angedacht die TriASo-
(und TriASa-) Produktion von erhaltenen Transformanten wahrend einer 60 tagigen
Dauerkulturfiihrung zu analysieren.

Fiir die Konstruktion des Expressionskassetten-tragenden Plasmids wurden die Gene
omCerl, PcDES1 und oCvLAG1 ausgehend vom Plasmid p-So-22, sowie die Promotor- und
Terminator-Fragmente aus genomischer DNA mittels PCR amplifiziert. Uber in vivo
Rekombination wurden die Gene dabei unter Kontrolle der in Abb. 23 dargestellten
Promotor- und Terminator-Fragmente in den mit Sacl und NgoMIV linearisierten Vektor

p426HXT7-6HIS kloniert. Die PcTDH3 Promotor- und PcENO1 Terminator- Fragmente
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wurden dabei in gegenlaufiger Orientierung angeordnet, wodurch es bei einer homologen
Rekombination (nach genomischer Integration) zu einer Inversion und nicht zum Verlust
von DNA kdme. Zusatzlich wurden an die Enden der Expressionskassette jeweils etwa 500
bps des PcSYR2 Promotor- bzw. Terminator-Bereichs angefligt, was die gewiinschte
Integration der Expressionskassette in den PcSYR2 Lokus (lber ein doppeltes cross over)
ermoglichen sollte. Analog zu dem so konstruierten Plasmid pCS.426.50.V wurde als
Kontrolle fiir den Stabilitdtstest ein Plasmid Gber in vivo Rekombination konstruiert (p-So-
22.11; s. Abb. 23), welches die Expressionskassette von p-So-22 tragt. Im Gegensatz zu der
von p-So-22 wurde die Expressionskassette in p-So-22.Il von etwa 500 bps des PcSYR2
Promotor- bzw. Terminator-Bereichs flankiert und sollte daher ebenfalls nach
Transformation durch doppeltes cross over integrieren, PcSYR2 deletieren und als
einfache Kopie im Genom vorliegen.

Die so konstruierten Plasmide pCS.426.S0.V und p-So-22.1l wurden jeweils nach
Linearisierung mit Xbal in den in dieser Arbeit generierten P. ciferrii Stamm CS.U
transformiert. Ausgehend von pCS.426.50.Vx,a wurden zwei Transformanten (CS.So.V.1
und CS.So0.V.2) mit korrekt integrierter Expressionskassette (und daher deletiertem
PcSYR2 Gen) erhalten. Nach Transformation des Stammes CS.U mit p-So0-22.1ly,, wurden
ebenfalls zwei positive Transformanten erhalten (CS.So.ll.1 und CS.So.11.2). Mit diesen vier
Transformanten wurden die Stabilitatstests bzw. Dauerkulturfihrungen in TAPS-Medium
Uber einen Zeitraum von 60 Tagen durchgefiihrt. Dabei wurden die Stamme sequentiell
(alle zwei bzw. drei Tage) in frisches Medium Gberfiihrt (bzw. etwa 1 : 10.000 verdiinnt).
Parallel wurden Proben fiir BTM- (bzw. ODggonm-) Bestimmungen und RP-HPLC-Analysen
genommen. Die Ergebnisse der Dauerkulturfiihrungen sind in Abb. 24 dargestellt. In
Bezug auf die TriASo-Produktion verhielten sich alle Stamme in etwa gleich und zeigten
weder Verbesserungen noch Verschlechterungen im getesteten Zeitraum. Je nach
Wachstumsphase produzierten die Stamme zwischen ca. 10 (spates exponentielles
Wachstum) und ca. 30 (frihe stationdre Phase) mgrriaso) * g’l(BTM). Es konnten demnach
keine Ruckschlisse auf unterschiedliche genomische Stabilitdten der Expressions-
kassetten gezogen werden. Alle vier Stamme schienen die Gene omCerl, PcDES1 und

oCvLAG1 stabil zu exprimieren.
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In Bezug auf die TriASa-Produktion ldsst sich erkennen, dass diese sich in den Stammen
CS.So.1l.1 und CS.So.ll.2 (tragen jeweils die p-So-22.11 Expressionskassette) kontinuierlich
von iber 20 auf unter 10 mg * g™ grv) verschlechterte, wodurch sich das Verhéltnis von
TriASo zu TriASa allmahlich verbesserte und nach ca. 40 Tagen mehr TriASo als TriASa
produziert wurde. Die Stamme mit den Expressionskassetten des Plasmids pCS.426.50.V
hingegen (CS.S0.V.1 und CS.S0.V.2) wiesen von Beginn an niedrigere TriASa- als TriASo-
Werte auf, die im Stamm CS.S0.V.1 nie héher als 4 mgrriasa) * g'l(BTM) waren und im Stamm
CS.S0.V.2 von Anfangs rund 15 mgriasa) * g'l(BTM) innerhalb der ersten 20 Tage auf knapp
unter 10 mgrriasa) * g’l(BTM) abfielen.

Wie bereits erwahnt lassen sich keine Riickschliisse in Bezug auf Unterschiede in der
genomischen Stabilitat der jeweiligen Expressionskassetten ziehen. Die Ergebnisse zeigen
allerdings, dass die Verwendung von pCS.426.50.Vy, gegenliber p-So-22.llx,, von Vorteil
ist, da damit Stamme konstruiert werden konnten (CS.So.V.1 und CS.S0.V.2), die bessere
TriASo : TriASa Verhadltnisse aufwiesen. Fir die Konstruktion eines optimierten TriASo-
Produzenten wurde daher im Folgenden fir Transformationen pCS.426.50.Vxya

verwendet.

Xbal Xbal

ﬁ T-PENOI x—%
OR o
/ P-PCSYR2 ORI p_pesyrz
P-PCURA3
omCek

PcURA3 T-PeRSBI
Xbal __ 2u P-PcTDH3 ) \
Xbal 2 T-PcENO1

T-PcENO1 O
pCS.426.50.V 1
oCvLAG1

(12315 bps)

p-So-22.11
(12945 bps)

PcDES1

P-PcTDH3

P-PcTDH3
P-PcENO1

T-PcSYRZ PcDES1
S

T-PcENO1 P-PcTDH3

PcURA3

T-PcENO1 T-PcDES1

Abb. 23: Vergleich der Plasmide p-So-22.lI und pCS.426.50.V. Durch die Wahl und Orientierung der
Promotor- (PcTDH.S’"‘uO'1 / PcENOl"Ss‘H) und Terminator-Fragmente (PcDES1 / PcENO1) sollte ein moglicher
Verlust der Gene omCerl, PcDES1 und / oder oCvLAG1 (liber homologe Rekombination) verhindert werden.
Ausgangsvektor fir beide Plasmide war p426HXT7-6HIS. T-: Terminator; P-: Promotor.
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Abb. 24: Dauerkulturfiihrungen von Stdammen mit integriertem p-So-22.llx,, (Stdmme CS.So.ll.1 &
CS.S0.11.2) bzw. pCS.426.50.Vyy, (Stdmme CS.S0.V.1 & CS.S0.V.2) in TAPS-Medium. Gezeigt sind die TriASo-
(™) und TriASa- (®) Produktionen sowie die ODggonm (0)-

3.4.2.1 Transformation eines fiir die LCB-Biosynthese optimierten Stammes mit

PCS.426.50.Vxpa

Um aus einem in dieser Arbeit konstruierten Stamm mit optimierter LCB-Biosynthese
einen fir industrielle Einsdatze kompatiblen Stamm fir die Produktion von TriASo zu
erzeugen, sollten die TAPS-Produktions-Stamme CSS.L4.0.L1.L2.U und CSS.L1.L2.0.U (s.
3.4.1.1) nach Transformation mit pCS.426.50.Vy,ss hohe Mengen an TriASo (und
vermutlich auch TriASa) produzieren. Ferner sollte die Deletion der Gene PcSLD1, PcSCS7
und PcSCH9 anschliefend zu einer weiteren Verbesserung der TriASo-Produktion
beitragen.

Die Stamme CSS.L1.L2.0.U und CSS.L4.0.L2.L1.U wurden jeweils mit bis zu 200 g an
pPCS.426.50.Vypq transformiert, was allerdings nach mehreren Versuchen nicht zum Erhalt

von Transformanten auf SCD Ura” Medium fiihrte. Dies ldsst vermuten, dass stark erhohte
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Sphingosin- oder TriASo-Mengen (wie vermutlich auch Sphinganin / TriASa) toxisch fur P.

ciferrii sind und eine Optimierung der TriASo-Produktion somit enorm erschwert wird.

3.4.3 Suche nach Wachstumsvorteilen eines TriASo-Produzenten mittels Phenotype

MicroArray™ Analyse

Bei einem Phenotype MicroArray™ der Firma Biolog wird der Metabolismus von zwei
ausgewahlten Stammen unter bestimmten Wachstumsbedingungen verglichen (BOCHNER,
2009). Biolog bietet hierzu Vergleiche mit Uber 2000 Wachstumsbedingungen an.
Darunter sind etwa 800 Tests mit diversen C-, N-, S- oder P-Quellen als variablen
Medienbestandteilen. Etwa 100 Tests variieren in diversen osmotisch aktiven Substanzen.
Weitere 100 Tests werden bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt und etwa 1000
Tests beinhalten die Supplementierung mit chemischen Substanzen, die in verschiedene
biologische Stoffwechselwege intervenieren. Alle Tests werden dabei zweimal
unabhangig voneinander durchgefiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein P. ciferrii Stamm, der in der Lage ist signifikante
Mengen an TriASo zu bilden (aufgrund der Uberexpression der Gene omCer1, PcDES1 und
oCvLAG1), mit einem Stamm verglichen werden, der dazu nicht in der Lage ist bzw.
signifikante Mengen an TriASa produziert. Falls eine Substanz oder Bedingung den
Metabolismus des TriASo-Produzenten stimuliert, kann man auf einen damit
einhergehenden Wachstumsvorteil riickschlieBen, der durch die Produktion signifikanter
Mengen TriASo begriindbar wéare. Der Wachstumsvorteil des TriASo-Produzenten sollte
anschlielend genutzt werden, um durch evolutionary engineering dessen TriASo-
Produktion weiter zu optimieren. Die TriASo-Produktivitat wéare in diesem Szenario
limitierend flir das Wachstum. Beim evolutionary engineering wirde durch
Dauerkulturfihrung unter Wachstums-limitierenden Bedingungen auf Mutationen
selektiert, die diese Limitierung aufheben oder umgehen bzw. eine TriASo-Produktion
begiinstigen.

Fir die Phenotype MicroArray™ Analyse wurden die Stamme WT 2.1 und CS-So-125
verwendet. Der Stamm CS-So-125 unterschied sich vom Stamm WT 2.1 durch Tragen des
ektopisch integrierten Plasmids p-So-22 (s. Abb. A 4). Da der Integrationsort des

Plasmides im Stamm CS-So-125 nicht bekannt war, kénnte ein ermittelter Phanotyp durch
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die Folgen der Integration im Genom und nicht durch die Expression der auf dem Plasmid
befindlichen Gene begriindet sein. Zudem war der Stamm WT 2.1 im Gegensatz zum
Stamm CS-So-125 Uracil-auxotroph, wodurch ebenfalls falsch-positive Phéanotypen
erkannt werden konnten. Im Folgenden wurde daher der Stamm WT 2.1 mit dem PcURA3
Gen (inkl. 461 bps Promotor- und 437 bps Terminator-Sequenz) transformiert und so ein
Uracil-prototropher Stamm (WT 2.1.U) konstruiert. Da es als dulRerst unwahrscheinlich zu
erachten ist, dass der Integrationsort des transformierten PcURA3 Konstrukts im Stamm
WT 2.1.U dem des Plasmids p-So-22 im Stamm CS-So-125 entsprach, war der Stamm WT
2.1.U eine geeignete Kontrolle fiir Reproduktionsexperimente unter Wachstums-
bedingungen mit mutmaRlichem Wachstumsphanotyp.

Insgesamt wurden vier Substanzen mit reproduzierbarem Phanotyp von Biolog ermittelt:
N-Acetyl-L-Cystein (100 uM), Guanidin-Hydrochlorid (2 mg * ml™), Kalium-lodid (15 mg *
ml™?) und Magnesium-Chlorid (30 und 50 mg * ml™). Mit jeweils diesen vier Substanzen
wurden Wachstumstests in synthetischem Minimalmedium mit 2 % Glukose und 1 mM
Uracil (SMD Ura®*) mit den Stimmen WT 2.1, CS-So-125 und WT 2.1.U durchgefiihrt. Die
verwendete Medienkomposition von Biolog ist geheim, jedoch sei SMD Ura*-Medium fiir
Reproduktionsanalysen geeignet (personliche Mitteilung, Michael Ziman, Biolog, Inc.). In
Bezug auf N-Acetyl-L-Cystein konnte ein starker Wachstumsvorteil vom Stamm CS-So-125
gegeniber WT 2.1 festgestellt werden. Es stellte sich jedoch heraus, dass dieser Phanotyp
wahrscheinlich durch die Uracil-Prototrophie des Stammes CS-So-125 bedingt war, da
gegeniber dem Stamm WT 2.1.U dieser Wachstumsvorteil nicht zu erkennen war (nicht
gezeigt). Mit den restlichen drei Substanzen konnten keine signifikanten Veranderungen
des Wachstumsverhaltens unter den drei Stammen festgestellt werden (nicht gezeigt). Es
konnten somit keine Wachstumsbedingungen fiir ein evolutionary engineering gefunden

werden.
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3.5 Suche nach putativen Transportern von acetylierten LCBs in P. ciferrii

Uber die Art des Exports der acetylierten Sphingoidbasen ist bislang nichts bekannt.
Bekannt ist jedoch, dass die Sphingoidbasen vor der Sekretion ins extrazelluldre Medium
N- und O-acetyliert werden (BARENHOLzZ & GATT, 1969), was wahrscheinlich eine
Voraussetzung fiir die Sekretion ist. Vermutlich wird der Export der acetylierten
Sphingoidbasen lGiber membranstandige Transportproteine vermittelt. In S. cerevisiae gibt
es funf Lipid-Translokator- bzw. -Export-Proteine, die zur Rtal-Superfamilie gehoren
(MANENTE & GHISLAIN, 2009). Zu dieser Superfamilie gehort beispielsweise auch Rsb1l, ein
Membranprotein, dass am Export von Sphingoidbasen beteiligt ist (KIHARA & IGARASHI,
2002). In P. ciferrii konnten in dieser Arbeit flinf Rtal-dhnliche putative Proteine in silico
identifiziert werden (s. Tab. 3), deren korrespondierende Gene jeweils im Stamm 125A+
deletiert wurden. Fir PcRTA2 konnte kein Deletions-Konstrukt erstellt werden.
Stattdessen wurde PcRTAZ2 disruptiert. Da PcRTA4 und PcRTA44 auf Genom-Ebene direkt
nebeneinander liegen, wurden beide auf einmal deletiert. Von PcRTM1 existieren zwei
Allele im Genom von P. ciferrii, die beide nacheinander deletiert wurden. Falls nun eines
dieser Gene am Export von acetylierten Sphingoidbasen beteiligt sein sollte, waren im
korrespondierenden Deletions- (Disruptions-) Stamm erwartungsgemalR keine bzw.
reduzierte Mengen an TriASo- und / oder TriASa im Uberstand der Fermentationsbriihe
detektierbar. Alle Deletions-Stamme, sowie der PcCRTA2-Disruptions-Stamm, zeigten mit
etwa 3 - 4 mgriaso) * mg'l(BTM) und ca. 3 Mgriasa) * mg’l(BTM) im Uberstand keine
signifikanten Veranderungen zum Ausgangsstamm 125A+ (s. Abb. A 5). In Bezug auf die
Gesamt-TriASo- und -TriASa-Mengen waren ebenfalls keine signifikanten Unterschiede
erkennbar.

Sofern der Export von TriASo bzw. TriASa lber nur einen membranstandigen Transporter
erfolgt, lasst sich anhand der Ergebnisse riickschlieBen, dass keines der hier identifizierten
putativen Gene am Export von TriASo und TriASa beteiligt ist. Somit bleibt weiterhin offen

wie acetylierte LCBs von P. ciferrii ins extrazelluldre Medium gelangen.
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P. ciferrii TMHs S. cerevisiae [ Identitit / Homologie / AS
PcRtal 7 Rtm1/34% /53 % /345
PcRta2 5 Pugl/35% /58 % /257
PcRtad 6 Rsbl/44 % /63 % [ 445
PcRtad4 7 Rsb1/40% /57 % / 480
PcRtm1 7 Rtm1/34%/50% /293

Tab. 3: Putative Sphingolipid-Transporter in P. ciferrii, sowie deren nachsten homologen Proteine aus S.
cerevisiae. AS: Aminosduren; TMHs: Anzahl der putativen Transmembran-Helices der Proteine aus P. ciferrii.

3.6 Suche nach potentiellen LCB-Acetyl-Transferase-Genen

Wie bereits erwdhnt besitzt P. ciferrii die einzigartige Eigenschaft LCBs an der
Aminogruppe und den Hydroxylgruppen zu acetylieren. Die Acetyl-CoA-abhdngige
Acetylierung der Sphingoidbasen konnte erstmals 1969 anhand von Mikrosomen-
Praparationen von P. ciferrii demonstriert werden (BARENHOLzZ & GATT, 1969). Die
korrespondierende(n) LCB- Acetyl-Transferase(n) konnte(n) bislang jedoch nicht
identifiziert werden, was ein Ziel der vorliegenden Arbeit war. Zu diesem Zweck wurde, in
Zusammenarbeit mit Karina Brinkrolf (CeBiTec, Universitat Bielefeld), das Genom von P.
ciferrii nach putativen Acetyl-Transferase-Genen unter Beriicksichtigung der automatisch
annotierten EC-Nummern 2.3.x.x (£ Acyl-Transferasen) durchsucht. Verwendet wurde
dazu das Genom-Annotations-System GenDB v2.4 (MEYER et al., 2003). Insgesamt konnten
79 Kandidaten mit putativer Acetyl- bzw. Acyl-Transferase-Aktivitdt bestimmt werden
(nicht gezeigt). Da zu Beginn der Arbeit davon ausgegangen wurde, dass es sich bei der
bzw. den gesuchten Transferasen vermutlich um im ER lokalisierte und membranstandige
Proteine handelt, wurde die Auswahl auf Kandidaten mit mindestens einer
vorhergesagten Transmembran-Domane eingeschrankt. So wurden 20 putative Acetyl-
Transferasen mit wenigstens einer Transmembran-Domane identifiziert und fur die
weiteren Arbeiten herangezogen (s. Tab. A 7). Um zu uUberprifen, ob die
korrespondierenden Gene fiir LCB-Acetyl-Transferasen codieren, sollten diese im Stamm

CS disruptiert bzw. deletiert und anschliefend die Produktion acetylierter LCBs via RP-
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HPLC Uberpruft werden. Auf die Konstruktion der Gen-Disruptions- und -
Deletionskassetten sei hier verwiesen an 2.7.3.

Insgesamt konnten jeweils 18 der 20 Kandidaten-Gene im Stamm CS inaktiviert werden.
Bei Pc_5428 stellte sich heraus, dass zwei genomische Allele vorhanden waren, die beide
deletiert wurden. Alle 18 Disruptions- bzw. - Deletions-Mutanten produzierten nach wie
vor TAPS (die Kultivierung erfolgte in TAPS-Medium mit 50 pg * ml™ clonNAT; nicht
gezeigt). Fir Pc_3959 konnte keine Deletionskassette und kein Disruptions-Plasmid
konstruiert werden und der Versuch Pc_3915 zu deletieren scheiterte am Erhalt von
Tranformanten (auf YEPD-Medium). Die Deletion des zu Pc_3915 homologen Gens in S.
cerevisiae (GWT1: Inositol-Acyl-Transferase) wird als letal beschrieben (UMEMURA et al.,
2003), weshalb anzunehmen ist, dass die Deletion von Pc_3915 in P. ciferrii ebenfalls letal

ist.

3.6.1 Identifizierung zweier putativer LCB-Acetyl-Transferasen

Wahrend dieser Arbeit wurde von EvoNnik Degussa GmbH eine vergleichende Proteom-
Analyse zwischen zwei P. ciferrii Stdammen in Auftrag gegeben. Diese beiden Stamme
unterschieden sich dahingehend, dass der eine Stamm (aufgrund
unbekannter Mutationen) keine acetylierten Sphingoidbasen bzw. kein TAPS produzierte,
wohingegen der Referenzstamm (PCWT) dazu in der Lage war. In der Analyse stellte sich
heraus, dass in dem , Nicht-Produzenten” zwei der 79 in silico identifizierten putativen
LCB-Acetyl-Transferasen (s. 3.6; Pc 6217 und Pc_8053) auf Protein-Ebene nicht
nachweisbar waren. Diese Gene waren somit ebenfalls vielversprechende Kandidaten fir
die gesuchten LCB-Acetyl-Transferasen in P. ciferrii und sollten im Stamm CS deletiert
werden. Die abgeleitete Aminosaure-Sequenz von Pc_6217 besitzt 29 % ldentitat (49 %
Homologie) zu Slil aus S. cerevisiae, einer wahrscheinlich im ER befindlichen N-Acetyl-
Transferase, die das Sphingoidbasen-Analog Myriocin (Abb. A 6) N-acetylieren kann.
Myriocin ist ein potenter Inhibitor der SPT, dessen inhibierende Wirkung durch Slil1 (bzw.
N-Acetylierung) stark verringert wird (Momol et al., 2004). Die abgeleitete Aminosaure-
Sequenz von Pc 8053 besitzt 26 % Identitdt (48 % Homologie) zur vermutlich im ER
lokalisierten Alkohol-Acetyl-Transferase Atf2 aus S. cerevisiae. Atf2 weist ein grofles

Substrat-Spektrum auf und acetyliert Alkohole (wie Ethanol, Isoamylalkohol, Propanoal,
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Isobutanol, etc.) und den Steroidhormon-Vorldufer Pregnenolon (VERSTREPEN et al., 2003;
TIWARI et al.,, 2007). Beide putativen Enzyme schienen daher vielversprechende
Kandidaten fir die gesuchten LCB-Acetyl-Transferasen in P. ciferrii zu sein.

Die Deletion von Pc_6217 (PcATF2) resultierte in einem Stamm (CS.atf2), bei dem kein
TAPS in den Fermentationsproben mittels RP-HPLC detektierbar war. Stattdessen war
eine hydrophobere Substanz bei ca. 3,94 min Retentionszeit messbar [Abb. A 7 a)]. Eine
nahere Analyse mittels LC-MS/MS ergab, dass es sich dabei hochst wahrscheinlich um
dreifach acetyliertes PHS (TriAPS) mit acetylierter Aminogruppe und demnach einer freien
Hydroxylgruppe handelte (persdnliche Mitteilung Frank ter Veld, Ruhr-Universitat
Bochum). Analog zu PcATF2 wurde Pc_8053 (PcSLI1) im Stamm CS deletiert und der
daraus resultierende Stamm CS.sli1 auf die Produktion von acetylierten Sphingoidbasen
hin untersucht. Wie in Abb. A 7 b) zu erkennen ist produzierte dieser Stamm weder TAPS
noch andere messbare Acetyl-Derivate von PHS, wie es sich auch in einer LC-MS/MS-
Analyse zeigte.

Fiir eine nahere Charakterisierung von PcATF2 und PcSLI1 wurde die heterologe
Uberexpression von beiden Genen in S. cerevisiae angestrebt. Zu diesem Zweck wurde
PcATF2 und PcSLI1 jeweils in den 2u-Vektor p426HXT7-6HIS kloniert. Die daraus
resultierenden Vektoren pCS.426.ATF2 und pCS.426.SLI1 trugen PcATF2 bzw. PcSLI1 unter

Kontrolle des verkiirzten HXT73%1

Promotor-Fragments und des CYCI-Terminators und
sollten daher in S. cerevisiae konstitutiv Gberexprimiert werden. Nach Transformation des
S. cerevisiae Stammes K26 mit dem Plasmid pCS.426.ATF2 bzw. pCS.426.SLI1 wurden
Fermentationen von jeweils zwei Transformanten in TAPS-Medium durchgefiihrt. Die
anschliefende Analyse mittels RP-HPLC ergab allerdings keine nachweisbaren Mengen an
acetylierten Sphingoidbasen bei allen vier Transformanten. Per LC-MS/MS-Analyse
konnten jedoch bei den pCS.426.SLI1-tragenden Transformanten etwa 1,5 mgrriaps) * Lt
nachgewiesen werden, wohingegen die pCS.426.ATF2-tragenden Transformanten, sowie
der Kontrollstamm (K26 transformiert mit p426HXT7-6HIS) keine signifikanten Mengen an
acetylierten Sphingoidbasen produzierten (nicht gezeigt).

