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1 Einleitung

Das Leben auf der Erde in allen seinen zahlreichen Auspragungsformen ist ober-
flachlich betrachtet nur ein geordnetes komplexes Zusammenspiel organischer Ver-
bindungen, welche mittels physikalischer und chemischer Wechselwirkung mit ihrer
Umwelt in Verbindung stehen. Im engeren Sinne lasst sich die Definition von biologi-
schen Leben jedoch noch weiter spezifizieren. Demnach sind lebende Systeme offene,
negativ entropische Systeme, da sie zu ihrem Erhalt in einem stdndigen Energie- und
Stoffaustausch mit ihrer Umwelt stehen miissen [1]. Die Gesamtheit aller méglichen
chemischen Prozesse innerhalb eines Lebewesens, welche in der Umwandlung chemi-
scher Molekiile resultieren, bezeichnet man als Stoffwechsel (Metabolismus). Der
Metabolismus gewéhrleistet zelluldren Organismen die Versorgung mit Energie in
Form von Adenosintriphosphat (ATP) und dient durch seine anabolischen und kata-
bolischen Reaktionen der Synthese, der Umwandlung und der Degradation diverser
biologisch wirksamer Molekiile, welche u.a. fiir das Zellwachstum, die Zellteilung
und die Signaltransduktion von essentieller Bedeutung sind. Der Metabolismus ist
zudem, als Vermittler und Reporter von umweltbedingten Reizen und Stimuli in der
Lage schnell auf interne und externe Storungen zu reagieren und durch adaquate
Reaktionen in Verbindung der verschiedenen regulatorischen Ebenen der Zelle (Meta-
bolom, Proteom, Transkriptom) eine Adaptation gegen die auftretenden Stérungen
zu vermitteln und damit zur Aufrechterhaltung der funktionellen Integritdat des

Organismus beizutragen.
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1.1 Kohlenhydratstoffwechsel

1.1.1 Glycolyse und Gluconeogenese

Die Glycolyse zahlt zu den evolutionar &ltesten, katabolischen Stoffwechselwegen
und findet sich in ihrer konservierten Form bei fast allen lebenden Organismen [2].
Die Glycolyse, deren biochemische Reaktionen im Cytosol ablaufen, beschreibt
die enzymkatalysierte, schrittweise Oxidation von einem Molekiil Glucose zu zwei
Molekiilen Pyruvat. Neben Glucose kénnen zahlreiche weitere Monosaccharide
(Galactose, Fructose, Mannose uvm.) tiber die Glycolyse oxidiert werden, wobei sie
dabei an unterschiedlichen Positionen in den Stoffwechselweg eingefiihrt werden.
Wihrend dieser Oxidationsprozesse werden neben Pyruvat zwei Molekiile ATP und
ein Molekiil reduziertes Nicotinamiddinukleotid (NADH) gebildet, welches eines der
wichtigsten, energiereichen Reduktionsdaquivalente der Zelle darstellt. Daneben sind
die zahlreichen Metaboliten der Glycolyse Ausgangspunkte zur Biosynthese von
Speicherstoffen (bspw. Glycerol, Trehalose), Lipiden (Reduktion von Dihydroxyace-
tonphosphat zu Glycerin-3-phosphat) und Aminoséduren (ausgehend von Pyruvat,

3-Phosphoglycerat, Phosphoenolpyruvat).

Die Glycolyse kann sowohl unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen
stattfinden und resultiert in beiden Féllen in der Bildung von Pyruvat. Unter
aeroben Bedingungen wird Pyruvat innerhalb des Citratzyklus weiter oxidiert
und die dabei entstehenden Reduktionsédquivalente NADH und reduziertes Flavin-
Adenindinukleotid (FADH,) werden in der darauffolgenden mitochondrialen Elektro-
nentransportkette abschliefsend zur Reduktion von Sauerstoff zu Wasser verwendet.
Unter anaeroben Bedingungen wird Pyruvat unter NADH-Verbrauch entweder
iiber die Lactatdehydrogenase zu Lactat umgesetzt oder durch die Alkoholdehy-
drogenase iiber den Zwischenschritt Acetaldehyd zu Ethanol reduziert [3|. Fiir
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) ist die fermentative Umsetzung von Py-
ruvat zu Ethanol charakteristisch, wahrend fiir hohere Eukaryoten und vor allem
bei Milchsdurebakterien die fermentative Produktion von Lactat bevorzugt genutzt
wird. Da die resultierenden Verbindungen des fermentativen Umsatzes von Pyruvat
weiterhin energiereich sind, konnen Ethanol bzw. Lactat weiter umgesetzt werden.

In S. cerevisiae wird Ethanol nachtrédglich unter Bildung von Acetat respirativ
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umgesetzt und durch Umwandlung in Acetyl-Coenzym A (CoA) dem Citratzyklus
zugefiihrt [3].