Vermutlich handelt es sich bei PcSlil um eine LCB-Acetyl-Transferase, die PHS zu TriAPS

acetylieren kann. Die Rolle von PcAtf2 bleibt unklar. Mdéglicherweise acetyliert PcAtf2

TriAPS zu TAPS.
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Um das Substratspektrum der beiden putativen Acetyl-Transferasen naher zu
untersuchen, wurden die Gene PcATF2 und PcSLI1 jeweils im Stamm 125A+ deletiert. Zur
Erinnerung: der Stamm 125A+ synthetisiert kein PHS (TAPS) mehr und produziert
signifikante Mengen an TriASo und TriASa. Sowohl die Deletion von PcATF2 (Stamm
125A+atf2) als auch von PcSLI1 (Stamm 125A+sli1) fuhrte dazu, dass keine detektierbaren
Mengen an TriASa in den jeweiligen Fermentationsbrithen mittel RP-HPLC nachweisbar
waren (s. Abb. 25). Weiterhin produzierten beide Stimme mit etwa 5 mg * mg-l(BTM) stark
reduzierte Mengen an TriASo. Dabei ist zu erwdhnen, dass diese lediglich in der spaten
exponentiellen  Wachstumsphase beider Stdmme  nachweisbar waren. In
Fermentationsproben der friihen stationdren Wachstumsphase war bei 125A+atf2 und
125A+sli1 TriASo kaum detektierbar (nicht gezeigt).

Die Ergebnisse zeigen, dass wahrscheinlich beide Enzyme, PcSlil und PcAtf2, flr die
Synthese von TriASa aus SA benotigt werden, wobei deren genaue Rolle dabei unbekannt
bleibt. In Bezug auf die Acetylierung von SPH ist eine liberlappende Substratspezifitdt von
beiden Acetyl-Transferasen denkbar, so dass sowohl PcAtf2 als auch PcSlil in der Lage ist
SPH zu TriASo zu acetylieren. Weshalb es zu einer Abnahme an TriASo in der friihen

stationdaren Wachstumsphase kam ist unklar.
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Abb. 25: Analyse von Fermentatiosnproben der Stamme 125A+, 125A+atf2 und 125A+sli1 mittels RP-HPLC.
Von den Stammen 125A+atf2 und 125A+sli1 sind nur die Analysen von Fermentationsproben der spdten
exponentiellen Phase gezeigt. Die Stimme 125A+atf2 und 125A+sli1 produzierten aufgrund der Deletion
von PcATF2 bzw. PcSLI1 keine messbaren Mengen an TriASa und reduzierte Mengen an TriASo.
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung des Mittelwertes (n = 3).
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4. DISKUSSION

4.1 Optimierung der genetischen Handhabbarkeit von P. ciferrii

In dieser Arbeit konnte durch Anwenden einer einfach durchzufiihrenden
Transformations-Methode (SCHORSCH et al., 2009) eine Transformationseffizienz von rund
300 - 350 Transformanden * ug'l(DNA) * kb in P. ciferrii erzielt werden (der Begriff
Tranformation bezeichnet in diesem Zusammenhang das Ereignis der Aufnahme von DNA
sowie die anschlieBende stabile genomische Integration). Zwar wurde in der Arbeit von
(BAE et al., 2003) eine Effizienz von etwa 1350 Transformanden * ug'l(DNA) beschrieben,
jedoch lief sich das (nach diesem Protokoll) in der vorliegenden Arbeit nicht anndhernd
erreichen. So ergab die hier etablierte Transformations-Methode eine um den Faktor 15 -
18 hohere Effizienz (nicht gezeigt). Zu erwahnen ist, dass bei Transformationen mit dem
opt.cre Expressions-Plasmid pCS.opt.Cre (wurde im Zuge der Entfernung von clonNAT-
Markerkassetten verwendet), dieses wahrscheinlich von mindestens einer aus 200 Zellen
aufgenommen wurde, was sich anhand der relativen Haufigkeit an markerfreien
Transformanten schlussfolgern lasst (s. 3.1.1.3). Daher lasst sich annehmen, dass die hier
angewandte Transformationsmethode (in Bezug auf die Aufnahme von DNA) hoch-
effizient war und lediglich das Ereignis einer stabilen Integration als sehr

unwahrscheinlich in P. ciferrii anzusehen ist.

Durch Inaktivierung des PclLIG4 Gens erhohte sich die Genzerstorungseffizienz im P.
ciferrii Stamm CS von 1 % auf 87 % (s. 3.1.1.5). Es kam demnach zu keiner vollstdndig
gerichteten DNA-Integration (iber HR mit dem verwendeten PcURA3-Deletionskonstrukt.
In Neurospora crassa z.B. fihrte die Inaktivierung der DNA Ligase IV zu einer
Genzerstorungseffizienz von 100 % (IsHIBASHI et al., 2006). Das Ergebnis des
Transformationsversuches mit dem linearisierten Plasmid pCS.p-nat1AISp,,, legt allerdings
nahe, dass der NHEJ-Reparaturweg im Stamm CS komplett blockiert war (s. 3.1.1.5).
Moglicherweise kam es bei den falsch-positiven 13 % der Transformanden zu einer NHEJ-

unabhdngigen Integration, die vermutlich sequenz-abhdngig waren. Es ist dann
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anzunehmen, dass diese durch Mechanismen wie microhomology-mediated end joining
(MMEJ) oder single-strand annealing (SSA) vermittelt wurden. Beim MMEJ reichen
wenige Basenpaare an Homologie fiir eine Integration aus, die wahrscheinlich unabhangig
von der DNA Ligase IV stattfindet (ScHIESTL et al., 1993; KRAMER et al., 1994; BOULTON &
JACKSON, 1996b; MA et al., 2003; LIANG et al., 2008). SSA ist ebenfalls sequenzabhingig und
beschrankt sich auf DNA-Doppelstrangbriiche, die zwischen sog. direct repeats auftreten
[Review: (SYMINGTON, 2002)]. Die Tatsache, dass die PcURA3-Deletionskonstrukte in den
falsch-positiven Transformanden per PCR nicht nachweisbar waren, legt die Vermutung
nahe, dass die Enden der Konstrukte vor (oder wahrend) der Integration durch
Exonukleasen abgebaut wurden und somit kein Nachweis per PCR moglich war. Die
Integrationsorte im Genom wirden sich theoretisch mittels genome walking
identifizieren lassen, was allerdings nicht Gegenstand dieser Arbeit war.

In S. cerevisiae wurde nach Inaktivierung des LIG4 Gens eine gesteigerte HR-Frequenz
beobachtet (ZHANG et al., 2007). In der vorliegenden Arbeit wies der P. ciferrii lig4A
Stamm CS eine Transformations-Effizienz auf, die etwa 100fach niedriger war als die des
Wildtyps. Dies wurde in dhnlichem AusmalR z.B. auch in einem NHEJ-defizienten N. crassa
Stamm beobachtet (IsHIBASHI et al.,, 2006). Die NHEJ-Inaktivierung flhrte demnach
vermutlich nicht zu einer Erhéhung der HR-Effizienz, was implizieren wiirde, dass beide
DSB-Reparaturwege (NHEJ und HR) in P. ciferrii co-existieren ohne miteinander zu

konkurrieren.

Durch die Transformation mit dem linearisierten Disruptions-Plasmid pCS.ALIG4 konnte
im Stamm PCWT eine Genzerstorungseffizienz von 4 - 5 % festgestellt werden,
wohingegen mit dem PcURA3-Deletionskonstukt nur eine von 1 % erreicht wurde. Der
Unterschied in der Genzerstorungs-Effizienz ist wahrscheinlich durch die Art der
verwendeten Konstrukte (ends-in vs. ends-out) bzw. durch die Orientierung der
homologen Sequenzen wahrend der Integration bzw. Rekombination bedingt. So
resultiert eine Integration von ends-in Disruptions-Plasmiden (pCS.ALIG4) in einer
einfachen cross-over Integration, die gegeniiber einer doppelten cross-over Integration
mit ends-out Konstrukten (PcURA3-Deletionskonstrukt) als effizienter beschrieben wird

(HAsTINGS et al., 1993).
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In anderen Hefen wurde durch Inaktivierung der Ku-Homologen (Ku70 / Ku80) der NHEJ-
Reparaturweg blockiert und resultierte ebenfalls in einer gesteigerten Genzerstorungs-
Effizienz (KooISTRA et al., 2004; NINOMIYA et al., 2004; UeNO et al., 2007; MAASSEN et al.,
2008). Mittels degenerierter Primer war es zu Beginn dieser Arbeit nicht moglich die
homologen Gene aus P. ciferrii zu isolieren. Im spateren Verlauf der Arbeit lieRen sich
jedoch in silico zwei putative Ku-Gene identifizieren (nicht gezeigt). Ku-Proteine sind
neben dem NHEJ-Reparaturweg an der Telomer-Langen-Homoostase beteiligt (BouLTON &
JACKSON, 1996a; STELLWAGEN et al., 2003), wohingegen von der DNA Ligase IV keine
pleiotropen Funktionen bekannt sind (DALEY et al., 2005). Die Wahl der PcliG4-
Inaktivierung erschien daher ohnehin als vorteilhafter. Da wahrend dieser Arbeit eine
spontane Rekombination der verkirzten PcLIG4 Allele im Stamm CS.PCAPro beobachtet
wurde, ldsst sich (aufgrund der geringen erwarteten Wahrscheinlichkeit dieses
Ereignisses) ein Wachstumsvorteil mit intaktem PcLIG4 vermuten. Dieser Beobachtung zu
Grunde liegend wurde das Wachstumsverhalten der Stamme CS und PCWT analysiert und
festgestellt, dass der Stamm CS (unabhédngig vom Medium) eine etwa 10 % niedrigere
finale ODgoonm €rreichte als der Ausgangsstamm PCWT (nicht gezeigt). Dieser Effekt wurde
auch in einem anderen lig4A Stamm (125A+) beobachtet (nicht gezeigt). Eine
Komplementation mit dem PcLIG4 Gen im Stamm CS fiihrte zwar zur Reaktivierung des
NHEJ-Reparaturweges, das Wachstumsverhalten blieb jedoch (berraschenderweise
unverandert (nicht gezeigt). Demnach sind pleiotrope Effekte einer PclLI/G4-Deletion
moglich. Denkbar ist allerdings auch ein Effekt, der durch die im Genom vorhandene /oxP-

Sequenz (am PcLIG4-Lokus) bedingt sein kdnnte.

Test heterologer Plasmid-Systeme in P. ciferrii:

Die Tatsache, dass die in dieser Arbeit getesteten heterologen ARS-Sequenzen (DoARS1,
SsARS2, CjARS1, CJARS2, Sc2) nicht zu einer autonomen Replikation im Stamm CS gefiihrt
haben, lasst den Schluss zu, dass diese nicht kompatibel mit P. ciferrii sind. Das 2u
Plasmid-System ist abhangig von Elementen in cis (AHN et al., 1997) und beschrankt sich in
der Natur (soweit bekannt) auf Saccharomyces Stamme, weshalb es als unwahrscheinlich
erschien, dass das Plasmid pCS.2micron.nat in P. ciferrii repliziert. Mit dem Plasmid pJM6

(tragt SsARS2) konnten keine Transformanten bei der Positivkontrolle (S. cerevisiae
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Stamm K26) erhalten werden, was im Wiederspruch zu den Daten aus (YANG et al., 1994)
steht, wo S. cerevisiae mit pJM6 transformiert werden konnte.

ARSs sind Elemente in cis, die normalerweise fir Initilerung der chromosomalen DNA-
Replikation in Hefen bendtigt werden (NEwLON, 1996; THEIS et al., 1999). Das Auffinden
von ARSs ist im Allgemeinen nicht einfach, da diese stark in der Sequenz sowie in der
Komposition der funktionellen Elemente variieren (THEls et al., 1999). ARSs sind i.d.R. ca.
100 - 200 bps lang, sehr AT-reich und beinhalten eine relativ stark konservierte, etwa 11
bps lange (ebenfalls AT-reiche) ARS Konsensus-Sequenz (ACS), die essentiell fir die
Funktion der ARS ist (BROACH et al., 1983; NEWLON & THEIS, 1993; YANG et al., 1994; NEWLON
& THEIS, 2002; IKUSHIMA et al., 2009). Zwar gibt es die Moglichkeit ARSs vorherzusagen,
jedoch beschrankt sich dies auf jene der Hefe S. cerevisiae (BREIER et al., 2004). In silico
konnten im Genom von P. ciferrii weit Gber tausend potentielle ACSs gefunden werden
(nicht gezeigt), die allerdings nicht weiter untersucht wurden. Der ohnehin sehr hohe AT-
Gehalt des P. ciferrii Genoms (etwa 70 %, nicht publiziert) erschwerte dabei die Suche
nach potentiellen Kandidaten. Die Konstruktion einer P. ciferrii Genbank und die
anschliefende Transformation in P. ciferrii ware eine denkbare Moglichkeit, um autonom
replizierende Sequenzen zu isolieren [wie z.B. in (IKUSHIMA et al., 2009) beschrieben],
sowie ein screening von autonom replizierenden Sequenzen (ARSs) anderer verwandter
Hefen, wie P. guilliermondii oder K. lactis (BORETSKY et al., 1999; IRENE et al., 2004).

i Exkurs: Konstruktion einer Integrationskassette mit Auto-Markerentfernungsfunktion.

In dieser Arbeit wurden prinzipiell zwei Ansdtze gewadhlt, eine integrative Kassette mit
Auto-Markerentfernungsfunktion zu konstruieren (vgl. Abb. Ex. 1). Die fir die in vivo
Rekombination bendtigten PCR-Fragmente wurden alle in hoch-reiner Form erhalten (wie
sich mittels Gel-Elektrophorese herausstellte; nicht gezeigt) und der Erhalt von
Transformanten auf Medium mit clonNAT deutete zunachst klar darauf hin, dass die in
vivo Konstruktion erfolgreich ablief. PCR-Analysen mit der DNA von erhaltenen Hefe-
Transformanten bestatigten stets ein Gemisch an scheinbar korrekt konstruierten
Plasmiden und jenen, bei denen es bereits zur homologen Rekombination der loxP
Sequenzen gekommen war (nicht gezeigt). Die aus E. coli re-isolierten Plasmide zeigten

. alle entweder ein Restriktionskartierungs-Muster, wie man es bei Plasmiden erwarten :
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iwijrde, deren loxP Sequenzen bereits rekombinierten, oder es wurden sog. loss ofi
function Mutationen in einer der beiden loxP Sequenzen (oder im opt.cre Gen) gefunden.
2p-basierte Plasmide liegen in hohen Kopienzahlen in einer Hefezelle vor (ROMANOS et al.,
1992). Der Versuch, durch héhere Konzentrationen an clonNAT (bis 800 pg * ml™), die 2p-
basierten Plasmide mit funktionellem opt.nat1 anzureichern, fiihrte (nach re-Isolation aus
E. coli) allerdings ebenfalls nicht zum Erhalt von korrekten Plasmiden (nicht gezeigt). Es
war unklar, ob die Rekombination der loxP-Sequenzen vornehmlich in Hefe, oder in E. coli
stattfand. Theoretisch sollte In E. coli das opt.cre Gen nicht exprimiert werden, da sich
stromaufwarts dieses Gens kein (bekannter) bakterieller Promotor befindet. Eine Cre-
vermittelte Rekombination der [oxP-Sequenzen in E. coli wurde daher als eher
unwahrscheinlich erachtet.

Die Versuche der Konstruktionen mittels Centromer- (ARS/CEN-) Vektoren legen jedoch
den Verdacht nahe, dass die Plasmide in E. coli nicht stabil waren. ARS/CEN-Vektoren
liegen normalerweise mit einer Kopienzahl von 1 - 2 pro Zelle vor (CLARKE & CARBON, 1980;
RomANOs et al., 1992), weshalb man unter (in dieser Arbeit) jeweils knapp 20 re-isolierten
Plasmiden aus E. coli mindestens ein korrektes erwarten wirde. Re-isoliert wurdeé
allerdings kein einziges korrektes Plasmid. Vermutlich kam es daher in E. coli wideré
erwarten zur Expression des opt.cre Gens. Die Verwendung eines Tetrazyklin-resistenten
E. coli Stammes, sowie die Supplementierung eines solchen Stammes mit Tetrazyklin (zur
Inhibierung der opt.cre mRNA-Translation in E. coli) wurde aus zeitgriinden nicht mehr
durchgefihrt. Moglicherweise aber waren auch andere Hefe-Promotoren zur Expression
des opt.cre Gens vorteilhafter (da diese moglicherweise zur Expression des opt.cre Gens
in E. coli beigetragen haben), oder die Klonierung von prokaryotischen Terminations-
Elementen vor dessen ORF. Es ist somit anzunehmen, dass die Konstruktion der
gewlnschten Kassetten nach den in dieser Arbeit verfolgten Strategien nicht moglich war.
Ein weiterer Ansatz war, die Integrationskassetten in vitro (iber cross over PCR zu
konstruieren. Da sich jedoch die erhaltenen PCR-Produkte liber cross over PCR nicht

fusionieren lieRen, war auch dieser Versuch ohne Erfolg (nicht gezeigt).
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4.2 Optimierung der TAPS-Produktion durch genetic engineering des L-Serin-

Metabolismus

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die kombinierte Deletion der
Gene PcSHM1, PcSHM2 und PcCHA1 zu einem signifikanten Anstieg der relativen (und
absoluten; nicht gezeigt) TAPS-Produktion fiihrte (vgl. Abb. 15). Dies war ein erster
Hinweis darauf, dass diese Gene am L-Serin-Katabolismus in P. ciferrii beteiligt sind und
dass L-Serin limitierend in der Sphingoidbasen-Biosynthese sein kdnnte. Aufgrund der
(laut Metabolit-Analyse) stark verringerten metabolischen L-Glycin-Mengen in den
Stammen CS.SS und CS.CSS (vgl. Tab. 2) kann man davon ausgehen, dass PcSHM1 und
PcSHM2 fir SHMT-Isoformen codieren. PcCHA1 wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
ndher charakterisiert. Ein Enzymtest (mit L-Serin) analog zu der in (ITo et al.,, 2007)
beschriebenen D-Serin-Messung wadre fiir eine ndahere Charakterisierung von PcCHA1
denkbar. Aufgrund der hohen Homologie zu ScCHA1 und der gesteigerten TAPS-
Produktion im Stamm CS.CSS (verglichen zum Stamm CS.SS) ldsst sich jedoch annehmen,
dass PcCHA1 fir eine L-Serin Deaminase codiert.

Die gesteigerten TAPS-Mengen in den Stammen CS.SS und CS.CSS sowie die (laut
Metabolit-Analyse) relativ konstanten metabolischen L-Serin-Mengen implizieren einen
erniedrigten L-Serin-Katabolismus in diesen Stammen. Somit lasst sich sagen, dass die
Gene PcSHM1, PcSHM2 und PcCHA1 am L-Serin-Katabolismus in P. ciferrii beteiligt sind
und dass durch deren kombinierte Deletion mehr L-Serin in die Sphingoidbasen-
Biosynthese einfloss, wodurch die TAPS-Produktion in TAPS-Medium stark verbessert

werden konnte.

L-Serin gilt unter fermentativen Bedingungen als Hauptquelle fiur 5,10-mTHF (SCHIRCH,
1982; ALBERS et al., 2003). Der Versuch den durch die Deletion der Gene PcSHM1 und
PcSHM?2 bedingten Wachstumsnachteil in TAPS-Medium mit NaFo (0,05 - 10 mM) zu
komplementieren war erfolgreich und zeigte, dass 5,10-mTHF wahrscheinlich limitierend
far das Wachstum der SHMT-defizienten Stamme in TAPS-Medium war. Da die Stémme
CS.SS und CS.CSS offenbar nicht L-Glycin-auxotroph waren, lasst sich postulieren, dass L-
Glycin in P. ciferrii alternativ [wie in S. cerevisiae beschrieben (MONScHAU et al., 1997)] aus

L-Threonin von der L-Threonin Aldolase Glyl synthetisiert werden kann (ein putatives
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PcGlyl wurde gefunden; nicht gezeigt). Die mit der NaFo-Supplementierung
einhergehende graduelle Verschlechterung der TAPS-Produktion [mit 10 mM NaFo
vergleichbar zum Stamm CS (und CS.C)] zeigte gleichzeitig, dass die 5,10-mTHF-
Limitierung und / oder die reduzierte Wachstumsrate zur gesteigerten TAPS-Produktion
beigetragen haben (s. 3.2.1.1). Die Rolle von 5,10-mTHF dabei ist unklar, spekulieren lasst
sich eine Rolle bei der Kopplung von Zellwachstum und Sphingolipid-Anabolismus. Die
Verwendung von TAPS-Medium mit 0,1 mM NaFo (TAPS*-Medium) erwies sich allerdings
bei Fermentationen mit SHMT-defizienten Stammen als vorteilhaft und trug ebenfalls zur

Optimierung der TAPS-Produktion in P. ciferrii bei.

Ob es sich bei den putativen Genen PcTRP5, PcCYS4 und PcCHO1 um die jeweiligen
Homologen aus S. cerevisiae handelt ist unklar. Ein positiver Effekt in Bezug auf die TAPS-
Produktion (nach der jeweiligen Deletion im Stamm CS.CSS) konnte nicht festgestellt
werden. Nach Deletion von PcTRP5 war der korrespondierende Stamm CSS.TRP5 nicht in
der Lage in TAPS-Medium zu wachsen, selbst wenn Tryptophan supplementiert wurde.
Dieser Effekt lasst sich wahrscheinlich durch die hohen Ammonium-Konzentrationen im
TAPS-Medium erkldaren. Ein hoher Ammonium-Gehalt fihrt in Hefen zur Inhibierung der
Aminosauren-Aufnahme (RooN et al., 1975; TER SCHURE et al., 2000). Eine Deletion von
TRP5 fuhrt in S. cerevisiae ebenfalls zu einer Tryptophan-Auxotrophie (ZALKIN & YANOFSKY,
1982). Selbst wenn sich eine Tryptophan-Auxotrophie durch Gabe von Tryptophan
aufheben lieRe, wire dies fiir die Ubertragung auf einen industriell nutzbaren Stamm aus
Kostengriinden wahrscheinlich nicht wiinschenswert.

Die Deletion von PcCYS4 fiihrte nicht zu einer wie in S. cerevisiae beschriebenen (ONo et
al., 1988) Cystein-Auxotrophie, was einen alternativen L-Cystein-Biosyntheseweg lber L-
Cystathionin in P. ciferrii impliziert, der im Stamm CSS.CYS4 vermutlich wachstums-
limitierend war. Der Stamm CSS.CSY4 wies zwar einen leichten Anstieg der relativen
TAPS-Produktion auf, jedoch ging dies mit einer Verschlechterung des
Wachstumsverhaltens und einem unveranderten maximalen TAPS-Titer einher. Eine
PcCYS4-Deletion war somit nicht vorteilhaft und wurde im weiteren Verlauf der Arbeit
nicht zur Konstruktion eines Hochleistungs-TAPS-Produzenten herangezogen. Ob PcCHO1

fir eine PtdSer-Synthase codiert ist unklar, da eine Inaktivierung dieses Gens in Hefen zur
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Auxotrophie von Cholin bzw. Ethanolamin fiihrt (ATKINSON et al., 1980), was in dieser
Arbeit nicht beobachtet wurde. Cholin bzw. Ethanolamin kénnen dann alternativ zur
Synthese von Phosphatidyl-Cholin (und Phosphatidyl-Ethanolamin) herangezogen werden
(VANCE & STEENBERGEN, 2005). Die Aktivitdt von Chol wird durch LCBs gehemmt (YAMASHITA

& NIKAWA, 1997). Wie es sich dabei in P. ciferrii verhalt ist nicht bekannt.

Interessanterweise fiihrte die Aktivitats-Herabsetzung der Phosphoglycerat-Mutase
PcGpm1 im Stamm CSS.GPM1dr entgegen der Erwartung weder zu einer verbesserten
TAPS-Produktion, noch zu einem erkennbaren Wachstumsnachteil (s. 3.2.1.2). Der
glykolytische Fluss war demnach womoglich nicht stark genug reduziert, um einen
erhéhten Fluss von 3-PG in die L-Serin-Biosynthese zu erlauben. Die Uberexpression von
PcSER3 hatte diesbeziglich vermutlich ebenfalls keinen Effekt und brachte keine
Veranderungen der TAPS-Produktion mit sich. Dabei ist unklar, ob es zu einer
Uberproduktion bzw. Steigerung der Aktivitit von PcSer3 kam.