Die Gluconeogenese dient dem Aufbau von Glucose, wenn die Versorgung mit
Glucose unter bestimmten Bedingungen nicht stattfinden kann, bspw. durch um-
weltbedingten Glucosemangel bzw. bei Verfiigharkeit anderer Kohlenstoffquellen wie
Ethanol, Acetat, Lactat oder Glycerol. Die Gluconeogenese nutzt dabei prinzipiell
die gleichen Reaktionen wie die Glycolyse. Einige glykolytische Reaktionen sind
jedoch irreversibel und miissen dementsprechend umgangen werden. Dies betrifft
hauptséichlich die Reaktionen der Hexokinasen, der Phosphofructokinasen sowie
der Pyruvatkinasen. Ausgehend von Pyruvat wird dabei der terminale glykolyti-
sche Schritt (Pyruvatkinase) durch die beiden Enzyme Pyruvatcarboxylase und
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase umgangen, wobei im ersten Schritt Pyruvat,
unter ATP-Verbrauch, zu Oxalacetat umgesetzt wird und dieses nachfolgend, unter
Guanosintriphosphat(GTP)-Verbrauch, zu Phosphoenolpyruvat (PEP) umgesetzt
wird. Im weiteren Verlauf wird die Phosphofructokinasereaktion mittels des En-
zyms Fructose-1,6-bisphosphatase umgangen und im letzten Schritt die Bildung
von Glucose aus Glucose-6-phosphat, durch die Umgehung der Hexokinasen iiber
die Glucose-6-phosphatase, abgeschlossen. Bei Eukaryoten finden die Reaktionen
der Gluconeogenese gewohnlich im Cytosol, im Mitochondrium (Reaktionen der
Pyruvatcarboxylase/ PEP-Carboxykinase) und im Endoplasmatischen Retikulum
(Reaktion der Glucose-6-phosphatase) statt. Bei S. cerevisiae laufen die drei Reak-
tionen hochstwahrscheinlich nur im Cytosol ab [4].

Abbildung 1 zeigt eine schematische Ubersicht der innerhalb der Glycolyse und

Gluconeogenese ablaufenden Prozesse, inklusive der beteiligten Gene.
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Abbildung 1: Ubersicht der Glykolyse, Gluconeogenese, Fermentation. Die Abbildung zeigt eine sche-
matische Ubersicht der wichtigsten Stoffwechselreaktionen der Glycolyse (blau), der Gluconeogenese (rot) und der
Fermentation (griin). Die beteiligten Enzyme sind inklusive ihrer codierenden Gene angegeben. Die Eintrittspunkte
der drei Kohlenstoffquellen Glucose, Galactose, Ethanol sind hervorgehoben.

1.1.2 Pentosephosphatweg

Der Pentosephosphatweg (PPP) ist neben der Glycolyse ein weiterer Stoffwechsel-
weg der zur Verwertung von Kohlenhydraten verwendet wird. Die Funktionen des
PPP liegen vor allem in der Bildung von Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
(NADPH) und diverser Zuckerphosphatintermediate, welche im spéteren Verlauf zur
Biosynthese von bspw. Nukleotiden, Nuklein- und Aminoséduren verwendet werden.
Der PPP besteht aus zwei separaten Teilen: dem oxidativen und nicht-oxidativen
Teil (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Ubersicht des Pentosephosphatwegs. Schematische Ubersicht der Reaktionen des PPP. Die
Ubersicht zeigt glykolytische Intermediate welche Teil des PPP sind (griin), Intermediate des oxidativen Teils des
PPP (schwarz) sowie Intermediate des nicht-oxidativen Teils des PPP (blau). Weitere Intermediate, welche aus
Glycolyse oder PPP hervorgehen sind grau gekennzeichnet.

Im oxidativen Teil wird Glucose-6-phosphat iiber mehrere irreversible enzymatische
Reaktionen unter NADPH-Bildung zu Ribulose-5-phosphat umgesetzt. Der PPP
stellt daher, neben den von oxidiertem Nicotinamiddinukleotid (NADP*)-abhéngigen
Isocitratdehydrogenasen (Idplp, Idp2p, Idp3p) und der Glutaminolyse, eine der
wichtigsten zelluldren Quellen zur Gewinnung von NADPH dar und nimmt damit in
der Abwehr von oxidativen Stress eine zentrale Rolle ein [5-8]. Neben der Bildung
von NADPH erzeugt bzw. transformiert der PPP im nicht-oxidativen Teil durch
verschiedene reversible Enzymkatalysen zahlreiche Zuckerphosphate (Cs-, Cy-, Cs-,
Cg-, C7-Korper), welche nachfolgend zur Synthese von bspw. ATP, NADH, FAD,

CoA verwendet werden.