Die de novo L-Serin-Biosynthese gilt in Organismen wie E. coli (SuGiIMoTO & PIzER, 1968;
GRANT et al., 1996), C. glutamicum (PETERS-WENDISCH et al., 2002) und wahrscheinlich auch
S. cerevisiae (ULANE & OGUR, 1972) als strikt autoreguliert. L-Serin wirkt dabei als
allosterischer Inhibitor der PGDH, was bei hohen L-Serin-Mengen zu einer Endprodukt-
Inhibierung des L-Serin-Biosyntheseweges fuhrt. Moglicherweise ist dies in P. ciferrii
ebenso der Fall. Dadurch wéare z.B. eine an die LCB-Biosynthese angepasste L-Serin-
Produktion moglich, was erkldaren konnte weshalb keine merklichen Unterschiede an
cytosolischem L-Serin in den Stammen CS.SS und CS.CSS detektierbar waren (eine Analyse
des metabolischen Flusses wiirde hier ein ergdnzendes Experiment darstellen). In S.
cerevisiae z.B. konnte gezeigt werden, dass durch eine erhdhte L-Serin-Aufnahme (unter
Hitzestress-Bedingungen) die de novo LCB-Biosynthese angetrieben werden konnte
(COwART & HANNUN, 2007). Gleichzeitig wurde demonstriert, dass dies ausschlieBlich durch
die Aufnahme von exogen vorhandenem L-Serin bedingt war, da eine intrazellulare
Uberproduktion aufgrund der feed back Inhibierung von L-Serin wahrscheinlich nicht
moglich ist. Eine Erhéhung des intrazelluldren L-Serin-Levels durch Uberexpression von
PcSER3 oder Herabsetzung der PcGpm1-Aktivitat (s. oben) ware demnach wahrscheinlich

nicht moglich.
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Im Verlauf der Arbeit konnte in silico eine putative ACT-Domadne in PcSer3 gefunden
werden, die in anderen PGDHs fir die feed back Inhibierung durch L-Serin verantwortlich
ist (CHIPMAN & SHAANAN, 2001; GRANT, 2006). Ein Versuch die mutmaRliche Regulation der
P. ciferrii PGDH durch L-Serin zu umgehen war die Deletion der fiir die Regulation
verantwortlichen putativen ACT-Domdne in PcSer3. In C. glutamicum war die
Konstruktion eines L-Serin-insensitiven PGDH-Muteins ein wichtiger Schritt fir eine L-
Serin-Uberproduktion (PETERS-WENDISCH et al., 2002; PETERS-WENDISCH et al., 2005) und von
der PGDH aus E. coli konnte ebenfalls durch Entfernung der ACT-Domadne eine L-Serin-
insensitive PGDH konstruiert werden (BELL et al., 2002). Von der in dieser Arbeit
verkiirzten PGDH (PcSer3A83) lieR sich leider keine spezifische Aktivitat bestimmen. Die
Ergebnisse der Fermentationen mit dem Stamm CSS.SER3A83 (s. 3.2.1.2) legen allerdings

den Verdacht nahe, dass PcSer3"®

aktiv (wenn auch mit einer reduzierten Aktivitat) und
daher moglicherweise L-Serin-insensitiv war. Der Wachstums-Phanotyp lieR sich durch
Supplementierung mit L-Serin (1, 5 und 10 mM) nicht komplementieren, was
wahrscheinlich auf die bereits diskutierten hohen Ammonium-Konzentrationen in TAPS-
Medium zuriickzufiihren ist. Da die PGDH-Aktivitat hochstwahrscheinlich limitierend fiir
das Wachstum (und evtl. fiir die TAPS-Produktion) dieses Stammes war, wére die
Selektion auf besseres Wachstum in synthetischem Medium mittels evolutionary
engineering ein vielversprechendes Experiment diese Limitierung zu umgehen. Alternativ
konnte man analog zur Arbeit von (PETERS-WENDISCH et al., 2002) mehrere verkiirzte
PGDH-Varianten konstruieren und testen, sowie das dort konstruierte serAA197

heterolog in P. ciferrii exprimieren. Eine dem vorangehende Codon-Optimierung ware

wahrscheinlich sinnvoll (BOrRGEL, 2007; BORGEL et al., nicht publiziert).

In dieser Arbeit wurde eine Strategie entwickelt, in der der metabolische Fluss des de
novo L-Serin-Biosyntheseweges durch evolutionary engineering verstarkt werden sollte.
Dies sollte durch Blockierung bzw. Umlenken des glykolytischen Flusses in den L-Serin-
Stoffwechsel realisiert werden (vgl. Abb. 18). Der zu diesem Zweck konstruierte Stamm
CS.SS.Cs.G1 (lig4A shm1A shm2A PcPGl1p:PcCHA1 gom1A) wuchs erwartungsgemaR sehr
schlecht in den getesteten Medien, was klar darauf hindeutete, dass die Synthese von L-

Pyruvat (und vermutlich von L-Serin) limitierend fiir das Wachstum war. Durch
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evolutionary engineering wurde erhofft, aufgrund des Selektionsdruckes fiir besseres
Wachstum, Mutationen zu evozieren, die beispielsweise die Aktivitdten von PcSerl,
PcSer2 und / oder PcSer3 erhohen. Gegenliber einer rationalen Stammentwicklung birgt
der Ansatz des evolutionary engineerings viele Vorteile [Review: (SAUER, 2001)] und kann
leicht zur Uberbriickung von sog. bottlenecks fiihren, die bis dato unbekannt bzw.
unergrindet sind. Moglicherweise z.B. werden die Gene des L-Serin-Stoffwechsels in P.
ciferrii durch Ammonium herunter reguliert, wie es fir S. cerevisiae diskutiert wird
(MELCHER & ENTIAN, 1992; ALBERS et al., 2003). Mittels evolutionary engineering konnte
solch ein potentielles Problem leicht behoben werden. Andererseits konnten wahrend
einer Evolvierung Limitierungen aullerhalb des L-Serin-Metabolismus aufgehoben
werden, die dann zu einem besseren Wachstum beitragen konnten (diese Art von
Mutationen sind i.d.R. nicht wiinschenswert bzw. zielfihrend).

Der Stamm CS.SS5.Cs.G1 wurde zunidchst in YEPD evolviert, wodurch der daraus
resultierende Stamm (CS.SS.Cs.Gle) um ein Vielfaches besser wuchs als der
Ausgangsstamm. Uberraschenderweise war dieser Stamm nach wie vor nicht in der Lage
in synthetischem Medium (TAPS-Medium) zu wachsen. Moglicherweise ist in P. ciferrii die
Verwertung von in YEP enthaltenen Nahrstoffen (wie z.B. Aminosauren) durch Glukose
reprimiert. Im Laufe der Evolvierung kdonnte es zu Mutationen gekommen sein, die diese
Glukose-vermittelte Repression (durch z.B. Glukose-6-Phosphat) abgeschwéacht oder
aufgehoben haben. Eine Evolvierung in synthetischem Minimal- oder TAPS-Medium ware
vermutlich vielversprechend, wurde jedoch aus Zeitgriinden nicht angehangt.

Nach dem evolutionary engineering des L-Serin-Biosyntheseweges im Stamm CS.SS.Cs.G1
ware die Deletion von PcCHA1, sowie wahrscheinlich das Wiederherstellen des PcGPM1
Wildtyp Allels angebracht und sollte theoretisch zu einem Stamm mit erhohten
intrazelluldaren L-Serin-Mengen fiihren. Interessant ware dann zu wissen, in wie fern sich
dies auf die LCB- bzw. TAPS-Produktion auswirkt und welche Mutationen zur optimierten

bzw. dysregulierten L-Serin-Biosynthese beigetragen haben.

Der Versuch mittels Uberexpression von PcTMS1 die L-Serin-Versorgung der SPT zu
verbessern scheiterte offenbar, da kein Effekt in Bezug auf die TAPS-Produktion

erkennbar war. Selbst nach Deletion von PcTMS1 war diesbeziiglich keine Verdnderung
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detektierbar. Eine Deletion von TMS1 fiihrt in S. cerevisiae zu einer 50% reduzierten SPT-
Aktivitat (INUzuka et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit war dies, anhand der TAPS-
Produktion, nicht erkennbar, weshalb eine Aktivitatsbestimmung der SPT vermutlich
keine reduzierte Aktivitat im tms1A Stamm CSS.TMS1 ergeben hatte. Neben der Funktion
von PcTMS1 ist auch ungeklart, ob PcTmsl mit z.B. PcSer3 interagiert, wie es in S.
cerevisiae der Fall ist (ITo et al., 2001). Moglicherweise aber war im Stamm CS.CSS die L-
Serin-Versorgung nicht limitierend (bzw. die TAPS-Produktion nicht hoch genug), weshalb
eine Uberexpression (oder auch Deletion) von PcTMS1 in einem Stamm mit stirker
optimiertem LCB-Biosyntheseweg (z. B. Stamm CSS.L4.0.L2.L1.52) mehr Aufschluss tUber

die Funktion von PcTMS1 geben kdnnte.

4.3 Optimierung der de novo LCB-Biosynthese

Der erste Schritt der Sphingolipid-Biosynthese, die Kondensation von L-Serin und
Palmitoyl-CoA, gilt in Eukaryonten als limitierend (SMITH & MERRILL, 1995; PERRY, 2002;
CowART & HANNUN, 2007). So fiihrte bereits die Uberexpression von PcLCB2 in einer
anderen Arbeit zu einer erhohten TAPS-Produktion in P. ciferrii (BAE et al., 2003). Dort
wurde, durch multiple Integration eines TDH3p:LCB2 Konstrukts, eine etwa 50fache
PcLCB2-Transkriptmenge nachgewiesen, was zu einer Verdopplung der TAPS-Produktion
fihrte. In der vorliegenden Arbeit fliihrten etwa 11fach erhéhte Transkriptmengen zu
einem 26 %igen Anstieg der TAPS-Produktion. Eine stirkere Uberexpression von PcLCB2
ware demnach ein vermutlich vielversprechender Ansatz, die LCB-Produktion weiter zu
optimieren. In S. cerevisiae bedarf es der Co-Uberexpression von LCB1 und LCB2, um die
SPT-Aktivitat erhohen zu kénnen (NAGIEC et al., 1994), wohingegen in Saugerzellen die
SPT-Aktivitit durch Uberexpression von LCB2 alleine (und nicht von LCB1 alleine)
angetrieben werden kann (WEiss & STOFFEL, 1997; FARRELL et al., 1998). Weshalb es in P.
ciferrii nach alleiniger PcLCB2- bzw. PcLCB1- Uberexpression zu einem scheinbaren
Anstieg der SPT-Aktivitat kam ist unbekannt. Da es sich bei der SPT hochst-wahrscheinlich
um ein Heterodimer (bestehend aus PcLcbl und Pclcb2) handelt, konnte ein zum Teil
kompensierender Anstieg der PcLCB1 (PcLCB2) mRNA [bedingt durch die Uberexpression

von PcLCB2 (PcLCB1)] die scheinbare Aktivitatssteigerung der SPT erklaren. Vermutlich
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konnten aber auch hohere Mengen einer SPT-Untereinheit die jeweils andere
Untereinheit stabilisieren [wie in (YASuDA et al., 2003) oder (HANADA, 2003) diskutiert]. Die
Aktivitat der SPT wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht getestet, ware jedoch z.B. wie in
(RutTl et al., 2009) beschrieben (ohne die Isolation von Mikrosomen) durchfiihrbar. Die
gemeinsame Uberexpression von PcLCB1 und PcLCB2 fiithrte zu einer weiteren
Verbesserung der TAPS-Produktion und impliziert eine erhohte Aktivitat der SPT in jenem
Stamm. Dies spiegelt die Notwendigkeit der Co-Uberexpression von PcLCB1 und PcLCB2
fir eine optimierte LCB-Produktion in P. ciferrii wieder.

Die Funktion des putativen akzessorischen Proteins PcTsc3 bleibt unbekannt. Vermutlich
kam es im Stamm CSS.L1.L2.T30e (s. 3.2.2) zu einer Uberproduktion von PcLcbl, Pclcb2
und PcTsc3 und fuhrte moglicherweise zur Aktivierung der unfolded protein response
(UPR) Signal-Transduktions-Kaskade (Cox & WALTER, 1996; Cox et al., 1997), die den
beobachteten Wachstumsphdnotyp verursacht haben kdnnte. Eine Deletion von TSC3 in
S. cerevisiae fuhrt zu einer starken Reduktion der SPT-Aktivitat auf etwa 1 % (GABLE et al.,
2000). Sowohl die Deletion als auch die Uberexpression von PcTSC3 hatte keinen Effekt

auf die TAPS-Produktion, weshalb die Rolle des putativen Gens in P. ciferrii unklar bleibt.

Hinweise fiir eine durch LCBs regulierte SPT-Aktivitdt existieren bereits seit Anfang der
90er Jahre (MANDON et al., 1991). Erst vor kurzem wurden die Orm-Proteine Orm1 und
Orm2 als Mediatoren der Sphingolipid-Homoostase in S. cerevisiae charakterisiert, die
wahrscheinlich als Reaktion auf intrazelluldre LCB-Level die SPT-Aktivitdit modulieren
konnen. Der genaue Mechanismus dabei ist bis dato nicht aufgeklart. Die Inaktivierung
des Orm-Komplexes resultiert in einer dysregulierten LCB-Biosynthese, mit dem Resultat,
dass LCBs akkumulieren (BResLow et al., 2010; HaN et al., 2010). Wie zu erwarten, kam es
nach der Deletion des korrespondierenden PcORM12 Gens zu einem signifikanten Anstieg
der TAPS-Produktion. Im S. cerevisioe orm1A orm2A Stamm wurde ein merklicher
Wachstumsnachteil registriert, der wahrscheinlich durch einen erhdhten Sphingolipid-
Metabolismus begriindet war (und nicht durch eine UPR), da die kiinstliche Herabsetzung
der SPT-Aktivitat durch Myriocin den Wachstumsphanotyp supprimierte (BRESLOW et al.,
2010; HAN et al., 2010). Allerdings gibt es Hinweise, dass ein dysregulierter Sphingolipid-

Metabolismus ER-Stress auslosen kann (PINEAU et al., 2009; MULLEN et al., 2011). Ein
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merklicher Wachstumsnachteil konnte in P. ciferrii nach Deletion von PcCORM12 nicht
beobachtet werden, was in Bezug auf die Ubertragung der Deletion auf einen
Hochleistungs-TAPS-Produzenten von enormem Vorteil wire. Uber eine mégliche Rolle
von PcORM12 bei der UPR in P. ciferrii ist nichts bekannt. Die normalerweise durch
Inaktivierung des Orm-Komplexes bedingte UPR wadre mittels UPRE-lacZ Reporter-Test
nach (HAN et al., 2010) nachweisbar. Ob das isolierte PcOrm12 wie in S. cerevisiae als
Dimer vorliegt, oder als Monomer, kann nur spekuliert werden. Moglicherweise existiert
ein weiteres ORM Gen im Genom von P. ciferrii, welches ein Intron tragt und deshalb
nicht durch das automatische Annotations-System GenDB v2.4 aufgefunden werden
konnte. In diesem Fall ware das Auffinden ein wichtiger Schritt, um beide ORM-Gene
deletieren zu kdnnen, da eine ORM-Doppeldeletion den groRten Effekt in Bezug auf eine
LCB-Akkumulation hat (HAN et al., 2010).

Neben der SPT, den Orm-Proteinen und Tsc3, wird Sacl als weitere Komponente des sog.
SPOTS-Komplex‘ in Hefen beschrieben, dessen Deletion zur intrazellularen Akkumulation
von LCBs fuhrt (HAN et al., 2010). Sacl gilt (wie der Orm-Komplex auch) als Modulator der
SPT-Aktivitat, wobei unbekannt ist auf welche Art und Weise dies geschieht. Vorstellbar
dabei ware eine regulatorische Funktion von Phosphatidyl-Inositol (PI) bzw. PI-4-Phosphat
Pl, dem Edukt bzw. Substrat von Sacl. In einem S. cerevisiae saclA Stamm ist zudem die
UPR konstitutiv aktiviert und die Wachstumsrate stark verringert (CLEVes et al., 1989;
KOCHENDORFER et al., 1999). Der in dieser Arbeit konstruierte P. ciferrii sac1A Stamm wuchs
nur sehr schlecht in TAPS-Medium und zeichnete sich durch eine stark verminderte TAPS-
Produktion aus. Dabei kdnnte eine Limitierung der Pl-Bereitstellung Ursache fiir den
starken Wachstumsphadnotyp im Stamm CSS.SAC1 gewesen sein. Moglicherweise ist das
durch PcSacl zu Verfligung gestellte Pl die Hauptquelle fiir die von PcAurl katalysierte
IPC-Synthese. Dies wiirde voraussetzen, dass IPCs [wie fiir S. cerevisiae (CERANTOLA et al.,
2009)] essentiell fiir P. ciferrii sind. Weshalb es nach der Deletion von PcSACI nicht zu
einer gesteigerten TAPS-Produktion kam ist unklar, wobei dies womoglich ein TAPS-
Medium-spezifischer Effekt war. Moglicherweise aber handelt es sich bei PcSAC1 nicht

um das funktionelle Homolog zu ScSACI.
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3-KSA, das Substrat on Tscl0, gilt als extrem kurzlebiges Metabolit, welches in Hefen
rasch zu Sphinganin umgewandelt wird (BEELER et al., 1998). Durch Uberexpression von
TSC10 in S. cerevisiae konnte zwar der Ceramid-Anteil der Lipid-Fraktion erhoht werden,
allerdings fehlt der Beweis fiir eine gesteigerte LCB-Produktion bzw. Aktivitdt von Tsc10
(Kim et al., 2010). Die Uberexpression von PcTSC10 hatte keinen Effekt in Bezug auf die
TAPS-Produktion, was die Vermutung nahe legt, dass die von PcTscl0 katalysierte
Reaktion (im Stamm CSS.TSC10o0e) nicht limitierend in der de novo LCB-Synthese war.
Eine Uberexpression von PcTSC10 in einem Hochleistungs-TAPS-Produzenten wire
eventuell interessant, da dort die 3-KSA-Reduktion limitierend fir die TAPS-Produktion

sein kdonnte.

Die Deletion von PcLCB4 erwies sich (zumindest im Stammhintergrund CS.CSS) als am
effektivsten in Bezug auf die TAPS-Produktion (vgl. Abb. 19). Die Analyse der LCB-Ps im
Stamm CS.L4 deutet klar auf eine LCB-Kinase-Aktivitdt von PcLcb4 hin, wobei unklar ist
wodurch genau die TAPS-Produktion in diesem Mal3e anstieg. PHS-1P ist als Signalmolekl
in Hefen bekannt (HANNUN & OBEID, 2008; CowaRT et al., 2010), weshalb eine
regulatorische Funktion von LCB-Ps (oder auch PclLcb4) bei der LCB-Homoostase bzw.
TAPS-Produktion denkbar ware. Darliber hinaus dient die Phosphorylierung von LCBs u.a.
als Signal flir deren Abbau [katalysiert von Dpll (SABA et al., 1997)]. Eine Blockade im
Abbau der LCBs kdonnte daher zur intrazelluldren Akkumulation von PHS und somit zu
einer erhohten TAPS-Produktion gefiihrt haben. Eine regulatorische Funktion von PHS-1P
ist jedoch als unwahrscheinlich anzusehen, da die Deletion von PcDPL1 und die damit
einhergehende Akkumulation von PHS-1P zu einem Anstieg (und nicht zu einem Abfall)
der TAPS-Produktion fiihrte (s. 3.2.2). Nebenbei bemerkt resultierte die Akkumulation
von PHS-1P nicht, wie in S. cerevisiae beobachtet (Kim et al., 2000), in einer erkennbaren
Wachstumsinhibierung.

Nach der Deletion des putativen LCB-P-Phosphatase Gens PcLCB3 konnten weder in Beug
auf die TAPS-Produktion, noch auf die Mengen intrazelluldarer LCB-Ps Auffalligkeiten bzw.
signifikante Veranderungen beobachtet werden. Erwarten kénnte man analog zu einer
DPL1-Inakivierung eine Akkumulation von LCB-Ps, wie in S. cerevisiae beschrieben (ZHANG

et al., 2001). Zu beachten ist allerdings, dass bei der (von Gerhard Liebisch
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durchgefiihrten) LCB-P-Analyse nur LCB-Ps mit 18 C-Atomen quantifiziert wurden.
Moglicherweise erkennt PcLcb3 ausschlieRlich Cig- oder Cy-LCB-Ps. In S. cerevisiae
existieren Hinweise fiir verschiedene Substrat-Spezifitaiten von Dpll und Lcb3 in Bezug
auf die C-Kettenldnge (ZHANG et al., 2001). Die Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit
keine Doppeldeletion von PcDPL1 und PcLCB3 realisiert werden konnte [gilt in Hefen als
letal (ZHANG et al., 2001)], unterstiitzt jedoch die Annahme, dass es sich bei PcLCB3 um ein
LCB-P-Phosphatase codierendes Gen handelt.

In einem Icb3A dpl1A Icb4A S. cerevisiae Stamm konnten gegenilber einem Icb4A Stamm
erhohte LCB-Mengen gemessen werden (ZHANG et al., 2001). Dieser Ansatz wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht verfolgt, konnte allerdings vielversprechend in Bezug auf eine

optimierte LCB-Produktion in P. ciferrii sein.

Eine Inaktivierung der Fettsdure-Elongasen Sur4 oder Fenl fiihrt in S. cerevisiae zur
Akkumulation von LCBs und gleichzeitig zur Herabsetzung der Ceramid-Level (REVARDEL et
al., 1995; BresLow et al., 2010). Die erhohten TAPS-Mengen in den P. ciferrii sur4A bzw.
fenlA Stammen sprechen fir Fettsdure-Elongase Aktivitditen der korrespondierenden
Proteine (vgl. Abb. 19). Da in den Stdmmen CSS.SUR4 und CSS.FEN1 leicht reduzierte
Wachstumsraten beobachtet wurden, kann man annehmen, dass in diesen Stammen die
Fettsdure-Elongation (und daher vermutlich die Sphingolipid-Biosynthese) limitierend fiir
deren Wachstum war. Eine Analyse der Ceramide fiir eine genauere Charakterisierung
von PcSur4 und PcFenl wurde nicht durchgefiihrt. Mittels der fur P. ciferrii bereits
etablierten ESI-MS/MS Analytik wéare dies jedoch moglich (BOrGEL, 2007; BORGEL et al.,

nicht publiziert).

4.3.1 Der Hochleistungs-TAPS-Produzent CSS.L4.0.L2.L1.52

Der im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Hochleistungs-TAPS-Produzent
CSS.L4.0.12.L1.52 produzierte mit knapp 2 g * L die héchsten bis dato gemessenen
Mengen an TAPS und ist aufgrund der mehr als filinffach optimierten Qgpmax
moglicherweise fiir eine biotechnologische TAPS-Produktion im industriellen Mal3stab
geeignet (vgl. 3.2.3). Die gemessenen TAPS-Mengen liegen dabei wahrscheinlich unter

den tatsachlich produzierten, da gegen Ende der Fermentation TAPS-Molekiile an der
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Schuttelkolben-Innenwand kristallisierten, welche sich im Zuge der Probennahmen nicht
komplett resuspendieren lieBen.

Wahrend der Fermentation lieR sich eine an das Wachstum gekoppelte LCB- bzw. TAPS-
Produktion beobachten. Dies war zu erwarten, da Sphingolipide fir den Aufbau der
Zellmembran bendtigt werden. Dort machen sie in Hefe etwa 7 % der Membranmasse
bzw. 30 % der Phospholipide aus (PATTON & LESTER, 1991). Moglicherweise kam es im
Stamm CSS.L4.0.L2.L1.52 neben der erhéhten LCB-Produktion zu einem erhdhten Fluss in
der Sphingolipid-Biosynthese, welcher (neben der 5,10-mTHF-Limitierung) eventuell
Ursache fiir das verschlechterte Wachstum gewesen sein koénnte. Ein erhohter
Sphingolipid-Metabolismus fuhrt in der Backerhefe zu einer reduzierten Wachstumsrate
(BrResLow et al., 2010). Eine Moglichkeit dieses potentielle Problem zu umgehen konnte
die Deletion der Ceramidsynthasegene PcLAG1 oder PcLAF1 sein. Durch die Deletion
eines der beiden Gene wiirde vermutlich die Ceramidsynthese in P. ciferrii herabgesetzt
und eventuell in einem verbesserten Wachstumsverhalten resultieren. Die kombinierte
Deletion beider Gene wird als letal (JIANG et al., 1998) bzw. stark wachstumshemmend
(BARz & WALTER, 1999) beschrieben, was darauf hindeutet, dass der Sphingolipid-
Metabolismus fiir ein optimiertes Wachstum eine definierte Flussrate aufweisen muss.
Eine weitere Moglichkeit die Ceramidsynthese zu verringern wéare die Deletion des
putativen PcCKA2 (codiert vermutlich flir eine Untereinheit der Casein-Kinase 2), was in S.
cerevisiage zu einer 70 - 75 %igen Reduktion der Ceramidsynthase-Aktivitat fihrt
(KoBAYAsHI & NAGIEC, 2003). Eine mogliche Regulation von Wachstum und Sphingolipid-
Metabolismus besteht ferner in der von TORC2 vermittelten Aktivitat. TORC2 stimuliert
wahrscheinlich die Ceramidsynthese wahrend des Wachstums in Hefen durch Aktivierung
der AGC-Kinase Ypk2 (ARONOVA et al., 2008). Das beeintrachtigte Wachstum des Stammes
CSS.L4.0.L2.L1.52 koénnte, neben den genannten moéglichen Ursachen, auch durch die
Uberexpression der Gene PcLCB1, PcLCB2 und PcSYR2 und die damit einhergehende
Protein-Uberproduktion bedingt sein. AuRerdem ist die LCB- bzw. Sphingolipid-
Biosynthese ein anaboler und somit Energie-verbrauchender Prozess, so dass z.B. die ATP-
Bereitstellung, und / oder die L-Pyruvat-Synthese limitierend fur das Wachstum gewesen
sein kdnnte(n). Um das Wachstum des Stammes CSS.L4.0.L2.L1.52 zu verbessern waére ein

evolutionary engineering womoglich sinnvoll (wobei dabei allerdings auch die Gefahr
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bestiinde auf Mutationen zu selektieren, die eine verringerte LCB-Produktion
verursachen). Vorab konnte man durch ein Phenotype MicroArray™ nach
Wachstumsbedingungen suchen, die eine TAPS-Produktion beglinstigen. Eine Mdglichkeit
die TAPS-Produktion weiter zu optimieren wére die zusatzliche Deletion von PcDPL1 und
PcLCB3 (s. oben).

In wie fern die Acetylierung von PHS zu TAPS limitierend war ist unklar. Eine genauere
Analyse der LCBs und deren Acetyl-Derivate mittels LC-MS/MS (TeR VELD et al., 2011) ware
dabei wahrscheinlich aufschlussreich. Da iber den Transport bzw. Export der acetylierten
LCBs bis dato nichts bekannt ist, kdnnte dieser ebenfalls limitierend fir die TAPS-
Produktion (oder auch das Wachstum) gewesen sein.

Durch die Promotor-Substitution von PcSYR2 im Stamm CSS.L4.0.L2.L1 konnte gezeigt
werden, dass dort die Umwandlung von SA in PHS wahrscheinlich limitierend war und

impliziert gleichzeitig eine Uberexpression von PcSYR2 im Stamm CSS.L4.0.12.11.52.

4.4 Engineering der Palmitoyl-CoA-Biosynthese

In mehreren Studien konnte ein Konzentrations-Optimum der SPT an Palmitoyl-CoA
festgestellt werden (etwa 0,05 - 0,2 mM), so dass bei zu hohen Palmitoyl-CoA-
Konzentrationen die Aktivitdt der SPT inhibiert wurde (BRAUN et al., 1970; GABLE et al.,
2000; MoONAGHAN et al., 2002). Nichts desto trotz wurde in dieser Arbeit versucht die
intrazelluldren Palmitoyl-CoA-Mengen durch Optimierung der Malonyl-CoA-Bereitstellung
zu erhohen. Dies wurde durch Promotor-Substitution des putativen PcACC1 (PcACC1'80'1)
durch das PcTDH3™**** Promotor-Fragment versucht zu bewerkstelligen (nicht gezeigt). In
S. cerevisiae und Streptomyces coelicolor konnte durch Uberproduktion der Acetyl-CoA-
Carboxylase Accl der intrazelluldre Malonyl-CoA-Pool erhéht werden (Ryu et al., 2006;
WATTANACHAISAEREEKUL et al., 2008). Nach drei unabhadngigen Transformationen mit dem
PcACC1 Uberexpressions-Konstrukt konnten jeweils nur sehr schwach wachsende
Kolonien erhalten werden, die nicht in TAPS-Medium wuchsen (nicht gezeigt). Der Grund
hierfiir ist unklar. Falls es zu einer Uberexpression kam, kénnte eine Akkumulation von

PcAccl zu jenem Wachstumsphanotyp gefihrt haben. Weitere Ansédtze, die Palmitoyl-

CoA-Versorgung der SPT zu optimieren wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht
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durchgefliihrt. In S. cerevisiae z.B. konnte demonstriert werden, dass die endogene
Palmitoyl-CoA-Versorgung fiir eine gesteigerte LCB-Produktion (unter Hitzestress)
ausreichend war (COwART & HANNUN, 2007). Die stetig (in Bezug auf die TAPS-Produktion)
optimierten Stamme, die in der vorliegenden Arbeit konstruiert wurden, sprechen
ebenfalls flr eine Palmitoyl-CoA-Versorgung in P. ciferrii, die im Rahmen der erreichten

TAPS-Produktionen wahrscheinlich nicht limitierend war.

4.5 Optimierung der TriASa-Produktion

Durch die Deletion von PcSYR2 im Stamm CS konnte eine deutlich reduzierte finale
ODggonm beobachtet werden, was auf einen reduzierten BTM-Ertrag schlieRen ldsst. Die
BTM wurde hier zwar nicht direkt bestimmt, da aber mittels Lichtmikroskop keine
morphologischen Veranderungen im Stamm CS.SYR2 erkennbar waren, wurde die
Regressions-Gleichung (aus 2.9.1) zur Berechnung der BTM anhand der ODeggonm
herangezogen. Dies war ein erster Hinweis darauf, dass eine Blockierung der PHS-
Synthese und die damit einhergehende Erhohung der SA- bzw. TriASa-Produktion
inhibierend auf das Wachstum von P. ciferrii wirken kdnnte.

Im Ausgangsstamm CS wurden etwa 21 mgraps) * g'l(BMT) detektiert, wobei nach Deletion
von PcSYR2 etwa 48 mg(rriasa) * g’l(BMT) erhalten wurden (entsprach etwa 50 % Zuwachs an
absoluten acetylierten LCB-Aquivalenten). Dieser scheinbare Anstieg der LCB-Produktion
wurde in dhnlichem Male auch in S. cerevisiae beobachtet, wo ein syr2A Stamm etwa um
den Faktor 1,9 mehr LCB-Aquivalente produzierte als der Wildtyp (BAE et al., 2004). Die
Ursache fiir dieses Phanomen ist nicht bekannt. Die Ceramid-Synthasen aus P. ciferrii
nutzen bevorzugt Phytosphingosin gegeniliber Sphinganin (BORGEL, 2007). Sphinganin
konnte demnach akkumulieren, wodurch mehr Sphinganin fir die Bildung von TriASa zur
Verfligung stliinde. In S. cerevisiae allerdings fuhrte die Deletion von PcSYR2 auch zu
einem erhohten Ceramid-Anteil in der Lipid-Fraktion (Kim et al., 2010). In wie fern dies im
Stamm CS.SYR2 der Fall war ist nicht geklart.

Die Deletion von PcSYR2 im Stamm CS.CSS fiihrte zu einer weiteren Reduktion der BTM-
Produktion (s. 3.3). Es ist anzunehmen, dass dies der weiter verbesserten SA- bzw. TriASa-

Produktion zugrunde lag. Die Deletion von PcSYR2 im fiir die LCB-Produktion optimierten
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Stamm CSS.L1.L2.0 fiihrte zu einer weiteren sehr starken Verschlechterung des
Wachstums. Die Ergebnisse lassen daher den Schluss zu, dass SA in Abwesenheit von PHS
wachstumshemmend auf P. ciferrii wirkt. Die Tatsache, dass P. ciferrii syr2A Stamme
existieren, die sehr hohe Mengen TriASa produzieren und gleichzeitig keine merklichen
Einschrankungen im Wachstum aufweisen (nicht publiziert), impliziert, dass die
mutmalBliche hemmende Wirkung von SA theoretisch umgangen werden kann.
Evolutionary engineering ware auch hier ein moglicher Ansatz das Wachstum (sowie die
TriASa-Produktion) zu optimieren.

Im syr2A Icb4A Stamm CS.SYR2.L4 wurden zwar stark reduzierte Mengen an SA-1P
detektiert, die noch vorhandenen SA-1P Mengen sprechen allerdings fiir die Existenz
einer weiteren LCB-Kinase, die spezifisch fiir SA (und evtl. SPH) ist. Eine solche lie8 sich
jedoch in dieser Arbeit nicht identifizieren. Weshalb die PcLCB4-Deletion nicht zu einer
verbesserten TriASa-Produktion fihrte ist unklar, wenn man annimmt, dass die erhohte
LCB-Produktion durch eine Blockade in deren Abbau bedingt ist (s. oben). Eine
regulatorische Funktion der residual vorhandenen SA-1P Mengen im Sphingolipid-

Metabolismus ldsst sich daher nicht ausschliel3en.

4.6 Optimierung der TriASo-Produktion

Vor und wahrend dieser Arbeit konnten bereits P. ciferrii Stamme mit optimierter TriASo-
Produktion konstruiert werden (BORGEL, 2007; BORGEL et al., nicht publiziert). Durch
Transformation des Stammes WT 2.1 mit dem oCvLAG1-, PcDESI1- und omCerl-
Expressions-Plasmid p-So-22y,, wurde in dieser Arbeit ebenfalls ein Stamm konstruiert
(CS-So0-125), der signifikante Mengen an TriASo produzierte. Der Integrationsort des
Plasmids ist dabei nicht bekannt, konnte jedoch theoretisch mittels genome walking
identifiziert werden (sofern das Plasmid als einfache Kopie im Genom vorliegt). Die
Stabilitat des Stammes CS-So-125 hinsichtlich der TriASo-Produktion wurde mittels
colony-purification nach (BORGEL et al., nicht publiziert) verifiziert (freundlicherweise
durchgefiihrt von Heiko Andrea, Evonik Degussa GmbH; nicht gezeigt). Durch den

anschlieBenden KO des PclLIG4 Gens wurde auch hier (wie im Stamm CS) eine leichte
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Reduktion der finalen End-ODgoonm beobachtet (nicht gezeigt), was pleiotrope Effekte
einer PcLIG4-Deletion in Bezug auf das Wachstum in P. ciferrii nahelegt (s. oben).

Da der Stamm 125A+ weiterhin signifikante Mengen an TriASa produzierte, kann man
davon ausgehen, dass mindestens einer der drei Schritte im Biosyntheseweg von SPH
limitierend war. Bislang konnte allerdings nach Uberexpression von verschiedenen
Ceramidsynthase-, Dihydroceramid A4-Desaturase- und Ceramidase-Genen (in
verschiedenen Kombinationen), keine Kombination gefunden werden, die zu einem
besseren TriASo / TriASa-Verhéltnis flhrte als jene, die im Plasmid p-So-22 codiert ist
(BORGEL, 2007; BORGEL et al., nicht publiziert). Versuche, weitere heterologe Gene

Uberzuexprimieren, wurden in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefihrt.

Der Stamm 125A+ produzierte mit etwa 12 mg * L™ nicht unerhebliche Mengen an TriASd
(BORGEL et al., nicht publiziert). Durch die Deletion von PcSLD1 wurde dies unterbunden,
flihrte jedoch nicht wie erhofft zu einer verbesserten TriASo-Produktion (da theoretisch
Ceramid akkumulieren sollte). Ob dies an einer Limitierung der Ceramidase-Aktivitat liegt
kann nur spekuliert werden. Fiir die Ubertragung auf einen industriell nutzbaren TriASo-
Produzenten ware die Inaktivierung des PcSLD1 Gens dennoch von enormem Vorteil. Ein
Phinotyp, wie z.B. in C. albicans, konnte nach Inaktivierung des Sphingolipid A%-

Desaturase-Gens nicht beobachtet werden (OURA & KaJIwARA, 2008).

Die Deletion des putativen Sphingolipid Alpha-Hydroxylase-Gens PcSCS7 resultierte in
einem starken Abfall der TriASa-Produktion bei gleichbleibender TriASo-Produktion.
Aufgrund der mutmaRlich fehlenden a-Hydroxylierung der Fettsdaure im Dihydroceramid
konnte das entsprechende Dihydroceramid moglicherweise besser von PcDesl zu
Ceramid umgesetzt werden. Um dies zu bestatigen kdnnte man die Ceramide mittels ESI-
MS/MS naher untersuchen und die Aktivitdt von PcDesl mit hydroxylierten und nicht-
hydroxylierten Substraten wie in (ScHuULzE et al., 2000) beschrieben analysieren. Dieser
Theorie folgend koénnte es dadurch zu einer effizienteren Acylierung von Sphinganin
(Ceramid-Synthese) gekommen sein, wobei dann die Ceramidase-Aktivitat limitierend
gewesen sein kdonnte. Zudem kdnnte omCerl eine Praferenz fir hydroxyliertes Ceramid

gegeniber Ceramid besitzen. In wie fern es im Stamm 125A+SCS7 zur Akkumulation von
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Ceramid kam wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Einen hemmenden Effekt von
hydroxyliertem Dihydroceramid auf die oCvlagl vermittelte Dihydroceramid-Synthese
(z.B. im Stamm 125A+) ist als unwahrscheinlich anzusehen, da der Sphingolipid-
Metabolismus des Coccolithovirus EhV-86 vermutlich darauf ausgelegt ist, den des Wirts
[Emiliana huxleyi (,Kalkalge”)] zu storen (WIiLsoN et al., 2005; PAGARETE et al., 2009),
weshalb eine Regulation durch andere Sphingolipide kontraproduktiv ware.

Nichtsdestotrotz ist die durch die Deletion von PcSCS7 bedingte Reduktion der TriASa-
Nebenprodukt-Bildung ein wichtiger Vorteil, um TriASo biotechnologisch kosten-effizient

herstellen zu kdonnen.

Die Inaktivierung der beiden endogenen Ceramidase-codierenden PcYXC1-Allele fiihrte zu
einer merklichen Herabsetzung der Produktion von sowohl TriASo als auch TriASa. Dies
zeigt, dass die Aktivitdt von omCerl alleine limitierend fiir eine effiziente TriASo-
Produktion ist und die Co-Expression von PcYXC1 diese Limitierung aufhebt oder
zumindest herabsetzt. Gleichzeitig war in den Fermentationsproben des Stammes
125A+YXC1.2 ein erhdhtes TriASo : TriASa Verhdltnis zu erkennen. Die Ceramidase
omCer1 hydrolysiert ausschlieflich SPH-basierte Ceramide (MAo et al., 2003). Falls PcYxcl
auch Dihydroceramide hydrolysiert, wiirde man nach dessen Inaktivierung ein
verbessertes TriASo : TriASa Verhadltnis erwarten, da weniger SA (iber diesen salvage
pathway freigesetzt wiirde. Nahere Untersuchungen diesbezliglich wurden bislang jedoch

nicht durchgefihrt.

Weshalb die Deletion von PcSCH9 mit einer Verbesserung der TriASo- und TriASa-
Produktion einherging ist unklar. Vermuten konnte man eine Steigerung der LCB-
Biosynthese, wobei PcSch9 eine regulatorische Funktion als Kinase im Sphingolipid-
Metabolismus haben kdnnte. Da eine Deletion von PcSCH9 im Stamm CS keinen Effekt in
Bezug auf die TAPS-Produktion hatte, ist eine gesteigerte LCB-Biosynthese als Ursache
eher unwahrscheinlich. Vielmehr kénnten die gesteigerten Mengen an TriASa und TriASo
einer erhoéhten Freisetzung von LCBs aus SA- und SPH-haltigen Sphingolipiden (salvage
pathway) zugrunde liegen. In Zusammenhang mit dem Sphingolipid-Metabolismus ist von

der AGC-Kinase Sch9 bekannt, dass diese in Abhangigkeit von LCBs phosphoryliert wird
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(Liu et al., 2005). Ferner gibt es Hinweise in S. cerevisiae auf eine Sch9-abhangige

Regulation des Sphingolipid-Metabolismus (DE SNIIDER et al., 2010).

Cerebroside [bzw. (Mono-)Glykosyl-Ceramide] kommen in nahezu allen bekannten Hefen
vor. lhnen liegt ein stark konserviertes Sphingoidbasen-Gerist [i.d.R. 9-Methyl-(4,8-)
Sphingadienin] zugrunde (BARRETO-BERGTER et al., 2004). 9-Methyl-(4,8-)Sphingadienin
wiederum wird aus Sphingosin synthetisiert. Da die Deletion des putativen Ceramid-
Glykosyl-Transferase-Gens PcGCS1 keinen Effekt auf die TriASo-Produktion hatte, kann
man davon ausgehen, dass Cerebroside (im Stamm 125A+) vermutlich keine
nennenswerten Anteile der Sphingolipid-Fraktion ausmachen und zudem nicht essentiell

fr P. ciferrii sind.

Die Deletion von PcAURI1 war in dieser Arbeit (im Stamm 125A+) nicht moglich, weshalb
anzunehmen ist, dass es sich, wie in S. cerevisiae (HEIDLER & RADDING, 1995), um ein
essentielles Gen handelt. Eine Maoglichkeit die Aktivitdt der IPC-Synthase PcAurl
herabzusetzen (um so weniger LCBs in die Sphingolipid-Biosynthese einzuschleusen),
wadre die Supplementierung mit Aureobasidin A in verschiedenen nicht-letalen
Konzentrationen. Aureobasidin A ist ein Inhibitor der IPC-Synthase und fihrt

normalerweise zum Absterben der Zellen (ENDO et al., 1997; NAGIEC et al., 1997).

Der Ansatz die Ceramid-Bildung uber den salvage pathway (aus komplexeren
Sphingolipiden) zu optimieren schlug vermutlich fehl, da die Uberexpression von PclSC1
keinen Effekt auf die TriASo- und TriASa-Produktion hatte (wobei unklar ist, ob PcISC1
wirklich Uberexprimiert wurde). Interessant zu wissen ware, ob es im Stamm
125A+ISCloe zu einem Anstieg der Intermediate des Sphingosin-Biosyntheseweges
(Ceramide) kam, was z.B. Uber ESI-MS/MS Analysen verifiziert werden konnte. In S.
cerevisige fuhrt eine Deletion von ISC1 zu einem Anstieg an komplexen Sphingolipiden
(IPCs), wohingegen eine erhohte Aktivitdit von Iscl in einer Herabsetzung der IPC-
Produktion resultiert (TABUCHI et al., 2006). Weiterhin ist bekannt, dass ein durch
Hitzestress bedingter Anstieg an Ceramiden (Dihydroceramiden) auf die Aktivitdt von Iscl

zurlickzufiihren ist (CowaART et al.,, 2006). Da Pclscl vermutlich nur fir den
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mitochondrialen Sphingolipid-Metabolismus wichtig ist (KITAGAKI et al., 2007; KITAGAKI et
al., 2009), ware eine artifizielle Ko-Translokation von Pclscl ins ER ein denkbarer Ansatz,

die Ceramid-Biosynthese Uber den salvage pathway zu erhéhen.

4.6.1 Das Plasmid pCS.426.50.V

Die Vorteile des in dieser Arbeit konstruierten Plasmids pCS.426.50.Vx,, gegeniliber dem
Plasmid p-S0-22ypa (P-S0-22.lIxpas) Wurden bereits an anderer Stelle verdeutlicht (3.4.2).
Bei allen getesteten Transformanten (CS.So.V.1, CS.S0.V.2, CS.So.Il.1 und CS.So.11.2) kann,
aufgrund der Integration Gber doppeltes cross over, davon ausgegangen werden, dass die
jeweiligen integrierten Plasmide als einfache Kopie im Genom vorlagen. Da sich in Bezug
auf die TriASo-Produktionen kein signifikanter Unterschied zwischen den Stammen
erkennen liel und diese liber den getesteten Zeitraum relativ stabil TriASo produzierten,
waren vermutlich auch die Expressionskassetten genomisch stabil. Der Verlust nur eines
dieser Gene wirde hdochst-wahrscheinlich in einer merklichen Abnahme der TriASo-
Produktion resultieren (BORGEL, 2007; BORGEL et al., nicht publiziert). Die Ergebnisse
implizieren zudem, dass SPH bzw. TriASo keinen wachstumshemmenden Effekt hat und
eine optimierte TriASo-Produktion (in diesen Malien) keine Wachstumsnachteile birgt
(die durch homologe Rekombination der Promotor-Elemente leicht hatten umgangen
werden kdnnen).

Die Transformanten mit integriertem pCS.426.50.Vy,, Wiesen anfangs deutlich geringere
TriASa-Produktionen auf, als jene mit integriertem p-So0-22.llxys. Der Grund hierfiir ist
nicht bekannt, zeigt aber, dass im Rahmen der Konstruktion eines TriASo-Produzenten
das Plasmid pCS.426.50.Vxpa Wahrscheinlich von Vorteil ist (aufgrund der geringen
Nebenprodukt-bildung). Nach mehrtagiger Kulturfihrung war ein gradueller Abfall der
TriASa-Produktion bei den Stammen CS.So.Il.1 und CSS.So.Il.2 erkennbar. Die Ursache fur
diese Adaptation (vermutlich bedingt durch die mutmaRlich wachstumshemmende
Wirkung von SA / TriASa) ist nicht bekannt. Eine Moglichkeit ware eine optimierte
Ceramid-Synthese, wodurch weniger SA flr die Acetylierung zu TriASa zur Verflgung
stiinde. Da keine erhdhte TriASo-Produktion erreicht wurde, wiirde dies gleichzeitig

bedeuten, dass eine Limitierung in der Sphingosin-Biosynthese vorhanden gewesen sein
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kdnnte (inwiefern die SPH-Acetylierung oder der -Export limitierend fiir die TriASo-
Produktion war ist unbekannt).

Im Gegensatz zur Produktion von TriASa, unterlag die Produktion von TriASo relativ
starken Schwankungen. So wurden wahrend der frithen stationdren Wachstumsphase
merklich héhere TriASo-Produktionen beobachtet, als wahrend der spaten exponentiellen
Wachstumsphase. Da die korrespondierenden Gene fiir die TriASo-Produktion jeweils
unter der Kontrolle des PcTDH3- bzw. PcENO1-Promotors lagen, ist eine Regulation durch
Expression als Ursache hierfir vermutlich unwahrscheinlich (gerade in Bezug auf
PcTDH3p). Mittels qRT-PCR wiére dies jedoch zu verifizieren. Da in der stationaren
Wachstumsphase kein Wachstum und dementsprechend wahrscheinlich eine stark
verringerte Membran-Biogenese stattfand, stand vermutlich mehr Sphingosin fir die
Acetylierung zu TriASo in dieser Wachstumsphase zur Verfligung (aufgrund eines
reduzierten Ceramid- / Sphingolipid-Anabolismus). Dies wiirde, zumindest in der spaten
exponentiellen Wachstumsphase, auf eine Limitierung in der drei-Schritt-Biosynthese von

Sphingosin hindeuten.

Konstruktion eines Hochleistungs-TriASo-Produzenten:

Fiir die Konstruktion eines TriASo-Hochleistungsproduzenten wurde die Transformation
des Stammes CSS.L4.0.L2.L1.U mit dem Plasmid pCS.426.50.Vxy, angestrebt. Diese schlug
allerdings nach mehrmaligen Versuchen fehl, was darauf hindeutet, dass eine stark
optimierte SPH- bzw. TriASo-Produktion toxisch fur P. ciferrii sein kdnnte. In S. cerevisiae
wurde gezeigt, dass SPH-1-P toxisch ist, was durch Deletion von LCB4 umgangen werden
konnte (TaNI et al., 2006). Weiterhin wurde der Stamm CSS.L1.L2.0.U (besitzt intaktes
PcLCB4-Gen) in der vorliegenden Arbeit ebenfalls mit pCS.426.50.Vyyq transformiert, was
auch nicht zum Erhalt von Transformanten fiihrte (zur Information: Die Deletion von
PcLCB4 im Stamm 125A+ fihrte zu einem etwa zweifachen Anstieg der TriASo- und
TriASa-Produktion; nicht gezeigt). Die Ursache fiir die mutmaRlich toxische Wirkung von
SPH ist unklar, konnte jedoch z.B. durch eine gestorte lipid raft-Ausbildung begriindet
sein, wie sie mit SPH-haltigen Sphingolipiden in S. cerevisiae beobachtet wurde (TaNI et

al., 2006).
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Ein moglicher Ansatz, einen Stamm mit optimierter TriASo-Produktion zu konstruieren,
widre die Transformation von Vorgidngerstimmen mit weniger optimierter LCB-
Biosynthese, wie CS.CSS, CSS.L1, CSS.L1.L2, CSS.O, etc. (nach Inaktivierung des PcURA3-
Gens) und die anschlieRende Deletion von PcSCS7, PcSLD1 und / oder PcSCH9. Da
unbekannt ist, welche der Gene im Stamm CSS.L4.0.L2.L1.U deletiert bzw. Gberexprimiert
werden missen, um eine nicht-letale TriASo-Produktion zu erlauben, ware eine
Expressions dieser Gene Uber regulierbare Promotoren denkbar. So kénnte man leicht
verschiedene Kombinationen an Deletionen und Uberexpressionen testen, um eine
optimale TriASo-Produktion zu erzielen. Fir P. ciferrii sind bislang allerdings noch keine

regulierbaren Promotoren bekannt.