1.1.3 Citrat- und Glyoxalatzyklus

Der Citratzyklus, als mitochondrialer Stoffwechselweg, ist in seiner Funktion ei-
ner der Hauptumschlagplitze des intrazellularen Metabolismus, da er sowohl den

Ausgangs- als auch Endpunkt fiir diverse anabolische bzw. katabolische Reaktionen
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von Kohlenhydraten, Aminosduren und Lipiden darstellt. Eine der Hauptfunktionen
des Citratzyklus liegt in der Verstoffwechselung von Acetyl-CoA, welches durch
den Abbau von Kohlenhydraten (Glycolyse), der § - Oxidation von Fettsduren
oder beim Abbau der Aminoséduren entsteht. Acetyl-CoA wird dabei zu Beginn
mit Oxalacetat zu Citrat verkniipft und fiihrt in sieben weiteren, enzymkatalysier-
ten Schritten, welche in der Bildung diverser Zwischenprodukte resultieren und
wichtige Ausgangsstoffe fiir zahlreiche biosynthetische Prozesse wie bspw. Teile der
Aminoséure-, Ham-, Fettsdurebiosynthese sind, zur Bildung von zwei Molekiilen
Kohlenstoffdioxid (CO2), 3 NADH, 1 FADH,, 1 GTP, wobei Oxalacetat zusatzlich
regeneriert wird. Daneben kann Oxalacetat auch durch die anaplerotische Reaktion
der Pyruvatcarboxylase entstehen, wobei diese Pyruvat, unter Addition von CO45 und
unter ATP-Verbrauch, direkt zu Oxalacetat umwandelt. Unter aeroben Bedingungen
wird Pyruvat durch weitere Stoffwechselprozesse unter hohem Energiegewinn in
Form von ATP vollstindig in CO, und Wasser umgewandelt. Dazu wird Pyruvat
nachfolgend iiber den Pyruvatdehydrogenasekomplex oxidativ decarboxyliert und
in Acetyl-CoA umgewandelt, welches daraufhin in Kombination mit Oxalacetat als
Citrat in den Citratzyklus eingefiihrt wird. Die zusétzlich entstehenden Reduktions-
aquivalente in Form von NADH und FADH, kénnen anschliefsend ihre Elektronen
auf die Komponenten der, an der inneren Mitochondrienmembran lokalisierten, mit-
ochondrialen Atmungskette (Elektronentransportkette) iibertragen. Uber eine Reihe
von Redoxreaktionen werden die Elektronen dabei von NADH und FADH, iiber
die Atmungskettenkomponenten auf den finalen Akzeptor Sauerstoff {ibertragen,
wodurch dieser zu Wasser reduziert wird. In der Regel besteht die eukaryotische
Atmungskette aus vier Komplexen (Komplex I - IV), wobei zwischen Komplex IT und
Komplex I1I Ubiquinon und zwischen Komplex I1T und Komplex IV Cytochrom c¢ als
weitere Elektroneniibertrager verwendet werden. Bei S. cerevisiae fehlt jedoch Kom-
plex I, sodass die Elektronen von NADH {iber verschiedene Oxidoreduktasen (Ndelp,
Nde2p, Ndilp, Gut2p), jedoch ohne den sonst typischen parallel ablaufenden Proto-
nenexport, der Atmungskette zugefiigt werden [9]. Durch die, bei diesem Prozess,
freigesetzte Energie wird nachfolgend (durch Komplex II - IV) ein Protonengradient
im Intermembranraum der Mitochondrienmembran aufgebaut, welcher durch die
Aktivitat der ATP-Synthase zur ATP-Gewinnung genutzt wird (Chemiosmotische
Kopplung [10]). Dieser Prozess fiihrt generell zur hochsten ATP-Ausbeute des intra-
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zelluldiren Stoffwechsels (~ 30-36 Molekiile ATP). Eine schematische Ubersicht der
wichtigsten Intermediate des Citrat- und Glyoxalatzyklus zeigt Abbildung 3.
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Abbildung 3: Ubersicht des Citrat- /Glyoxalatzyklus. Schematische Ubersicht der enzymatischen Reakti-
onsschritte des Glyoxalatzyklus (gestrichelte Linien) und des Citratzyklus (diinne Linien). Die gemeinsamen Reak-
tionen beider Zyklen sind durch dicke Linien dargestellt. Die Abbildung wurde modifiziert aus Lorenz et al. [11].