4.6.2 Phenotype MicroArray™

Mittels Phenotype MicroArray™ Analyse sollten, wie bereits erldutert, Bedingungen
gefunden werden, unter denen ein TriASo-Produzent gegenliber einem TriASa-
Produzenten Wachstumsvorteile hat. Unter den rund 2000 von Biolog getesteten
Wachstumsbedingungen wurde in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Reproduktions-
Experimenten nur eine Bedingung (100 uM N-Acetyl-L-Cystein) identifiziert, die das
Wachstum des Stammes CS-So-125 (und nicht das des Stammes WT 2.1) verbesserte.
Zwischen den Stammen CS-So-125 und WT 2.1.U konnte dieser Unterschied im
Wachstum allerdings nicht festgestellt werden, der somit auf das vorhandene PcURA3-
Gen in diesen Stammen zurlickzufiihren ist. In wie fern eine Orotidin-5-Phosphat-
Decarboxylase (PcUra3) am Metabolismus von N-Acetyl-L-Cystein beteiligt ist und in
welchem Zusammenhang dies mit besserem Wachstum stand ist ungeklart. Mit den
anderen Substanzen, die laut Biolog einen Phdnotyp verursachten, konnten keine
Veranderungen im Wachstum der getesteten Stamme beobachtet werden. Prinzipiell ist
fraglich, ob der Stamm CS-So-125 geniigend hohe Mengen an TriASo in den von Biolog
verwendeten Medien produzierte, um einen Wachstumsvorteil gegeniber dem
Referenzstamm haben zu kdnnen. Die LCB-Produktion von P. ciferrii ist in SMD-Medium

signifikant geringer als in TAPS-Medium (nicht gezeigt).
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Da keine der getesteten Wachstumsbedingungen einen Wachstums-Phanotyp mit sich
brachte, blieb das geplante evolutionary engineering (hinsichtlich einer optimierten

TriASo-Produktion) mit dem Stamm CS-So-125 aus.

4.7 Transport acetylierter LCBs in P. ciferrii

In wie fern der Transport acetylierter LCBs in den in dieser Arbeit konstruierten Stammen
limitierend fur die Produktion von TAPS, TriASa oder TriASo war ist unklar. Limitierungen
diesbezliglich konnten (zumindest in den Stdmmen mit stark optimierter TAPS-
Produktion) bereits aufgetreten sein. Moglicherweise trug eine Limitierung im Export von
TriASa und / oder TriASo zu den beobachteten Wachstums-Phdnotypen bei (z.B. im
Stamm CSS.L4.0.L2.L1.52). Uber den Export der acetylierten LCBs in P. ciferrii ist bislang
nichts bekannt. Denkbare Mechanismen fiir den Export sind Exozytose oder die Sekretion
iber membranstindige Transporter. Um letzteres ndher zu untersuchen, wurden in
dieser Arbeit putative Gene deletiert (PcRTA1, PcRTA2, PcRTA4, PcRTA44 und PcRTM1),
die fir mutmalliche LCB-Transporter in P. ciferrii codieren konnten. Die
Wahrscheinlichkeit, dass ein LCB-spezifischer Transporter auch acetylierte LCBs
transportiert ist vermutlich gering (aufgrund der sterischen Unterschiede von acetylierten
und nicht-acetylierten LCBs). Man kann jedoch annehmen, dass sich in P. ciferrii ein
solcher Transporter ortholog aus einem spezifischen LCB-Transporter entwickelt hat und
daher eine signifikante Homologie zu LCB-Transportern aus anderen Hefen haben kdnnte.
Die sog. Rtal-Superfamilie, zu der auch der vermeintliche LCB-Transporter Rsbl zahlt
(KIHARA & IGARASHI, 2002), umfasst in Hefe fiinf Mitglieder (MANENTE & GHISLAIN, 2009). In P.
ciferrii konnten ebenfalls fliinf potentielle Mitglieder der Rtal-Superfamilie identifiziert
und inaktiviert werden. Die jeweilige Inaktivierung im Stamm 125A+ ergab jedoch
weiterhin unverinderte Mengen an TriASo und TriASa in den Uberstinden der
Fermentations-Proben (s. 3.5), weshalb sich annehmen lasst, dass keines der inaktivierten
Gene am Export von acetylierten LCBs beteiligt war (sofern der Export nur Gber ein
Protein vermittelt wird). Moglicherweise verlauft der Export Gber mehrere der hier
getesteten Proteine, weshalb sich kein Phdnotyp nach den jeweiligen Einzeldeletionen

auffinden liel3.
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Die putativen Transporter-Gene wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht in einem TAPS-
Produzenten inaktiviert. Daher ist unklar, ob diese am Export von TAPS beteiligt sind.
Anhand der hohen Strukturahnlichkeiten der LCBs kann man jedoch annehmen, dass ein
Transporter alle acetylierten LCBs (wenn auch mit unterschiedlichen Affinitaten)
exportieren kann, weshalb die Inaktivierungen im Stamm 125A+ als ausreichend
erschienen. Rsb1 beispielsweise gilt als LCB-spezifischer Transporter und ist am Transport
aller LCBs (PHS, SA und SPH) beteiligt (KIHARA & IGARASHI, 2002) [In einer anderen Studie
wurde Rsb1l dbrigens als G-Protein-gekoppelter Rezeptor postuliert, der an der
Endozytose von Membranproteinen beteiligt ist (JOHNSON et al., 2010) (moglicherweise
auch von LCB-Transportern)]. Der Export der acetylierten LCBs kdnnte weiterhin Gber
Transporter der ABC-Familie erfolgen, die in Hefe mehr als ein Dutzend Mitglieder
umfasst (JUNGWIRTH & KUCHLER, 2006). Fir S. cerevisiae existieren Hinweise, dass LCBs als
Substrat des ABC-Transporters Pdr5 erkannt werden konnen (KeaN et al., 1997; KIHARA &
IGARASHI, 2004). Ferner sind in hoheren Eukaryonten ABC-Transporter identifiziert worden,
die an der Translokation von Lipiden (z.B. LCBs, Sphingolipide und LCB-Ps) beteiligt sind
(AYE et al., 2009; KAWAHARA et al., 2009; NAGAO et al., 2010; TAKABE et al., 2010).

Im Rahmen einer optimierten Produktion acetylierter LCBs wadre die Aufklarung des
Export-Mechanismus’ in P. ciferrii wahrscheinlich ein wichtiger Schritt fir weitere

metabolic engineering-Ansatze.

4.8 Acetylierung von LCBs

Die Acetylierung von Sphingoidbasen ist, soweit bekannt, einzigartig fir P. ciferrii. In wie
weit die Acetylierung eine Limitierung der Sphingoidbasen-Produktion darstellt ist bislang
nicht geklart. Da keine nicht-acetylierten LCBs ins extrazelluldre Medium von P. ciferrii
sekretiert werden, ist die Acetylierung vermutlich eine Voraussetzung fiir deren Sekretion
(BARENHOLZ et al., 1971). Welchen Nutzen P. ciferrii von der Sekretion grofRer Mengen
acetylierter LCBs (bzw. TAPS) hat ist unklar. Eine anti-mikrobielle Wirkung von TAPS ware
dabei denkbar.

In einer Studie von 1971 wurde eine an die LCB-Acetyl-Transferase-Aktivitat gekoppelte

LCB-Produktion beobachtet (BARENHOLZ et al., 1971). Dort wurde eine feed back-
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inhibierende Wirkung von LCBs auf deren eigene Synthese diskutiert, wobei die
Acetylierung diese inhibierende Wirkung aufhebe. Falls LCBs eine feed back-inhibierende
Wirkung auf die Aktivitat der SPT in P. ciferrii haben, wadre eine Optimierung der
Acetylierung wahrscheinlich von groBem Vorteil. In den Fermentationsproben des
Stammes CSS.L4.0.L2.L1.S2 z.B. wurden neben den stark erhéhten Mengen an TAPS, im
Vergleich zum Ausgangsstamm CS [mit rund 44 mgriaps) * g’l(TAps)], signifikant hohere
TriAPS-Mengen detektiert [etwa 200 mgriaps) * g'l(TAps)], wie sich mittels LC-MS/MS
herausstellte. Eine Limitierung der LCB-Acetylierung in Stammen mit stark erhdhter TAPS-
Produktion ist somit naheliegend.

Da zu Beginn dieser Arbeit davon ausgegangen wurde, dass die LCB-Acetyl-Transferase-
Aktivitat im ER lokalisiert ist und vermutlich mit der ER-Membran assoziiert ist, wurden in
silico putative Proteine mit wenigstens einer vorhergesagten Transmembran-Domadne
ausgewahlt, um deren korrespondierenden Gene zu deletieren / disruptieren. In den
Fermentationsproben der jeweiligen Stamme konnte nach wie vor TAPS detektiert
werden. Falls LCBs von nur einem dieser Enzyme acetyliert wiirden, lieRe dies den Schluss
zu, dass keine der hier deletierten Gene fiir eine LCB-Acetyl-Transferase codiert. Wie viele
Enzyme an den LCB-Acetylierungen beteiligt sind war bisher allerdings nicht bekannt.

In einer vergleichenden Proteom-Analyse zwischen dem P. ciferrii Wildtyp-Stamm PCWT
und einem P. ciferrii Stamm, der kein TAPS produziert (nicht gezeigt), konnten zwei
putative Acetyl-Transferasen identifiziert werden (PcAtf2 und PcSli1), die in dem ,,Nicht-
Produzenten” nicht nachweisbar waren (Evonik Degussa GmbH; Daten nicht gezeigt). Die
Deletion von PcATF2 im Stamm CS fihrte dazu, dass ausschliellich TriAPS anstelle von
TAPS produziert wurde, was den Verdacht nahe legt, dass PcATF2 fiir eine Acetyl-
Transferase codieren konnte, die TriAPS zu TAPS acetyliert. Da die Aminogruppe des
gemessenen TriAPS’ acetyliert war, muss demnach eine freie Hydroxylgruppe vorhanden
gewesen sein, die vermutlich von PcAtf2 acetyliert wiirde. Die heterologe Expression von
PcATF2 in S. cerevisiae ergab keine nachweisbaren Acetyl-Derviate von Sphingoidbasen in
den Fermentationsproben, wobei unklar ist, ob PcATF2 exprimiert wurde. Moéglicherweise
ware fir diesen Zweck ein fiir S. cerevisiae codon-optimiertes PcATF2 notwendig. Im
Stamm CS.slil (sli1A) waren keine acetylierten Derivate von PHS detektierbar. Die

heterologe Expression von PcSLI1 in S. cerevisiae resultierte in nachweisbaren Mengen an

134



DISKUSSION

TriAPS, bei dem ebenfalls die Aminogruppe acetyliert war (persoénliche Mitteilung Frank
ter Veld, Ruhr-Universitat Bochum). Dies zeigt, dass es sich bei PcSlil wahrscheinlich um
eine LCB-Acetyl-Transferase handelt, die sowohl Amino- als auch Hydroxyl-Gruppen von
PHS acetylieren kann. In Anbetracht dieser Ergebnisse ldsst sich spekulieren, dass PcSlil
fir die Synthese von TriAPS aus PHS verantwortlich ist, welches von PcAtf2 erkannt wird
und zu TAPS acetyliert wird (kdnnte durch heterologe Co-Uberexpression von PcATF2 und
PcSLI1 in S. cerevisiae naher verifiziert werden). Vorstellbar ware dabei die Acetylierung
der durch PcSyr2 angefligten Hydroxylgruppe im TriAPS (£ Phytosphingosin-C4-O-Acetyl-
Transferase-Aktivitat).

In Bezug auf die Acetylierung von Sphinganin und Sphingosin ergab sich ein weniger
klares Bild nach der Deletion von PcATF2 bzw. PcSLI1 (im Stamm 125A+). Die Deletion von
PcATF2 bzw. PcSLI1 fiihrte in beiden Fallen zu keinen messbaren Mengen an TriASa. Bei
der Deletion von PcSLI1 wurde dieser Phdnotyp erwartet, wohingegen bei der Deletion
von PcATF2 eine unveranderte TriASa-Produktion (aufgrund der Aktivitdt von PcSlil)
erwartet wurde. Dies ldsst darauf schlieBen, dass beide Enzyme notwendig fir die
Produktion von TriASa sind, wobei deren genaue Funktionen dabei ndher untersucht
werden missten.

In Anbetracht der Ergebnisse kann man weiterhin annehmen, dass beide Enzyme in der
Lage sind TriASo aus SPH zu synthetisieren, da die jeweiligen Deletionen zu einem starken
Abfall der TriASo-Produktion fuhrten (vgl. Abb. 25). Dabei ist eine Uberlappende
Substratspezifitat von beiden Acetyl-Transferasen denkbar. In den Stammen 125A+atf2
und 125A+s/i1 war vermutlich die Acetylierung von SPH limitierend fir die TriASo-
Produktion. Fir eine effiziente TriASo-Produktion ware daher ein Stamm mit intaktem
PcAFT2- und PcSLI1-Gen notig. Welchen Effekt die Uberexpression von PcATF2 und / oder
PcSLI1 auf die TriASo-Produktion hat, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht,
wiére jedoch vermutlich ein vielversprechender Ansatz die TriASo-Produktion zu
verbessern. Ob noch weitere Enzyme in der Lage sind SPH zu acetylieren ist nicht klar.
Eine Doppeldeletion von PcATF2 und PcSLI1 im Stamm 125A+ koénnte hier mehr
Aufschluss dariber geben. Weshalb in den Fermentationsproben der friihen stationaren
Wachstumsphase beider Stamme kein TriASo mehr nachweisbar war ist unbekannt,

spricht jedoch fiir einen Stamm-spezifischen Abbau (bedingt durch den af2A bzw. slilA
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Genotyp). Moglicherweise kam es zu einer Deacetylierung von TriASo. Diese konnte durch
eine funktionell homologe Lipase zu Sayl aus S. cerevisiae katalysiert worden sein. Say1
deacetyliert von Atf2 acetylierte Sterole (JAcQUIER & ScHNEITER, 2010). Welcher
Zusammenhang zwischen dem af2A bzw. slilA Genotyp und dem Abbau von TriASo

besteht ist allerdings unklar.

AbschlieBend ldsst sich anhand der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse und
identifizierten Gene ein klareres Bild des Sphingoidbasen-Metabolismus in der Hefe P.

ciferrii postulieren (s. Abb. 26 und Abb. 27).
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L-Glycin sert 7
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shm1, Shm32 #
Malonyl-Coa
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Palmitoyl-CoA
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Abb. 26: Schematische Darstellung des postulierten LCB-Metabolismus in P. ciferrii in Bezug auf Sphinganin
und Phytosphingosin (stark vereinfacht; ohne salvage pathway). Die Kondensation von L-Serin und
Palmitoyl-CoA ist der initiale Schritt des de novo LCB-Biosyntheseweges. Dieser, wie auch die weiteren
Schritte, finden im ER statt (z.T. in der ER-Membran; nicht gezeigt). Acetyliertes Phytosphingosin (TAPS)
stellt die Hauptform acetylierter LCBs im Wildtyp dar (TriASa macht dort maximal 5 % aus). Nach der
Acetylierung der LCBs zu TAPS bzw. TriASa werden diese auf bislang unbekanntem Wege aus der Zelle
geschleust (nicht gezeigt). Die N-Acylierung der LCBs wird von den Ceramidsynthasen Lagl und Lafl (inkl.
Lipl-Untereinheit) katalysiert. ER: endoplasmatische Retikulum; FS: Fettsaure; SPT: Serin-Palmitoyl-
Transferase; TAPS: Tetra-Acetyl-Phytosphingosin; TriAPS: Tri-Acetyl-Phytosphingosin; TriASa: Tri-Acetyl-
Sphinganin.
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Abb. 27: Schematische Darstellung des postulierten LCB-Metabolismus in P. ciferrii in Bezug auf Sphingosin
(stark vereinfacht; ohne salvage pathway). Sphingosin wird in drei Schritten aus Sphinganin und einer
aktivierten Fettsdure (Acyl-CoA) synthetisiert. Nach Actylierung zu TriASo wird dieses sekretiert (nicht
gezeigt) Ceramid‘: Sphingadienin-haltiges Ceramid.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die nicht-konventionelle Hefe P. ciferrii produziert grofle Mengen der tetra-acetylierten
Sphingoidbase Phytosphingosin (TAPS). Sphingoidbasen sind essentielle Komponenten
des stratum corneums, der multilamellaren Barriere der menschlichen Haut, und daher in
der Kosmetik-Industrie von groBem Interesse. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die
biotechnologische Produktion der Sphingoidbasen Phytosphingosin, Sphinganin und
Sphingosin auf molekularbiologischer Ebene in P. ciferrii charakterisiert und optimiert

werden.

Die Hefe P. ciferrii konnte durch Etablierung einer einfachen und hoch-effizienten
Transformations-Methode auf genetischer Ebene leicht zuganglich gemacht werden.
Durch Inaktivierung des fiir NHEJ essentiellen PcliG4 Gens konnte die Effizienz
zielgerichteter genomischer Integrationen von transformierten DNA-Konstrukten von 1 %
auf 87 % erhoht werden. Die Etablierung des Cre-loxP Systems erlaubte das mehrfache
Verwenden eines Selektions-Markers wodurch sukzessiv mehrere genomische
Integrationen in einem Stamm ermaoglicht wurden. Durch diese Errungenschaften konnte
das Ziel ,,Optimierung der Sphingoidbasen-Produktion der nicht-konventionellen Hefe P.

ciferrii“ im Folgenden erfolgreich verfolgt werden.

Der initiale Schritt der Sphingoidbasen-Biosynthese ist die von der Serin-Palmitoyl-
Transferase katalysierte Kondensation von L-Serin und Palmitoyl-CoA. Durch die Deletion
von Genen, die am L-Serin-Katabolismus von P. ciferrii beteiligt sind (PcSHM1, PcSHM?2
und PcCHA1), konnte die de novo Sphingoidbasen-Biosynthese optimiert werden und
flhrte in einem lig4A Stamm zu einer etwa dreifachen Erhéhung der TAPS-Produktion.
Weitere Ansdtze den (vermutlich durch L-Serin feed back regulierten) L-Serin-
Biosyntheseweg bzw. die in vivo L-Serin-Verfligbarkeit zu optimieren, flihrten nicht zu
einer gesteigerten TAPS-Produktion. Durch weitere Deletion und Uberexpression von
Genen des Sphingolipid-Stoffwechsels konnte die TAPS-Produktion jedoch um ein

Vielfaches verbessert werden. So konnte ein Stamm konstruiert werden, der die Gene
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PcLCB1, PcLCB2 und PcSYR2 liberexprimiert und Deletionen der Gene PcSHM1, PcSHM?2,
PcCHA1, PcLCB4 und PcORM12 tragt. Dieser Stamm (CSS.L4.0.1L2.L1.52) wies eine mehr
als funffach erhohte maximale spezifische TAPS-Produktbildungsrate (gpmax) auf und
produzierte mit 2 g * L™ rund siebenmal mehr TAPS als der ligdA Ausgangsstamm,

weshalb ein Einsatz dieses Stammes fur die industrielle TAPS-Produktion denkbar ware.

Ausgehend von einem fir die TAPS- (und somit Sphingoidbasen-) Produktion optimierten
Stamm sollten Stamme mit optimierter TriASa- oder TriASo-Produktion fiir industrielle
Zwecke generiert werden. Es stellte sich allerding heraus, dass erhohte Mengen dieser
Sphingoidbasen wahrscheinlich wachstumshemmend fir P. ciferrii sind, weshalb eine
weitere Produktions-Optimierung nicht ohne Weiteres moglich ist. In einem Laborstamm
gelang es jedoch, durch Konstruktion und anschlieBende Transformation eines
optimierten integrativen Plasmids (trdgt die Gene, die fiir die Produktion von Sphingosin
bzw. TriASo noétig sind) eine TriASo-Produktion von bis zu 30 mg * g-l(BTM) zu erzielen,
wobei gleichzeitig die Bildung des Nebenprodukts TriASa auf weniger als 4 mg * g’l(BTM)
reduziert wurde. Weiterhin konnte durch Deletion von PcSCS7 in einem TriASo-
Produktionsstamm die TriASa-Produktion mehr als vierfach reduziert werden. Die Bildung
eines weiteren von P. ciferrii gebildeten Nebenproduktes [Tri-Acetyl-Sphingadienin
(TriASd)] konnte durch Deletion des PcSLD1 Gens unterbunden werden. Nach
Inaktivierung von PcSCH9 konnte eine fast 20 %ige Verbesserung der TriASo-Produktion

erreicht werden.

Es konnten zwei putative Acetyl-Transferasen identifiziert werden (PcAft2 und PcSlil), die
an der Acetylierung von Phytosphingosin (zu TAPS), Sphinganin (zu TriASa) und Sphingosin
(zu TriASo) beteiligt sind. Die Aufklarung und Optimierung dieser von PcAtf2 und PcSlil
katalysierten Schritte sind vielversprechende Ansatzpunkte die Sphingoidbasen-

Produktion in P. ciferrii weiter zu optimieren.
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Abbildungen

1 kb -

Abb. A 1: Gel-elektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten, ausgehend von DNA der mit PcURA3-
Deletions-Konstrukt transformierten Uracil-prototrophen Stamme (lig44). Spur 10/55 reprasentiert einen
von zehn analysierten prototrophen Transformanten. Als Positivkontrolle (+) wurde DNA eines Uracil-
auxotrophen Stammes verwendet. Aus (SCHORSCH et al., 2009).
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Abb. A 2: Das Plasmid pCS.nat.DoARS konnte in C. jadinii autonom replizieren, jedoch nicht in P. ciferrii.
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P-PcPDAT P-PcPDAT
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T-PcTEF1 T-PcTEF1

Abb. A 3: Die Plasmide pCS.CuARS1 und pCS.CuARS2 wurden konstruiert, indem CuARS1 und CuARS2
jeweils mittels PCR aus genomischer C. jadinii DNA amplifiziert und nach Restriktions-Verdau mit Aatll und
Pstl in den Vektor p-natl,gqypsy ligiert wurden.
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Abb. A 4: Plasmidkarte des pop-in Plasmids p-So-22. Dieses Plasmid diente im Zuge der Konstruktion eines
TriASo-produzierenden Stammes als Expressionsvektor von omCerl, PcDES1 und oCvLAG1.
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Abb. A 5: TriASo- und TriASa-Produktion von in dieser Arbeit konstruierten P. ciferrii Stimmen mit
Deletionen von putativen RTA2-ahnlichen Genen. Die Probennahme erfolgte wahrend der frihen
stationdren  Wachstumsphase der jeweiligen  Stdamme. Fehlerbalken reprasentieren die
Standardabweichung des Mittelwertes (n = 3). Ges.: gesamt; US: Uberstand.
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Abb. A 6: Struktur-Vergleich von Myriocin und Phytosphingosin. Myriocin ist ein Sphingoidbasen-Analogon
und potenter Inhibitor der SPT. Myriocin wird in S. cerevisiae von Slil N-acetyliert, wodurch dessen

inhibierende Wirkung stark reduzert wird.
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Abb. A 7: RP-HPLC-Chromatogramme von Fermentationsproben der Stamme CS.atf2 (a) und CS.sli1 (b)
(schwarz) im Vergleich zu Stamm CS (blau). a) Der Stamm CS.atf2A produzierte keine messbaren Mengen an
TAPS. Stattdessen waren signifikante Mengen an TriAPS nachweisbar (nicht quantifizierbar). b) Der Stamm
CS.slilA produzierte keine detektierbaren Acetyl-Derivate von Phytosphingosin. TAPS: Tetra-Acetyl-
Phytosphingosin; TriAPS: Tri-Acetyl-Phytosphingosin.

Tabellen

Tab. A 1: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Hefe Stamme.

Quelle/Referenz

K26 (CEN.PK113-13D) MATo ura3-52 MAL2-8c SUC2 EUROSCARF

(Frankfurt, Germany)

| anderepieten |

Cyberlmdnera (Pichia) jadinii s. DSM Nr.: 2361 DSMZ
(Candida utilis)
ratersit | .| |

125A+ s. CS-So0-125; lig4A diese Arbeit
125A+ +AD8D s. 125A+; SLD1::opt.nat1 diese Arbeit
125A+atf2 s. 125A+; atf2A diese Arbeit
125A+GCS1 s. 125A+; gcs1A diese Arbeit
125A+ISC1 s. 125A+; isc1A diese Arbeit
125A+ISCloe s. 125A+; TDH3p:ISC1 diese Arbeit
125A+rtal s. 125A+; rtalA diese Arbeit
125A+rta2 s. 125A+; rta2Ad diese Arbeit
125A+rta4 s. 125A+; rta4A diese Arbeit
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125A+rta44
125A+rtm1
125A+SCH9
125A+SCS7
125A+sli1
125A+YXC1
125A+YXC1.2
CS.AcTr02
CS.AcTr03
CS.AcTr05
CS.AcTr06.1
CS.AcTr06.2
CS.AcTr07
CS.AcTr08
CS.AcTr09
CS.AcTr10
CS.AcTr1l
CS.AcTr12
CS.AcTr13
CS.AcTr14
CS.AcTr15
CS.AcTr16
CS.AcTr17
CS.AcTr18
CS.AcTr19
CS.AcTr20
CS.atf2
cs.c

Cs.cs1
CS.Cs2
CS.Css
Cs.DPL1
cs.L4
CS.LCB3
CS.PCAPro
CS.PCAPro + ALIG4
CS.PCAPro2
(CS; A+2)
Cs.s1
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s. 125A+; rta44A
s. 125A+; rtm1A
s. 125A+; sch9A
s. 125A+; scs7A
s. 125A+; sli1A

s. 125A+; yxc1A/YXC1
s. 125A+; yxc1A/yxclA

ligad Pc_7424Ad
lig4d Pc_745Ad
lig4A Pc_68754
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lig4d Pc_770Ad
lig4A Pc_6325Ad
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lig4A Pc_584Ad
lig4A Pc_616Ad
lig4A Pc_7050Ad
lig4A Pc_1331Ad
lig4A Pc_3463Ad
lig4A Pc_14794
lig4d Pc_7175Ad
lig4a Pc_1301Ad
lig4A Pc_7333Ad
lig4A atf2A

lig4A chalA

lig4A challA shmi1A
lig4A chalA shm2A

lig4A chalA shm1A shm2A

lig4A dpliA
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CS.S2

CS.sli1
CS.So.ll.1
CS.So.1l.2
CS.So.V.1
CS.So0.V.2
CS.SS
CS.SS.Cs.G1
CS.SS.Cs.Gle
CS.SYR2
CS.SYR2.L4
CS.T3oe
cs.U

cs.v

Cs3
CSS.ATF2o0e
CSS.CHO1
CSS.CYS4
CSS.DPL1
CSS.FEN1
CSS.GPM1dr
Css.L1
CSS.L1.1.2
CSS.L1..2.0
CSS.L1.12.0.SYR2 1

CSS.L1.L2.0.SYR2 2

CSS.L1.L.2.0.SYR2 3

CSS.L1.L.2.0.U

CSS.L1.L.2.T30e

CSS.L1.T30e
Css.L2
CSS.L2.T30e
Css.L4

CsS.L4.0
CSS.L4.0.L1.L.2.U
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lig4A shm2A

lig44 sli1A

lig4A ura3A SYR2::p-S50.22. 11y

lig4A ura3A SYR2:: p-S0.22.llypq

lig4A ura3A SYR2::pCS.426.50.Vyp,

lig4A ura3A SYR2::pCS.426.50.V 4

ligdA shm1A shm2A

lig4A shm1A shm2A PcPGl1p:PcCHAL1 gpm1A
s. CS.SS.Cs.G1; evolviert in YEPD

lig4A syr2A

lig44 syr24 Icb4A

lig4A TDH3p:TSC3

ligdA URA3::opt.nat1
lig4A ura3A
LIG4""%:pCS.ALIGA:LIGA
s. CS.CSS; TDH3p:ATF2

s. CS.CSS; cho1A

s. CS.CSS; cys4A

s. CS.CSS; dpl14

s. CS.CSS; fen1A

s. CS.CSS; ACT1p:GPM1
s. CS.CSS; ENO1p:LCB1

s. CS.CSS; ENO1p:LCB1 TDH3p:LCB2

s. CS.CSS; ENO1p:LCB1 TDH3p:LCB2 orm12A
s. CS.CSS; ENO1p:LCB1 TDH3p:LCB2 orm12A
syr2A

s. CS.CSS; ENO1p:LCB1 TDH3p:LCB2 orm12A
syr2A

s. CS.CSS; ENO1p:LCB1 TDH3p:LCB2 orm12A
syr2A

s. CS.CSS; ENO1p:LCB1 TDH3p:LCB2 orm12A
ura3A

s. CS.CSS; ENO1p:LCB1 TDH3p:LCB2
TDH3p:TSC3

s. CS.CSS; ENO1p:LCB1 TDH3p:TSC3
s. CS.CSS; TDH3p:LCB2

s. CS.CSS; TDH3p:LCB2 TDH3p:TSC3
s. CS.CSS; Icb4A

s. CS.CSS; Icb4A orm12A

s. CS.CSS; Icb4A orm12A TDH3p:LCB2
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CSS.L14.0.L1.L.2.V

CSS.L4.0.L2
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CSS.L4.0.L2.L1.52
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Css.0
CSS.SAC1
CSS.SER3
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CSS.SER30e
CSS.SLlloe
CSS.SUR4
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CSS.SYR2.L4
CSS.T3oe
CSS.TMS1
CSS.TMS1oe
CSS.TRP5
CSS.TSC100e
CS-So-125

F-60-10A NRRL 1031
(PCWT)

P. ciferrii WT popout 2-1
(WT 2.1)

WT 2.1.U
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ENO1p:LCB1 ura3

s. CS.CSS; Icb4A orm12A TDH3p:LCB2
ENO1p:LCB1 ura3A

s. CS.CSS; Icb4A orm12A TDH3p:LCB2

s. CS.CSS; Icb4A orm12A TDH3p:LCB2
ENO1p:LCB1

s. CS.CSS; Ich4A orm124 TDH3p:LCB2
ENO1p:LCB1 TDH3p::SYR2

5. CS.CSS; Ich4A orm124 TDH3p:LCB2
ENO1p:LCB1 TDH3p::SYR2 fen1A

s. CS.CSS; orm12A A

s. CS.CSS; saclA

s. CS.CSS; ser3 A

5. CS.CSS; SER3™M1e#1410
s. CS.CSS; TDH3p:SER3
s. CS.CSS; TDH3p:SLI1
s. CS.CSS; surd4A

s. CS.CSS; syr2A

s. CS.CSS; syr2A Icb4A
s. CS.CSS; TDH3p:TSC3
s. CS.CSS; tms1 A

s. CS.CSS; TDH3p:TMS1
s. CS.CSS; trp54 A

s. CS.CSS; TDH3p:TSC10
s. WT 2.1; + p-S0-224
P. ciferrii Wildtyp

F-60-10A NRRL 1031 ura3A syr2A

s. WT 2.1; ura3A

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Fa. Cosmoferm

Fa. Cosmoferm

diese Arbeit

Tab. A 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmide. Plasmide fiir die Disruption von putativen LCB-
Acetyl-Transferase-Genen sind Tab. A 6 aufgelistet. Alle Plasmide besitzen (wenn nicht anders angegeben)
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ANHANG

einen Replikationsursprung fiir E. coli (ORI) sowie das bla Gen zur Selektion auf eine Ampizillin-Resistenz in

E. coli.

m Beschreibung Quelle / Referenz

pP425HXT7-6HIS

pP426HXT7-6HIS

pCS.ALIG4

pCS.2micron.nat

pCS.425.LP-lacz

pCS.426. ALIG4

pCS.426.ATF2

pCS.426.deSER3

pCS.426.LIG4s

pCS.426.5LI1

pCS.525nat.LP

pCS.CuARS1

pCS.CuARS2

pCS.LoxP.natl

pCS.opt.Cre

2u-Expressionsplasmid zur Uberexpression von Genen und
ScLEU2-
-Promotor

zur Herstellung eines Hisg-Epitop;

~392-1

Selektionsmarkergen, verkirzter ScHXT7

und ScCYCI-Terminator.
2u-Expressionsplasmid zur Uberexpression von Genen und
ScURA3-

-Promotor

zur Herstellung eines Hise-Epitop;

Selektionsmarkergen, ScHXT7 %%t
und ScCYCI-Terminator. Shuttle-Vektor fiir Deletions- /

Uberexpressions-Kassetten

verkirzter

pop-in Plasmid fur Disruption des PcLIG4 Gens
2u-Plasmid mit clonNAT-Markerkassette. Konstruktion:
Ligation von PCR-Produkty.; (Amplifikat von p426HXT7-
6HIS mit Primern 2u.Notl.fw und 2pu.Notl.rv) in p-natdy,y

s. p425HXT7-6HIS; ScHXT7 =" "-Promotor und ScCYC1-
Terminator ersetzt durch von loxP Sequenzen flankiertes

392-1

lacZ Fragment.

p426HXT7-6HIS basierter Vektor mit Deletions-Kassette fiir
PclLIG4.
p426HXT7-6HIS
Uberexpression von PCATF2 in S. cerevisiae

p426HXT7-6HIS basierter
Deletionskassette.

basierter Vektor zur heterologen

Vektor mit PcSER3™ .

p426HXT7-6HIS basierter Vektor mit integrativer Kassette
zur Substitution des PcLIG4 Wildtyp Allels

p426HXT7-6HIS
Uberexpression von PcSLI1 in S. cerevisiae

s. pCS.425.LP-lacZ; ScLEU2 ersetzt durch
Markerkassette

basierter Vektor zur heterologen

clonNAT-

Plasmid mit clonNAT-Markerkassette und ARSI aus C.
jadinii

Plasmid mit clonNAT-Markerkassette und ARS2 aus C.
jadinii

s. p-natl, jedoch mit loxP Sequenz am 5-Ende des PDA1-
Promotors und am 3‘-Ende des TEF1-Terminators. Beide
loxP  Sequenzen sind als direct repeats orientiert.
Konstruktion: Ligation von PCR-Produktps s, (Amplifikat
von p-natl mit Primern LoxP-pPDA1.fw und LoxP-tTEF.rv)
in p-natlpg/soc

Expressionsplasmid des opt.cre Gens im Zuge von

(BECKER & BOLES,
2003)

(HAMACHER et al.,
2002)

(SCHORSCH et al.,
2009)

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

diese Arbeit

(ScHORSCH et al.,
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pCS.p-natlAIS
pCS.p-natlAlS.li
pCS.POI.ARTA2

pJH-S-1
pJM6

p-natl

pUG6

pUG6lacz

ANHANG

genomischen clonNAT-Marker Entfernungen.

tragt clonNAT-Markerkassette
tragt clonNAT-Markerkassette

pCS.525nat.LP basiertes Disruptions-Plasmid fiir PcCRTAZ2.

2009)

diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit

Linearisierung mit Ndel (fur / vor Transformation)

Plasmid mit DoARS1-Sequenz und S. stipitis HIS3-Marker
tragt ca. 1.800 bps der ARS-Sequenz und URA3 aus S.

stipitis

tragt opt.natl unter Kontrolle des PcPDA1-Promotors und
PcTEF1-Terminators (clonNAT-Markerkassette) + Sequenz

(HAGEDORN, 1990)
(YANG et al., 1994)

EVONIK Degussa
GmbH

des intergenischen Bereichs zwischen der 5S und der 26S

rDNA von P. ciferrii

loxP-kanMX-loxP Kassette tragender Vektor mit Ampicillin-

Resistenzgen (bla)

lacZ tragendes pUG6-Derivat

(GULDENER et al.,
1996)

(BOLEs et al., 1998)

Tab. A 3: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete synthetische Oligonukleotide.

Oligonukleotid Sequenz (5’ - 3’) Beschreibung / Verwendung

2u.Notl.fw

2u.Notl.rv

425-PDA1.fw

425-TEF.rv

426L.fw

426R.rv

Amp.URA3.fw

Amp.URA3.rv

ATF2-CYC.rv

ATF2-HXT7.fw

TCAGCGGCCGCAGACGAAAGGGCCTCG
TGATAC

TAAGCGGCCGCTGCCACCTGAACGAAG
CATCTG

TGTGGTGCCCTCCTCCTTGTCAATATTAA
TGTTAAAGTGCAATTCTGTGCTCTAAATT
TGCCCGGTTCGC

ATTTCACACCGCATATCGACGGTCGAGG
AGAACTTCTAGTATATCACACTGGATGG
CGGCGTTAGTATCG

GCTTCCGGCTCCTATGTTG

ACCCTATGCGGTGTGAAATAC

ATAGATTTGAGCTTTGTAGTTCTG

CTCTTATACCTGCGGTACTAGCAC

GAGGGCGTGAATGTAAGCGTGACATAA

CTAATTCATCGGGCCCAAATTATCC

AAAACAAAAAGTTTTTTTAATTTTAATCA
AAAAGTGAATATATTTTTTCAAGGGCCC

Konstuktion von pCS.2micron.nat

Konstuktion von pCS.2micron.nat

Konstruktion von pCS.525nat.LP

Konstruktion von pCS.525nat.LP

Amplifikation von Gen-Deletions- /

Uberexpressions-Kassetten

Amplifikation von Gen-Deletions- /
Uberexpressions-Kassetten

Integrationsanalyse von PcURA3-

Deletionskonstrukt

Integrationsanalyse von PcURA3-

Deletionskonstrukt

Konstruktion von pCS.426.ATF2

Konstruktion von pCS.426.ATF2
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coli_ori.rv

CuARS1.fw

CuARS1.rv

CuARS2.fw

CuARS2.rv

CYcC

D4.2

D4part.LoxP.fw

D4part.LoxP.rv

deS3.pop-in.fw

deS3.pop-in.rv2

deS3-LPNTL.rv2

deSER3-426L.fw

deSER3-426R.rv

deSER3-LPNTL.fw

DES-P-ENO.fw

GSP1

GSP2

HXT7

ANHANG

AGCTTGGAGCGAACGACCTACAC

CTGACGACGTCGATCATGTTTCGTACAA
AACACCG

ACGCTGCAGGATCTTATCTCAATTCCGC
GAAG

CTGACGACGTCAAGCTTATAGAATTTGA
AGATATAAAAAC

ACGCTGCAGGATATCTCAACAACTTAAA
GTGAC

CGTGAATGTAAGCGTGACATAAC

AATTTCAAATGTGGCGATATACAGC

GCCACCTGGTATAACTTCGTATAATGTA
TGCTATACGAAGTTATAAACTATAAACT
ATTGGAGTAGAAGAG
TCACTGCAGATAACTTCGTATAGCATAC
ATTATACGAAGTTATATTTTAACCCATTG
ATCAGTTCTTTTATC

AGCTGAAGCTTTAGGTATGAATG

ACAAACGGAATATAGACAATTACC

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAA
GCGCCATTATGCAACTTCTGGGAAATTA
ACTG
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTAT
GTTGAACTTATTATCAGCTCCACAGTTTG
ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGA
AATACTTAGCAAGGGCCAAATATGAAA
G
GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTA
ATTTCACAACAACAACATACATGCAATT
C
CATATACACATTACACAATGGCTACAAT
TACACATAG

GAGCAAGTACTGAAGATGATATTAAAC

CAGTGGAAAAAGGATCTGAAGGTGTTG

GCCAATACTTCACAATGTTCGAATC

Nachweis flir Integration von pop-in
Plasmiden im Zuge der Disruption von
putativen LCB-Acetyl-Transferase-Genen

Konstruktion von pCS.CuARS1

Konstruktion von pCS.CuARS1

Konstruktion von pCS.CuARS2

Konstruktion von pCS.CuARS2

Abwartsprimer zur Amplifikation von Gen-

Deletions-Kassetten

Isolation der upstream Region von PcLIG4

Konstruktion von pCS.ALIG4

Konstruktion von pCS.ALIG4

Deletionsnachweis von PcSER3 ACT-

Domanen-Sequenz

Deletionsnachweis von PcSER3 ACT-

Domanen-Sequenz

Konstruktion von pCS.426.deSER3

Konstruktion von pCS.426.deSER3

Konstruktion von pCS.426.deSER3

Konstruktion von pCS.426.deSER3

Konstruktion von pCS.426.50.V

Isolation der downstream Region von
PclLIG4 (via genome walking)

Isolation der downstream Region von
PclLIG4 (via genome walking)

Vorwartsprimer zur Amplifikation von
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Ku70fw1l

Ku70fw2

Ku70rv1

Ku70rv2

Ku80fw1

Ku80fw2

Ku80rv1

Ku80rv2

L4.opt.fw

L4.pop.fw2

L4.pop-out.rv
L4.rvl

LIG4.pop-in.fw2
LIG4s-426L.fw

LIG4s-426R.rv

LIG4s-LPNTL.fw

LIG4s-LPNTL.rv

LoxP-pPDAL.fw

LoxP-tTEF.rv

ANHANG

GAWGGTATHKTDTTYTKDRTHGAA

CMWTTRTTNGAAATHTTR

WGGMBMATCATTWKYWGTRAA

YAADRCACAYAWWTKDAYTTC

SAATTRMGWTTNGGTGCW

GTYGAAGKYTWYCCWGCWACW

RAAACCHMDATCNAWACCWGG

YAADRCACAYAWWTKDAYTTC

GAAGAAAARATGGATGGWGAWMGW

TGTCTTGGATGGTGAAATGATAAC
CAAATTTCAAATGTGGCGATATAC
RAAWTBYTCYARRTAYTCWGGYTT

GCATCCTGATGCTCAACAATAC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTAT
GTTGCGATCGAAACCGTGGTGGAGATA
AAC

TTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACA
GAACGATCGATCAGGCGATATAAAGAT
TTAGGAC

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATT
AATTTCCTCAGGCCGTGATATAAACC

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAA
GCGCCAACAGTTGGCTCGTCGTTTG

CGGCTGCAGATAACTTCGTATAATGTAT
GCTATACGAAGTTATTGTGCTCTAAATTT
GCCCGGTTCGC
GCGAGCTCATAACTTCGTATAGCATACA
TTATACGAAGTTATTCGACACTGGATGG
CGGCG

Gen-Deletions-Kassetten

degenerierter Primer zur Isolation von
PcKU70

degenerierter Primer zur Isolation von
PckU70

degenerierter Primer zur Isolation von
PcKU70

degenerierter Primer zur Isolation von
PckU70

degenerierter Primer zur Isolation von
PckU80

degenerierter Primer zur Isolation von
PcKU80

degenerierter Primer zur Isolation von
PckU80

degenerierter Primer zur Isolation von
PcKU80

Degenerierter Vorwartsprimer zur
Amplifikation einer Teilsequenz des LIG4-

Gens aus P. ciferrii.
Nachweis von pCS.ALIG4 pop-out
Nachweis von pCS.ALIG4 pop-out

Degenerierter Abwartsprimer zur
Amplifikation einer Teilsequenz des LIG4-

Gens aus P. ciferrii.
Integrationsnachweis fiir pCS.ALIG4 4

Konstuktion von pCS.426.LIG4s

Konstuktion von pCS.426.LIG4s

Konstuktion von pCS.426.LIG4s

Konstuktion von pCS.426.LIG4s

Konstruktion von pCS.LoxP.natl

Konstruktion von pCS.LoxP.natl
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LP-lacZ.fw2

LP-lacZ.rv

oCvL1.P-TDH3.fw

oCvL1.P-TDH3.rv

omCER.seq.fw2
p22.fw

p22.fw2
p22.fw3

p22.fwa

p22.rv

p22.rv2

p22.rv3

p22.rv4

PDA1.pop-in.rv4

P-ENO-DES.rv

p-natl.fw.BamHI

p-natl.rv.BamHI

pSoll.fw
pSoll.rv
pTDH3.pENO.fw2

pPTDH3.pENO.rv2

pTDH3.tDES1.fw

RTA2.POl.fw

ANHANG

GGAAGCGGAAGAGCATAACTTCGTATA
ATGTATGCTATACGAAGTTATTGGTGCA
GCGCGATCGTAATCACCC

GCCCACTACGTGATAACTTCGTATAGCA
TACATTATACGAAGTTATGCGGCTGATG
TTGAACTGGAAGTCG

GAAGTACCACAATACATTGTTAATTAAT
TATTTGTTTGTTTGTTTG

CAAATAATTAATTAACAATGTATTGTGG
TACTTCAGGTTTAAG

TAGCTTCAGGTTATTCAGTTTG
GAGAGCTCCGTACGTTATAAC
GGGTTATTTCTTTGCAGTTTCTC
AGCTCACCCTTCTCCATTG

TGGATTACCAGCAATAACTTTAG

ATGATTCATGGACTATGGTTATTG
ATTGAATAAACGCTTTGCCAATG

GTGGGCTGGTAGAATTATTAATG

TGGATACCTTAGACTAGTTTACCC
CGGGCAAATTTAGAGCAC

GTGTAATTGTAGCCATTGTGTAATGTGT
ATATGTTTTATCG

TCGGGATCCGTGATTAGCATATGGACAT
ATTG

TCGGGATCCATGGTGCACTCTCAGTACA
ATC

ATAGATTTGAGCTTTGTAGTTCTG
TAATTAATGAAACTTTGGCATGTC

CTTTATTGTGTTATGAGTCAGATCAAAC
CACATCATGAG

TGATGTGGTTTGATCTGACTCATAACAC
AATAAAGCATCTG

GACATGTAACTGTCGTCGGTGGTACCTA
CATACAATTGAC

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCC

Konstruktion von pCS.425.LP-lacZ

Konstruktion von pCS.425.LP-lacZ

Konstruktion von pCS.426.50.V

Konstruktion von pCS.426.50.V

Integrationsnachweis fiir p-So-22.1ly,q
Konstruktion von p-So-22.11
Konstruktion von p-So-22.11

Konstruktion von p-So-22.I1 /
pCS.426.50.V

Konstruktion von p-So-22.11 /
pCS.426.50.V

Konstruktion von p-So-22.11

Konstruktion von p-So-22.11 /
pCS.426.50.V; Integrationsnachweis von
pCS.426.50.Vypql

Konstruktion von p-So-22.11 /
pCS.426.50.V

Konstruktion von p-So-22.11

Integrationsnachweis von Gen-Deletions-
/ -Disruptions-Kassetten mit clonNAT-
Marker (bindet im PcPDA1-Promotor)
Konstruktion von pCS.426.50.V
Konstruktion von pCS.p-nat1AlIS.II

Konstruktion von pCS.p-nat1AlS.l|

Konstruktion von pCS.426.50.V
Konstruktion von pCS.426.50.V
Konstruktion von pCS.426.50.V

Konstruktion von pCS.426.50.V

Konstruktion von pCS.426.50.V

Konstuktion von pCS.POI.ARTA2
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RTA2.POl.rv

RTA2.veri.fw

RTA2.veri.rv
RT-ACT1.fw2
RT-ACT1.rv2
RT-GPM1.fw2
RT-GPM1.rv2
RT-LCB1.fw3
RT-LCB1.rv3
RT-LCB2.fw2
RT-LCB2.rv2
RT-SER3.fw2
RT-SER3.rv2
RT-TDH3.fw2
RT-TDH3.rv2
RT-TMS1.fw2
RT-TMS1.rv2
RT-TSC10.fw59
RT-TSC10.rv59
RT-TSC3.fw
RT-TSC3.rv
SLI1.CYC.rv

SLI1.HXT7.fw

DoARS.fw
DoARS.rv

SYR2.pop-in.fwn

SYR-22.fw

SYR-22.rv

ANHANG

ATAATTCATTTATCTTAGGTGTTGCTTGT
G

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATT
ATTTGTTTATTATCTTGAGCACCAGTTAG

ACGTTCAAATGCAGATTTAGAAAG

AAGATTTGAACAGCTAATCC
TTGGTAGACCAAGACATCAAGGTATC
GTTCTTCTGGAGCAACACGTAATTC
TACGTCACGGTCAATCCGAATG
GTATGAGTAACCAGCATGTTCTAAGG
TTGGATGCCGGAACCTTTAG
GGACCACAAGCACCAACAC
CAACTTGTGGTGTCCCAGGTAG
TTGGACCACCAGAACCAACAC
ATTATCAGCTCCACAGTTTG
GTTAATTCTGAAGCCCAAGAG
GTTTCGGTCGTATTGGTCGTTTAG
GGGATATTAACTGGATCACGTTCTTG
GAACCTGGATTGCCAGTTGTTG
ACAGCAACTAGACCACAATCTTCAG
TCATTTCTGGTGGTTCTCAAG
AACCAGCACAACAAACAAC
ATATTCATCTGCCATACTATTTG
TATTTACCAGCACCGATAC

GGGAGGGCGTGAATGTAAGCGTGACAT
AACTAATTTTATTCATAATACCCATTGAT
TGC

AAAACAAAAAGTTTTTTTAATTTTAATCA
AAAAATGGTGGCTGGACCAAAC
GGATCGGATCCCAATTACTTC
TCAGGATCCGATTTGTCAATGTCTAATA
TTG

CTGCTGTACAAGCTGAACAAACTG

AGGTACCACTGGGTAAACTAGTCTAAG
GTATCCAGTCATTATACCCAACATTATTA
ATC
ACATTGCCCAACCGTTATAACGTACGGA
GCTCTCCTGTGTACTAAACGTGATAAAT
CcC

Konstuktion von pCS.POI.ARTA2

Nachweis der Integration von
pCS.POI.ARTA2 yger

Uberpriifung der Disruption von PcRTA2
gRT-PCR Primer fiir PcACT1
gRT-PCR Primer flir PcACT1
gRT-PCR Primer fiir PcGPM1
gRT-PCR Primer fiir PcGPM1
gRT-PCR Primer flir PcLCB1
gRT-PCR Primer fiir PcLCB1
gRT-PCR Primer fiir PcLCB2
gRT-PCR Primer fiir PcLCB2
gRT-PCR Primer flir PcSER3
gRT-PCR Primer flir PcSER3
gRT-PCR Primer flir PcTDH3
gRT-PCR Primer flir PcTDH3
gRT-PCR Primer flr PcTMS1
gRT-PCR Primer fir PcTMS1
gRT-PCR Primer fir PcTSC10
gRT-PCR Primer fir PcTSC10
gRT-PCR Primer fiir PcTSC3
gRT-PCR Primer flr PcTSC3
Konstruktion von pCS.426.SLI1

Konstruktion von pCS.426.SLI1

Konstruktion von pCS.nat.DoARS
Konstruktion von pCS.nat.DoARS

Integrationsnachweis fuir p-S0-22.11y,, /

pCS.426.50.Vypg

Konstruktion von p-So-22.11

Konstruktion von p-So-22.11
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ANHANG

SYR-426L.fw GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTAT  Konstruktion von p-So-22.11 /
GTTGAAGTGTAAATAGACGTCATGAG pCS.426.S0.V

SYR-426R.rv ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGA  Konstruktion von p-So-22.11 /
AATACTCTAGAACTTCAGATCTACGAGC  p(CS.426.S0.V
TTTAGAC

SYR-Soll.fw TATGTTTAATGACATGCCAAAGTTTCATT  Konstruktion von pCS.426.50.V
AATTAGTCATTATACCCAACATTATTAAT
C

SYR-Soll.rv CCTAATTGATCAGAACTACAAAGCTCAA  Konstruktion von pCS.426.S0.V
ATCTATCTGTGTACTAAACGTGATAAAT
cC

tDES1.pTDH3.rv TTGTATGTAGGTACCACCGACGACAGTT  Konstruktion von pCS.426.50.V
ACATGTCAG

T-ENO.T-RSB1.fw  ATCTCCATTAAAACCGAGATGACTAAGC Konstruktion von pCS.426.50.V
ATTGGAATTGAG

T-RSB1.T-ENO.rv TTCCAATGCTTAGTCATCTCGGTTTTAAT  Konstruktion von pCS.426.50.V
GGAGATGTCAAAG

T-RSB1.URA3.fw AACTGGTCAAATATAGATTGGTATGAAT  Konstruktion von pCS.426.50.V
TAAACGTCACTG

URA3.T-RSB1.rv ACGTTTAATTCATACCAATCTATATTTGA  Konstruktion von pCS.426.50.V
CCAGTTCTTTTC

YOR006.fw GAAMGWTTRTTRCCWTAYTTRGTYGC Isolation der upstream Region von PcLIG4

Tab. A 4: Gezeigt sind die Primer flr die Konstruktion von Gen-Deletionskassetten, sowie die Plasmide, die
die Gen-Deletionskassetten trugen. Die Primer sind dabei in folgender Reihenfolge (von oben nach unten)
angegeben: P1, P2, P3, P4 (s. Abb. M 1), Gen-spezifischer Primer fir Integrationsnachweis, Gen-interner
Primer zur Uberpriifung der Deletion.

Gen / .
Primername Sequenz (5‘-> 3Y)
(GDB-ID)

Pc_1479 HXC7-17 .fw TCAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATC
ACAAACAAACATTATGTGCACCCAACC

17.LPNTL.rv GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACCATTGT

GTATAGCGTTCCATTATC
pCS.426.AACT17

17.LPNTL.fw GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGTCTCATGG
GTCCACTAGTAATATC

17-CYC.rv CATAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGT
ATCATGAATTTGAAGAAGATTCTAAAC

17.pop-in.fw AAGGACCAACTCCAAATCTTTCAG

17.veri.rv ATACCACCAATAACCAGAGATAAC

Pc_5428 6.1-HXT7.fw CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCA

pCS.426.AACT6.1
(1. Allel) CAAGCTTCACCTTCAGTCATTATTC
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Pc_5428

(2. Allel)

Pc_6875

PcATF2

PcAUR1

6.1-LPNTL.rv

6.1-LPNTL.fw

6.1-CYC.rv

6.pop-in.fw2

6.veri.rv

6.2-HXT7.fw

6.2-LPNTL.rv

6.2-LPNTL.fw

6.2-CYC.rv

6.pop-in.fw2

6.veri.rv

5-HXT7.fw2

5-LPNTL.rv2

5-LPNTL.fw2

5-CYC.rv2

5.pop-in.fw

5.veri.rv

ATF2.426L.fw

ATF2.LPNTL.rv

ATF2-LPNTL.fw

ATF2-426R.rv

ATF2.pop-in.fw

ATF2.veri.rv
HXT-AUR1.fw

AUR1.rv

ANHANG

GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGC
GCCATGAAATCTTATGGCAAATATTGG

CTGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAT
TTCTGGTGTTTGTCCTAGTTTATTTG

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTAT
CGAATTGGATCTAATTGGTGTAATG

CCGACTGCAAAGATCCTCTAC
GGTTTCCAAACTTGACATTTATC

CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCA
CAGTTATACAAATCACAAGGCTTATAC

AAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAA
GCGCCACTGGTGGTGTTTGATCAATTTGATC

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCCCAAGTGCAAAAGATTTAGGTAATG

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTAT
CACCCGCGAATTTTTGATTTTAAG

CCGACTGCAAAGATCCTCTAC
GGTTTCCAAACTTGACATTTATC

TCAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATC
ACAATATAATACATTGCTAACCATATTG

CTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCAC
AAGACAATAACATTCATGATCAAG

GGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCTTG
ACTTATGCCACAATTATAAG

CATAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGT
ATCAAATATCATCATTTGGTAAATATTC

ATGTTTCATAAGATCAAGAACCC
AAACCAAGTAACCACAATATC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
ATCGGTATATTCGGATTTATATGC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAGTCATGTAGTATTAATGGTGATTTG

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTT
CACATCACCAGAATCTATTGGAATTG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CAGATTTACCAGCTTAATGAAGTTACC

ACCCACAATTCATGTAAGAATC
GGTCTTAAATCCCAAACCAAATC

TTTTAATTTTAATCAAAAAGTTAACATGCATCA
CCATCACCATCACACAACTTGTCGCCTTCAGA
GACATTGG

TATACGAAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGT

pCS.426.AACT6.2

pCS.426.AAcTr5

pCS.426.AATF2

pCS.426.AAUR1

154



PcCHA1

PcCHO1

PcCYS4

PcDPL1

AURL.fw

AUR1-CYC.rv

AUR1.pop-in.fw

AUR1.pop-in.rv
C1

C2

C3

c4

CHA1.pop-in.fw

CHA1l.veri.rv

CHO1.426L.fw

CHO1.LPNTL.rv

CHO1.LPNTL.fw

CHO1.426R.rv

CHO1.pop-in.fw

CHOL1l.veri.rv

CYS4.426L.fw

CYS4.LPNTL.rv

CYS4.LPNTL.fw

CYS4.426R.rv

CYS4.pop-in.fw

CYS4.veri.rv
HXT7-DPL1.fw

DPL1.rv

ANHANG

ACAGCACCCACCATTCATTCATTCAC

TATACGAAGTTATGAGCTCGAATTCATCGATG
AATAAAGCGATTCCGCTGTGTATTG

TGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGA
CTCGAGGTCGACGGTATCCACTCATTATAGCA
GCAGCAATAGG

TCACTTGAACCACGTTTAGGCTATG
CAGTAGTACCACAAACAGTACAAAG

CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCA
CAATCTAAGAGGTAAAGTTCAACATTC

GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGC
GCCATTGGTTTGCCGTGTGGATTG

CTGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAT
TTCGGAGTTCAACAACCGTTCAAG

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTAT
CATGAAGTTGATGCTGCTTTGG

ATTTAGAAGCTAGAGGTTCAGAAAG
TAGAAGAATGACCATGCCATATAG

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
GGCGCTATGACTAAGAATTGC

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CATAATGGAGCGGCTTCTTCAG

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCCATGGTTCTGCATTAATTTCTAAATC

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CGAAAGTTGGACTCAAGAAACATTATC

GGCTAACACAAACCAATGTAAATC
GTTGAACCGGCACTTTCTG

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
TGATTGATATCGAGTCTTGTGATTC

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAGTGCAGTTACACGGCAAAG

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCCAAGTGCTGTTGTTACTGATAAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CTCAAATACAGCAGGTCATACTAAG

GTTTCGTGTATATGTTGATGATTCC
TTTAACACTACCACCAGCATTG

TTTTAATTTTAATCAAAAAGTTAACATGCATCA
CCATCACCATCACACCTTCCGTGAGATTTCCCT
TGTTTAC

TATACGAAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGT

pCS.426.ACHA1

pCS.426.ACHO1

pCS.426.ACYS4

pCS.426.ADPL1
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PcFEN1

PcGCS1

PcGPM1

PclSC1

DPL1.fw

CYC-DPL1.rv

DPL1.pop-in.fw

DPL1.veri.rv

SUR42.426.fw

SUR42.LPNTL.rv

SUR42.LPNTL.fw

SUR42.426.rv

SUR4(2).pop-in.fw

SUR4(2).veri.rv

CGS1.426L.fw

CGS1.LPNTL.rv

CGS1.LPNTL.fw

CGS1.426R.rv

CGS1.pop-in.fw

CGS1.veri.rv

dPGM1.426L.fw

dGPM1.LPNTL.rv

dGPM1.LPNTL.fw

dGPM1.426R.rv

GPM1.pop-in.fw
GPM1.pop-in.rv
ISC1-HXT7.fw

ISCl.rv

ANHANG

ATAACCCATAACCAGTGATGTTAACC

TGCTATACGAAGTTATGAGCTCGAATTCATCG
ATGACCACTGGTGTTGTTGATCGTTTAG

TGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGA
CTCGAGGTCGACGGTATCCGACGGTAATGAG
GATGTAAATGAG

AAACAAGAGCAGCATGCAACTTGAG
AGTGACACCAGGAACTCTAAAG

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
CTAATCAACCTCATTCCTCATTC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAAACATTCAAGATCGATGAAGTTAC

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTT
CTGGTTGTGCTATCTTGTCATC

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CCGGTATTGATCAGCCGTATTG

AGACAATGAACATAATACCTAGATC
CTGTAATCAATGTGGCAAATTC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
ACCAGTTTAAAGCGAGCTATAGTC

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAAACCGCCCACCAAATGAAAC

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCAGGACTGATTTATGTGCAGAAGAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CTCTAGATTCTAACCAGCTGTGAAC

CCATGAAGTTAATGCTGAACTTG
GTGACACCTTCCAGTATATCATC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
CTCAAGTTCCACCATGTTGAATAC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CACATCAACCCAACCAGTGAATAAG

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCGCTGCTGTTGCTAACCAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CGTACTTCAAATGGTACAGCTGATG

TTTTCCAAATTCTCCAAAGAGATAC
CATGAGCAGCAATGATAACAG
CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCA
CACAGCAAGAGATTGTAACTCTTTACC
CGAAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACAA
CTTAACCAGGTGGAAATCCAATC

pCS.426.AFEN1

pCS.426.AGCS1

pCS.426.AGPM1

pCS.426.A15C1
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PcLCB3

PcLCB4

PclLIG4
PclLYS2

PcORM12

ISC1.fw

ISC1-CYC.rv

ISC1.pop-in.fw

ISC1.veri.fw

LCB3-426L.fw

LCB3-LPNTL.rv

LCB3-LPNTL.fw

LCB3-426R.rv

LCB3.pop-in.fw

LCB3.veri.rv
HXT7-LCB4.fw

LCB4.HXT7.rv

LCB4.rv

LCB4.fw

LCB4.pop-in.fw
LCBA4.veri.rv

ANHANG

TATACGAAGTTATGAGCTCGAATTCATCGATG
TAAATTAGTGATTGGCCGCGCTAAC

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTAT
CTATGGCTTGGGATTCTCGGGCTTTG

ATAACCTTGTTTACCTCCTTCAATC
TTACAGGTCCTGGATTAGCTATAC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
CCACACTTAATTTAGTTCCATCTC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CACAGTATCATTTGAGTCTGGGAAAG

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCTGTTTACATGTGGTGCATTCAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CTTCATAGGACCGAAATCTTATCAG

TCTTTCAGATAATGCAATCCATTC
GTTGGATAATTACCGGAATCTG

TTTTAATTTTAATCAAAAAGTTAACATGCATCA
CCATCACCATCACACTCACAGAGTCAACTCCT
GTATATTC
TGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGA
CTCGAGGTCGACGGTATCTCTGGCGGTATTG
AACTTTGTGGAG
GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTAAAGTGTA
TGGATGGGTTGAAGTATGTCTTTATATC
ACGAAGTTATGAGCTCGAATTCATCGATGCTA
CCCGGTGCTGCAAAGACTTTACTAAG
GTGAATGGTTAATAGTGCGCTATG

CTAACAAATACCACTTCGACATCAG

S. (SCHORSCH et al., 2009)

LYS2.fwl

LYS2.rv

LYS2.fw2

PcLYS2-CYC.rv

LYS2.pop-in.fw

LYS2.veri.rv
ORM-426L.fw

TTTTAATTTTAATCAAAAAGTTAACATGCATCA
CCATCACCATCACAACCAGCGGATAGACTATT
GAACAC

ACGAAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACC
TAACTACTCAATATTTGAGCCCAATG

AGTTATGAGCTCGAATTCATCGATGTAGGGC
GTTGATGCGTCAGCTGGTAGAGGTATTG

GAGCGGATGTGGGGGGAGGGCGTGAATGTA
AGCGTGACATAACTAATTATTACAAGATAAGA
AGGCAAATATG

CTTTGTTTAAATCTGTATATG
TGCAAAGACTGAAAGACCAATG
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG

pCS.426.ALCB3

pCS.426.ALCBA

pCS.426.ALYS2

pCS.426.A0RM12
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PcRTA1

PcRTA4
+
PcRTA44

PcRTM1
(1. Allel)

PcRTM1

ORM-LPNTL.rv

ORM-LPNTL.fw2

ORM-426R.rv

ORM1.pop-in.fw

ORM.veri.rv

HXT7-RTAL.fw

RTA1-LPNTL.rv

RTA1-LPNTL.fw

RTA1-CYC.rv

RTAl.pop-in.fw

RTAl.veri.rv

HXT7-RSB1.fw

RSB1.rv

RSB1.fw

CYC-RSB1.rv

RSB1.pop-in.fw

RTAA4r.veri.rv

HXT7-RSBlo.fw

RSB1o-LPNTL.rv

RSB1o-LPNTL.fw

RSBlo-CYC.rv

oRSB1.pop-in.fw
oRSB1.veri.rv

HXT7-0RSB1.2.fw

ANHANG

AACTATGTCAATATCGATCGTATG

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAAACAGAAATTGGTTCATGTGTTG

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTT
CTGGTGTACCAATTTGGTTATTTC

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CACAAGTACAACAACAACAGATTTAG

TACCCACCTTTGACATAATCAG
ATTCAAATGGCGTACCTTTAAC

AAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCACAT
ACTGAATGTGGCACTGTTTACTG

GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCC
CACCTGGAATTGAAGGATTATAG

GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGC
ATGGCAAGATCAAGATTCTTTAG

ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCA
AGGTCAATTCAGTAATACAAGAG

TGAATGAAAGAATCTGACGAATCC
CATTGAGGACTGTTGAATTATATG

TTTTAATTTTAATCAAAAAGTTAACATGCATCA
CCATCACCATCACACTGTCCTTTTAATGTCGGC
GCTTATG

AAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTATTAGG
TAGCTGTTGCTATAATTTC

GAAGTTATGAGCTCGAATTCATCGATGGAGA
TATTAGACAAGCTAGTGAAAG

TGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGA
CTCGAGGTCGACGGTATCCATCAACAAGATC
ATCCTCATGAAC

AGATCTTTAACCGCTGGTGATATTG
TGTTGAAGAATCACCAGGATTTG

AAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCACAG
TTTCTACAATACACCATGTCTTC

GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGC
GCCATATTGCACTATAATGATCTG

GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGA
CTGATCGTGTCACTAGAAATGTC

ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCA
TTGGCACCTGAGATGAAGTAGAC

TGTGAACATGTCAGATGTTGATAG
CGATTTGTATCAGGATAATTC
AAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCACAA

pCS.426.ARTA1

pCS.426.ARTA4

pCS.426.ARSB1

pCS.426.ARSB1.2



(2. Allel)

PcSAC1

PcSCH9

PcSCS7

PcSER3

ORSB1.2-LPNTL.rv

ORSB1.2-LPNTL.fw

CYC-oRSB1.2.rv

oRSB1.pop-in.fw
oRSB1.veri.rv

SAC1.426L.fw

SAC1.LPNTL.rv

SAC1.LPNTL.fw

SAC1.426R.rv

SAC1.pop-in.fw

SAC1.veri.rv

SCH9-426L.fw

SCHIY-LPNTL.rv

SCHO-LPNTL.fw

SCH9-426R.rv

SCH9.pop-in.fw

SCH9.veri.rv

SCS7.426.fw

SCS7.LPNTL.rv

SCS7.LPNTL.fw

SCS7.426R.rv

SCS7.pop-in.fw

SCS7.veri.rv
dS3.426L

ANHANG

ATTCTCAGGGAACCCAGCAGGAG

TCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCA
GGCAATTTGTAAACCCAAAGAAAC

CGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCC
ACAATGTACGTTGTTTCAATAATG

ACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCG
TACCTGAGGTATAGCGAGCTTTG

TGTGAACATGTCAGATGTTGATAG
CGATTTGTATCAGGATAATTC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
CCTCGGTACTCGCATTGTC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CATGACGGATCTGACCAACTTC

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTT
CATTCACCAACTGCTGTTAAGAAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CGTGAAGCTTTAATGAGAGCTAGTG

TTCCGAGGTGGTCCAATTC
TCACTGGCAACGTAATAATTCC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
GGTTGTTGGTAGGAGTGAATC

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAGAATCCACCAAAGCCAAATAATG

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCCCACATTTACCTCCAACAGAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CACAATTAGTGGTGGAAAATCATAG

AAATTTGCCTTTGAACTGATAGC
CCCGATGAAGACATTGATTGAG

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
TCGGACCATTTGGAAAGTGAG

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAAACACCCGCGTTATACGATG

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCTGGCATTGGGATAAAGTATTTGG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CTGGAAACCAATTCAATTACCAAATG

TCCAGCATTCACTCTCGTTAC
GTTATAAAGGGAAACCCAAACATC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
AAGTTGAAATGTTGTGCTATACG

pCS.426.ASAC1

pCS.426.ASCH9

pCS.426.ASCS7

pCS.426.ASER3
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PcSHM1

PcSHM2

PcSLD1

PcSLI1

dS3.LPNTL.rv

dS3.LPNTL.fw

dS3.426R

dSER3.pop-in.fw
SER3.verip.rv
SH11

SH12

SH13

SH14

SHMT1.pop-in.fw
SHMT1.veri.rv
SH21

SH22

SH23

SH24

SHMT2.pop-in.fw
SHMT2.veri.rv
D8D.HXT7.fw

D8D.rv

D8D.fw

D8D.CYC.rv

D8D.pop-in.fw

D8D.veri.rv

SLI1-426L.fw

SLIT-LPNTL.rv

ANHANG

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CATTGACTCAAGCCCATTAATTTC

TCGAATTCATCGATGATATCAGATCCACTAGT
GCAACAACAACATACATGCAATTC

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CTAAATTAGCAAGGGCCAAATATG

GGTCCGAAATGAGTAAAGTTG
GAGAAGTTGACACAGCATTTG

CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCA
CACTAACCCAACTAGGCTCATTAAC

GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGC
GCCATCAGCCATTTCTGGATCAATTTC

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCATCCAGTTCCAGGTGAATTATAAG

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTAT
CCCATACTATGCTTGGCATCTTAAAC

TTGATAGGGCAAATTCTCCAAC
TTCACCTGGATAACCTTCTG

CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCA
CATGTCCTTGCAGGTGGTATTC

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAGGTAAAGCGTATGGCATGTTG

CTGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAAT
TTCGCTGGTGAATTCCCATTATCTG

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTAT
CCATAACCATCTAAAGCATTATAGTC

AAGTTTCAGCAAATGGTTTGAC
TATCTTGCACCTGGATAACC

AAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCAC
AAGAGGAAGAGACAGGACGTTAAGAG

ATACGAAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTA
TGGACATTTGAACTCTTTCCTAACC

TATACGAAGTTATGAGCTCGAATTCATCGATG
TGAAAGGGAACTGAAAGACTAGAAG

ATAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTA
TCAAGTGTTTAAAGAGGCTCCATGTTG

CCCTTTCTACAGAGAATTGGTTATC
TGAGATATGACCTGCATCATGTG
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
CATGTACTCCCGTAAACTACCTG
TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CACCAAGCTTTCAAAGTGGTCTTC

pCS.426.ASHM1

pCS.426.ASHM2

pCS.426.AD8D

pCS.426.ASLI1
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PcSUR4

PcSYR2

PcTMS1

PcTRP5

SLI1-LPNTL.fw

SLI1-426R.rv

SLI1.pop-in.fw

SLI1.veri.rv

SUR41.426.fw

SUR41.LPNTL.rv

SUR41.LPNTL.fw

SUR41.426.rv

SUR4(1).pop-in.fw

SUR4(1).veri.rv

SYR2-HXT7.fw2

SYR2.rv2

SYR2.fw2

SYR2-CYC.rv2

SYR2.pop-in.fwn

SYR2.wt-veri.fw
dTMS1.426L.fw

dTMS1.LPNTL.rv

dTMS1.LPNTL.fw

dTMS1.426R.rv

TMS1.pop-in.fw

TMS1.pop-in.rv

TRP5.426L.fw

TRP5.LPNTL.rv

ANHANG

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTT
CGAAATGCAATCAATGGGTATTATG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CATGTAAGTTCATGTCTTGCTATTC

TTCTCCTTCTCCAGCTAGTC
CAGACCAACCATTTATCTCTTC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
GGTTCTCAAGGTTCACAATTTC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CACTGAAGGGATTTGGAAATCTAAAG

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTT
CTGCACCAAATGGTAGAAGAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CACAGATATTGAAGGCGAAGAAG

AGCTCCAGAACCCTTAAAGTC
AATGGCAACTGGTGTGAATG

TTTTAATTTTAATCAAAAAGTTAACATGCATCA
CCATCACCATCACACAATCGTAGAATCGCATT
CATGTTCC

AGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACATAAC
ACTCAACGGACCTTGTGATG

GAAGTTATGAGCTCGAATTCATCGATGGTCAT
TATACCCAACATTATTAATC

GAGCGGATGTGGGGGGAGGGCGTGAATGTA
AGCGTGACATAACTAATTAACTTCAGATCTAC
GAGCTTTAGAC

CTGCTGTACAAGCTGAACAAACTG
GATTAATGGCATACCGGATAAC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
GAAATTCGAAACCAGCTATAAAC

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CAATTTGGAAAGGTAGTGATACTATTG

TGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATT
TCCTCCAGTATTAATGCCAGAAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CGAAAACCGTGAGTATCTTAAGTC

CCGAGCTTATAGAGCTAAGTACTG
CTTATTCATTGAGCATCCATCATTAC
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTG
CTCAGATCCCGATTCTTATTCAG

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGC
CACCTTTCATTATTGGGACGGTATC

pCS.426.ASURS

pCS.426.ASYR2

pCS.426.ATMS1

pCS.426.ATRP5
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TRP5.LPNTL.fw

TRP5.426R.rv

TRP5.pop-in.fw

ANHANG

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTT
CATGTTTCAGGTAGAGGTGATAAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATA
CTTAACACCACAAATTGCACAAAG

TAGAAGGATCATGGGCAATGAG

TRP5.veri.rv CACCCAATTCGATGACATCAAC
PcURA3 s. (SCHORSCH et al., 2009)

PcYXC1 YXC-HXT7.fw TTTTAATTTTAATCAAAAAGTTAACATGCATCA
(1. Allel) CCATCACCATCACACAGTGTATGGGAATATAC
TTTAAAC

YXC-LPNTL.rv CGAAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACTG
ATGGTAAACTGATTATCCTATTG
pCS.426.AYXC1.1
YXC-LPNTL.fw CGAAGTTATGAGCTCGAATTCATCGATGAATA
CGTTCCTGGGAGTCAATTTAC
YXC-CYC.rv TGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGA
CTCGAGGTCGACGGTATCCATGTCTTCACTAA
TGCCTTCATAC
YXC.pop-in.fw CTGCTTATGTCAGGGATTATGTAAC
veri.YXC1.rv AAACATGCCACCAAGCATGTAATTC
PcYXC1 HXT7-2YXC1.fw TCAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATC
(2. Allel) ACACCCAGACACAATCGGAGTATACAAC

2YXC-LPNTL.rv

2YXC-LPNTL.fw

2YXC1-CYC.rv

YXC.pop-in.fw
veri.YXC1.rv2

AAGTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACACCA
ACTTCCCACACCAAC

AGTTATGAGCTCGAATTCATCGATGCCTTATG
GTTTCCTATTAGAATTAC

CATAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGT
ATCATCAAATAATCATGCCATTTGAAC

CTGCTTATGTCAGGGATTATGTAAC
ACTCCACATTGGGATACAAG

pCS.426.AYXC1.2

Tab. A 5: Die folgende Tabelle zeigt die verwendeten Primer P5 - P10 (vgl. Tab. M 4 und Abb. M 2) fir die
Konstruktion von integrativen Kassetten flir Promotor-Susbtitutionen, sowie Primer fiir den
Integrationsnachweis. Die Primer sind dabei in folgender Reihenfolge (von oben nach unten) angegeben:
P5, P6, P7, P8, P9, P10, Promotor-spezifischer Primer flr Integrationsnachweis, Gen-spezifischer Primer fir
Integrationsnachweis (und ggf. Primer zur Uberpriifung der Deletion des nativen Promotor-Bereichs). Des
Weiteren sind die Plasmide gezeigt, die die integrativen Kassetten trugen.

| Gen | Primername | Sequenz (5> 3 | Plasmid ____
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PcACC1

PcATF2

PcCHA1

pACC1.426L.fw

pACC1.LPNTL.rv

P-ENO.LPNTL.fw

P-ENO.rv
ACC1.LPNTL.fw

ACC1.426R.rv

P-ENO.veri.fw
ACCl.pop.veri.rv
ATF2.426L.fw

ATF2.LPNTL.rv

TDH3-LPNTL.fw

P-TDH3.rv
ATF2.P-TDH3.fw

ATF2.426R.rv

P-TDH3.pop.fw
ATF2.pop-in.rv
CHA1s.426L.fw

CHA1s.LPNTL.rv

P-PGI1.LPNTL.fw

P-PGI1.CHAl.rv

CHA1.PGI1.fw

CHA1s.426R.rv

P-PGl.fw
CHA1l.veri.rv
CHA1.pop-in.fw

ANHANG

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGAG
CGGTTAGATCAATTCATTTC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCAA
TTCTTTGTTAATGTGGGATTAAAG

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCCA
GATCAAACCACATCATGAG

TGTGTAATGTGTATATGTTTTATCGAATTG

ACTCAATTCGATAAAACATATACACATTACACAAT
GAGTGAAGAAAATTTGAGTGAAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATACCC
TGGAGGACCAATGAATAAG

GTCTAACGGTGGGAAATTG
ATGGAACATCAGCATGTTGAG

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGAT
CGGTATATTCGGATTTATATGC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCAG
TCATGTAGTATTAATGGTGATTTG

GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGGGA
CCGTTAATTACCAACAATCTC

TGTTAATTAATTATTTGTTTGTTTG

AAAACAAACAAACAAACAAATAATTAATTAACAG
TGAATATATTTTTTCAAGGGCCC

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATACG
GTCTTAAATCCCAAACCAAATC

AACTGACGTTTCAAGAACATC
GAACACGATATCATCATCATCAC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGCA
GCTGATCTAAGAGGTAAAGTTCAACATTC

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCTT
GCCGTGTGGATTGTTAAG

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCA
GGGAACTGACTTCCAACAATC

CTTTTGTGATTGTCATTGTTAATTGATATATTAGA
GCAATTGAG

CTAATATATCAATTAACAATGACAATCACAAAAG
ATCATAAAG

TTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACCA
GCTGATGAAGTTGATGCTGCTTTG

TTTCTGACTAAGCGCCCAAC
GCCACCAATGAAGAGATTTAAAG

ATTTAGAAGCTAGAGGTTCAGAAAG
(Verifikation der PcCHA1 Promotor-Deletion)

pCS.426.ACCloe

pCS.426.ATF20e

pCS.426.CHA1s
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PcGPM1

PclSC1

PcLCB1

PcLCB2

GPM1.426L.fw

GPM1.LPNTL.rv

P-ACT1.LPNTL.fw

P-ACT1.GPM1.rv

GPM1.P-ACT1.fw

GPM1.426R.rv

P-ACT1.veri.fw
GPM1.pop-in.rv
ISC1u.426L

ISC1U.LPNTL.rv

TDH3-LPNTL.fw

P-TDH3.rv
ISC10.P-TDH3.fw

ISCloe.426R

P-TDH3.pop.fw

ISC1.veri.rv

LCB1.426L.fw

LCB1.LPNTL.rv

P-ENO.LPNTL.fw

LCB1.P-ENO.rv

P-ENO.LCB1.fw

LCB1.426R.rv

P-ENO.veri.rv
LCB1ie.veri.rv

LCB2-426L.fw

ANHANG

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGAC
ATTCGACTATTATCTGGTAATTC

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCAG
AATCGCGAACGTCAATATAAG

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCCA
ACATTCTCAAAGGAGTTGATTC

TTGACCGTGACGTAAAAGAATTAATTTTGGCATA
CCAGAACCGTTATCAATAACTAAC

GTTAGTTATTGATAACGGTTCTGGTATGCCAAAA
TTAATTCTTTTACGTC

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATACA
GCTGGATCAATTAAAGCATAAC

GAAGAAATTGCAGCTGTAAGTG
CATGAGCAGCAATGATAACAG

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGTTC
TTGCCTTCTTTCATTAACTTG

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCA
AAAGTTACCCGCCAAACGC

GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGGGA
CCGTTAATTACCAACAATCTC

TGTTAATTAATTATTTGTTTGTTTG

pCS.426.GPM1dr

pCS.426.1SCloe

AAAACAAACAAACAAACAAATAATTAATTAACAA
TGGTCATGTCAGAGTCAGAATC

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATACC
ATGTATAAGCAGCATCACCTTC

AACTGACGTTTCAAGAACATC
TCTAAAGCTCTTATTTCAGATCTTC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGGG
ACTGCTACACTCCAAATATG
TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCA
TAATAGAAGAAACACGTCAAATACC
GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCCA
GATCAAACCACATCATGAG

GTAGCAGTGACGTTCATTGTGTAATGTGTATATG
TTTTATC

pCS.426.LCBloe

CATATACACATTACACAATGAACGTCACTGCTACA
AC

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATACA
CAAGCACCAACACCATTAC

GTTGTGCGTGGCTTGAC
ATAATACAGCACCACCAACTTC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGGG pCS.426.LCB2oe
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PcSER3

PcSLI1

PcSYR2

LCB2-LPNTL.rv

TDH3-LPNTL.fw

P-TDH3.rv
LCB2.P-TDH3.fw

LCB2-426R.rv

P-TDH3.pop.fw
LCB2lie.veri.rv

S31

S32

LPNTL.P-TDH3.fw

P-TDH3.rv
S33

S34

P-TDH3.pop.fw
SER3.pop-in.rv
SLI1-426L.fw

SLI1Ge.LPNTL.rv

TDH3-LPNTL.fw

P-TDH3.rv
SLI1.TDH3.fw

SLI1Ge.CYC.rv
P-TDH3.pop.fw
SLI1e.veri.rv

SYR20e.426L

SYR20e.LPNTL.rv

ANHANG

CCATGAGATGACTTTGTACG

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCA
GTTCTTGTTTGAATTCGCGTTTG

GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGGGA
CCGTTAATTACCAACAATCTC

TGTTAATTAATTATTTGTTTGTTTG

ACAAACAAACAAACAAATAATTAATTAACAATGT
CATTGGTAATACCTCAAATAG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATACA
AAGCGGCTTGAGTACATGC

AACTGACGTTTCAAGAACATC
ATAAACTTGCATTTGTTGCATACC

CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCACA
ATGTTGTGCTATACGATATAGTTC

GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCC
ATTGACTCAAGCCCATTAATTTC

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCTT
GACCCATAGTAAACTAATAACTC

TGTTAATTAATTATTTGTTTGTTTG

CAAAAACAAACAAACAAACAAATAATTAATTAAC
AATGGCTTCTCCACAACAAATC

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCC
AGCAATAACTAATTCAGCAACAG

AACTGACGTTTCAAGAACATC
ACTTCCCAACATTTAGCACTAAC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGCA
TGTACTCCCGTAAACTACCTG

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCA
TTAAGAAGTTGTACCCAGAATTG

GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGGGA
CCGTTAATTACCAACAATCTC

TGTTAATTAATTATTTGTTTGTTTG

AAAAACAAACAAACAAACAAATAATTAATTAACA
ATGGTGGCTGGACCAAAC

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCG
TGCAGTGTTCCCATCATATAAG

AACTGACGTTTCAAGAACATC
CAACTGGGATATCACGATCATTC

GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGAA
AGTGTAAATAGACGTCATGAG

TTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCA

pCS.426.5ER30e

pCS.426.SLI1oe

pCS.426.SYR20e
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PcTMS1

PcTSC3

PcTSC10

TDH3-LPNTL.fw
P-TDH3.rv
SYR20e.P-
TDH3.fw

SYR20e.426R

P-TDH3.pop.fw
SYR2o0e.veri.rv

HXT7-TMS1.fw
TMS1-LPNTL.rv

LPNTL.P-TDH3.fw

P-TDH3.rv
LPNTL-TMS1.fw

TMS1-CYC.rv

P-TDH3.pop.fw

TMS1.pop-in.rv

TSC3-HXT7.fw

TSC3-LPNTL.rv

TDH3-LPNTL.fw

TDH3-TSC3.rv

TDH3-TSC3.fw

TSC3-CYC.rv

P-TDH3.pop.fw

TSC3Ue.pop-in.rv

P-TSC10.426L.fw

P-TSC10.LNPTL.rv

ANHANG

CTGTGTACTAAACGTGATAAATCC

GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGGGA
CCGTTAATTACCAACAATCTC

TGTTAATTAATTATTTGTTTGTTTG

AAAACAAACAAACAAACAAATAATTAATTAACAA
TGAGCTCTCATCAGTTTTTG

ATATCAGTTATTACCCTATGCGGTGTGAAATACA
AGACGATGATGTCTTGAATG

AACTGACGTTTCAAGAACATC
AGTAACAATTGCAGCAATACC

CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCACA
CCAAGTCATTATCCCAAAGAAC

ATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCATG
TCGGATGACTAGTAAATAGTG

GCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCTT
GACCCATAGTAAACTAATAACTC

TGTTAATTAATTATTTGTTTGTTTG

AAAACAAACAAACAAACAAATAATTAATTAACAA
TGGGTGCAATAGTATCACTAC

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCA
GTTTCAGCCCATTCATGAG

AACTGACGTTTCAAGAACATC
CTTATTCATTGAGCATCCATCATTAC

CAAAAAGTTAACATGCATCACCATCACCATCACAT
CCAGCGTTGATTCTGGATAATAC

GTTATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCTGC
GCAATACCTTAACAAACATCC

GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGGGA
CCGTTAATTACCAACAATCTC

ACAAATGTTCCCGCCATTGTTAATTAATTATTTGT
TTGTTTG

ACAAATAATTAATTAACAATGGCGGGAACATTTG
TTTATGAA

TAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACGGTATCT
CCAATAATCCTGGTATTGTAAAC

AACTGACGTTTCAAGAACATC
AAGGTAAACAAAGCCTACAATAAC
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCCTATGTTGCC
ATTGAACGTGAACAATTCAG

TATCTGCAGGTTACCCAGTGGTACGAAGCGCCAT
CCTGTTCTTGTATTTCCCATAG

pCS.426.TMS1loe

pCS.426.TSC30e

pCS.426.TSC100e

166



ANHANG

TDH3-LPNTL.fw GTTATGAGCTCGAATTCATCGATGATATCAGGGA

CCGTTAATTACCAACAATCTC

P-TDH3.TSC10.rv  CCTTTAGTAAACCACATTGTTAATTAATTATTTGTT
TGTTTG

TSC10.P-TDH3.fw  ACAAATAATTAATTAACAATGTGGTTTACTAAAG
GTCATTTC

TSC10.426.rv TTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACTA
AAGGTGCATATTGACCATAAC

P-TDH3.pop.fw AACTGACGTTTCAAGAACATC

TSC10.pop-in.rv TCAGCTAGGGCACGAAC

Tab. A 6: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Primer fiir die Konstruktion von pop-in Plasmiden fiir die
Disruption von putativen Acetyl-Transferase- (AcTr-) Genen. Die Restriktions-Endonukleasen in Klammern,
sind jene mit denen die Disruptions-Plasmide vor einer Transformation linearisiert wurden. Fir jedes
putatives AcTr-Gen sind vier Primer gelistet: mit den ersten beiden wurde ein PCR-Produkt erhalten, was im
Zuge der Disruptions-Plasmid-Konstruktionen in den Vektor pCS.425.LP-lacZg.orv/ecori KlONiert wurde; Dritter
Primer: Gen-spezifischen Primer A. Vierter Primer: Gen-spezifischen Primer B; GDB-ID: GenDB-
Identifikations-Nr.

AcTr-Gen . Disruptions-Plasmid
Pc_584 12.fw GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTT
GGATCCACCAGGTATCAAGTTAAG pCS.dACT12
12.rv CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGC (Hincll)
CATATGAATAATGTTCTCTAGTTC
12.pop-in.fw  AGACAAGGCTTGCTGGCTTAAAC
12.veri.rv GAGTGGGTTTGACCATTTATTG
Pc_616 13.fw GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTG
GTAATGTTAGAGTCGCTCCTTTG pCS.dACT13
13.rv CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGG (BstEll)
CACCACCAACAACAATTGCTAATG
13.pop-in.fw  CTGCCAAAGAACATACAGATCTC
13.veri.rv TAGATTCAGGTCTTGCTAATAAGG
Pc_745 3.fw GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTA
CTTTGGGTTGATTATACTACAGG pCS.dACT3
3.rv CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGA (BamHil)
GGCCATGGTAAAGAACCCAAATC
3.pop-in.fw CATTGTCCCTGGACTGCAAACTG
3.veri.rv TCTCGTAACAACAGTTTCATTATC
Pc_770 9.fw GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTG
ATATTACTGGTGCTCAAATGGTTC pCS.dACT9
9.rv CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGT (Ncol)

GGAACCTTTAGGTGTAATACCATC

167



Pc_1301

Pc_1331

Pc_2136

Pc_3463

Pc_3915

Pc_5119

Pc_6325

9.pop-in.fw
9.veri.rv

19.fw

19.rv
19.pop-in.fw
19.veri.rv
15.fw

15.rv
15.pop-in.fw
15.veri.rv
8.fw

8.rv
8.pop-in.fw
8.veri.rv
16.fw

16.rv
16.pop-in.fw
16.veri.rv
1.fw

l.rv
1.pop-in.fw
1.veri.rv
11.fw

11.rv
11.pop-in.fw
11.veri.rv

10.fw

10.rv

ANHANG

TATGGGTCATTTAGCTATGAATC
ATAAGCTAAAGCCAATTGAGTAAC

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTA
AGCTCCATTAGGTGCATATAAGG

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGT
ATAGTCTGCCCAACTATGTAATG

GGTGGTGGCGGTTATATTGTTTCC
CACGGACTAAACTTCCAAATAAC

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTT
TACCGATTAAAGCTGGTGTTTCC

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGC
ATATGTAGTAGAGATTAATAATG

CCAGAAGGTGGTAGTCATGATAG
GGATGAGATTAAAGGTGGTAATG

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTA
TTAAAGAATGGTGCGGATCCTAC

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGG
TTAGCACCATTTGCAGCACGTTTG

TTGGGCTTGTCGTTATGGTCTGG
GTATTAGAATCACCACCGCTAAG

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTA
GGGTTAATTGGATTACCCAGTTC

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGA
ATCTTCTTGCAGCTTGAACAACC

AGTATTTGGTGTTGGTCATTTAG
AACTTGTGCAGCATTATTAACTTC

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTT
AGAGGTGGCATGCTCGTGATTAC

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGT
TGAAGCAACGAAGGTTTGGTAGTG

GATACCAGCAATCTCATTATGTG
CCATATGAGTAAGCCTGTAATTG

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTT
TAGCCATCGTGACTTCACAATTC

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGG
GCCATGAAAGATGTTGTTCTTCAC

GTCACGATATTGGGTATCGCAAAG
TGCACTCATATTTGTACCTTCTG

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTA
AACAATCAACTCCACAACCTCATC

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGC

pCS.dACT19
(Kpn!)

pCS.dACT15
(Pmil)

pCS.dACTS8
(Pvull)

pCS.dACT16
(Styl)

pCS.dACT1
(Ndel)

pCS.dACT11
(Hpal)

pCS.dACT10
(BstEll)
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Pc_7050

Pc_7175

Pc_7333

Pc_7424

Pc_7779

10.pop-in.fw
10.veri.rv
14.fw

14.rv
14.pop-in.fw
14.veri.rv
18.fw

18.rv
18.pop-in.fw
18.veri.rv
20.fw

20.rv
20.pop-in.fw
20.veri.rv
2.fw

2.rv
2.pop-in.fw
2.veri.rv
7.fw

7.rv
7.pop-in.fw

7.veri.rv

ANHANG

CCTAAGAGCATTTAAACCAGTTC
TATCGCACAGTCCACAAATATAG
TGACCATTTAGCAACGTAATAAC

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTT
GGTGTTAGTGTTACAGTTATTG

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGT
CCCAAATTAAATACCAAACCAAG

TTTAGATCATTCAGCTACCAAGAC
ATTGCCACTAAAGGTAATTGAAAC

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTA
CTTTCTTAGCTGCTACTGTCTTG

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGG
GATAACTGGAATACCAGCTTGTTG

ATGGGATTCTTGAAAGCTGTC
TCACAATTTCACCACTTTCAAATG

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTT
TAAACAATACTGATGAATTAAAC

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGC
CCAATAAATCTAGGAGAATTAAC

ATGGCTGGTGAATTGTTCAGTGAG
AACTTGATTTGATTTGGGATCTG

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTA
TCAGAATTAAGAATTGCCAGAGG

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGG
TCCGTTATAATCTAATGGATGAG

TCCTAAAGGTTCTGAAGAATATG
AGCACCAAGCCAAACATAATCAC

GAAGTCGCCGCGCCACTGGTGTGGGCCATAATTA
TCATTCTAAATCAACAGGAATTG

CGGAGCCGACACCACGGCCACCGATATTATTTGC
CAACCAATAACGGCAACATAAAC

ATGACGGACTGGAGACATGC
CGTCTCATATCATCAATGGAAGTC

pCS.dACT14
(Ncol)

pCS.dACT18
(Aflll)

pCS.dACT20
(Ndel)

pCS.dACT2
(Ndel)

pCS.dACT7
(Accl)
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GenDB-ID “ annotierte Funktion Dis. / Del. put. TMHs ER-Lokalisation bester BLAST-Treffer

Pc_584 Phospholipid:Diacyl-Glycerol-Acyl-transferase 2.3.1.158 v 60% (S. cerevisiae)
Pc_616 426  Diacylglycerol-O-Acyl-Transferase Dis. 1 2.3.1.20 X (Lipidtrépfchen) 529% (E. gossypii)
Pc_745 331 Palmitoyl-Transferase Dis. 2 2.3.1.- ? 48% (D. hansenii)
Pc_770 584  O-Acetyl-Transferase Dis. 6 2.3.1.- v 50% (S. cerevisiae)
Pc_1301 625  y-Glutamyl-Transpeptidase Dis. 1 2.3.2.2 X (Vakuole) 50% (S. cerevisiae)
Pc_1331 685  Glycerol-3-Phosphate O-Acyl-Transferase Dis. 4 2.3.1.42 v 48% (S. cerevisiae)
Pc_1479 312  1-Acyl-Glycerol-3-Phosphate-O-Acyl-Transferase Del. 1 2.3.1.51 X (Cytoplasma) 31% (S. cerevisiae)
Pc 2136 703  Palmitoyl-Transferase Dis. 5 2.3.1.- ? 44% (S. kluyveri)
Pc_3463 680  Glycerol-3-Phosphate-O-Acyl-Transferase Dis. 4 2.3.1.42 v 54% (S. cerevisiae)
Pc_3915 495 Inositol-Acyl-Transferase Dis. 10 2.3.-.- v 51% (S. cerevisiae)
Pc_3959* 173  Palmitoyl-Transferase Dis. 2 2.3.1.- v 39% (G. zeae)

Pc 5119 408  Acyl-Transferase Dis. 3 2.3.1.15 X (Lipidtropfchen) 41% (S. cerevisiae)
Pc_5428** 355  Palmitoyl-Transferase Del. 4 2.3.1.- X (Vakuole) 39% (S. cerevisiae)
Pc_6325 528 Acetyl-CoA-Transporter Dis. 10 2.3.1.- ? 38% (S. pombe)
Pc_6875 256  Palmitoyl-Transferase Del. 3 2.3.1.- v 39% (C. albicans)
Pc_7050 571  Acyl-CoA:Sterol-Acyl-Transferase Dis. 7 2.3.1.26 v 49% (S. cerevisiae)
Pc 7175 290  1-Acyl-Glycerol-3-Phosphate-O-Acyl-Transferase Dis. 1 2.3.1.51 X (Lipidtrépfchen) 48% (S. cerevisiae)
Pc_7333 364  Glutaminyl-Peptid-Cyklotransferase Dis. 1 2.3.25 ? 36% (S. cerevisiae)
Pc_7424 220  Acetyl-Transferase Dis. 1 2.3.1.- ? 42% (S. pombe)
Pc 7779 265  Palmitoyl-Transferase Dis. 4 2.3.1.- ? 34% (S. cerevisiae)

Tab. A 7: Aus GenDB extrahierte Gene mit putativer Acetyl-Transferase-Funktion und Transmembrandomaéne. Die hypothetischen Proteinsequenzen wurden via BLAST-Analyse
mit der SwissProt-Datenbank verglichen, wobei die jeweils besten Treffer angegeben sind (hypothetische Proteine, Proteine mit unbekannter Funktion etc. wurden dabei
ausgeschlossen). Die ER-Lokalisation bezieht sich auf die Lokalisation der homologen Proteine aus S. cerevisiae. (AS: Aminosauren; Dis.: Disruption; Del.: Deletion; ER:
endoplasma-tisches Retikulum; put. TMHs: putative Transmembrandomanen). * Fiir Pc_3959 konnte kein Disruptions- / Deletions-Konstrukt erstellt werden ** Von Pc_5428
existieren zwei Allele im Genom von P. ciferrii.
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