Ein dem Citratzyklus prinzipiell sehr &hnlicher Stoffwechselweg, der sich einige Meta-
boliten mit dem Citratzyklus teilt, ist der Glyoxalatzyklus. Die primére Funktion des
Glyoxalatzyklus liegt in der Gewahrleistung des weiteren Zellwachstums und der da-
mit verbunden Biosynthese von Kohlenhydraten unter Glucosemangelbedingungen,
wobei in diesen Féllen alternative Kohlenstoffquellen (Cy-Korper) wie bspw. Acetat
und Ethanol verwendet werden [12]. Der Glyoxalatzyklus findet sich ausschliefs-

lich im Reich der Pflanzen, Pilze und Bakterien sowie bei einigen Invertebraten,
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jedoch nicht bei Vertebraten [13]. Das charakteristische am Glyoxalatzyklus ist
einerseits, dass insgesamt 2 Molekiile Acetyl-CoA umgesetzt werden (Citratzyklus
nutzt nur 1 Acetyl-CoA) und andererseits, dass er die Decarboxylierungsschritte,
welche im normalen Citratzyklus durch die Isocitratdehydrogenase sowie durch
die a-Ketoglutaratdehydrogenase katalysiert werden, umgeht und ausgehend von
Isocitrat mittels der Isocitratlyase zur Bildung von Glyoxalat und Succinat fiihrt.
Glyoxalat wird nachfolgend durch die Malatsynthase in Kombination mit einem
weiteren Acetyl-CoA Molekiil in Malat iiberfiihrt, welches danach {iber das Enzym
Malatdehydrogenase wieder in Oxalacetat umgewandelt wird, sodass der Pool an
Oxalacetat regeneriert werden kann. Succinat wird analog zum Citratzyklus weiter
verarbeitet (iiber Fumarat, Malat zu Oxalacetat). Einige Mikroorganismen besitzen
die notwendigen Enzyme des Glyoxalatzyklus (Isocitratlyase, Malatsynthase) jedoch
nicht und verwenden daher andere Synthesewege, wie bspw. den Ethylmalonyl-
CoA - Weg [14] bzw. den Methylaspartatzyklus [15], um u.a. die Biosynthese von

Kohlenhydraten unter Acetatassimilation zu gewahrleisten.

1.2 Biosynthese und Stoffwechsel von

Aminosauren

Aminosauren sind die Grundbausteine zelluldrer Proteine und erfiillen dadurch
zahlreiche Funktionen innerhalb des Zellstoffwechsels. Sie fungieren als Signalmo-
lekiile und koénnen durch ihren Abbau als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle die-
nen [16]. Aminoséuren werden entweder iiber die Umwelt aufgenommen oder iiber
Ammonium (NH4") in Kombination mit einer Kohlenhydratquelle synthetisiert.
Um Aminosduren bzw. andere Stickstoffquellen fiir die diversen biosynthetischen
Reaktionen der Zelle nutzen zu konnen, muss priméar deren Internalisierung ge-
wahrleistet werden, was iiber verschiedene Aminosdurepermeasen garantiert wird.
Beispielsweise konnen extrazelluldre Aminosduren in der Regel selbststéandig ihre
Aufnahme vermitteln, indem sie die Expression von spezifischen Permeasen indu-
zieren. Die Aminosduren werden dabei tiber verschiedene Mechanismen, wie bspw.
durch den, in der Plasmamembran lokalisierten, Aminosauresensor Ssylp erkannt,
welcher Teil des Ssyl-Ptr3-Ssyb (SPS) - Sensorwegs ist [16]. Die Bindung an Ssylp
aktiviert iiber die Proteine Ptr3p, Ssybp und Grrlp die Transkriptionsfaktoren
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Stplp und Stp2p, welche daraufthin die Expression der Permeasen einleiten [17,18|.
Nach erfolgter Aufnahme kénnen die Aminosduren darauthin u.a. entweder direkt
fiir Biosyntheseprozesse verwendet werden bzw. durch Deaminierung in Ammonium
umgewandelt oder als Substrate fiir Transaminierungsreaktionen verwendet wer-
den [19]. Die selektive Aufnahme von Aminoséuren bei ausreichender Verfiigbarkeit
wird zudem tiber den Weg der Stickstoftkatabolitrepression (NCR) gesteuert und
ermoglicht den Zellen die selektive Aufnahme bevorzugter Aminoséduren bzw. Stick-
stoffquellen entsprechend ihrer Qualitét [16]. Das Qualitétskriterium ist empirischen
Ursprungs und bedeutet vor allem inwiefern die Aminosdure das Wachstum bzw.
die Aufnahme anderer Aminoséduren positiv und negativ beeinflusst. Bspw. gelten
Prolin, Allantoin und Harnstoff als weniger bevorzugte und Glutamin und Aspara-
gin als bevorzugte Stickstoffquellen [20]. Der NCR-Signalweg induziert daher die
Expression von Genen des Stickstoffstoffwechsels bevorzugter Aminosduren und
reprimiert die Expression von Genen zur Verwertung nicht bevorzugter Aminoséuren.
Unter Aminosduremangelbedingungen erfolgt die Aktivierung des generellen Amino-
saurekontrollwegs (GAAC). Dieser Weg zur Stressabwehr registriert iiber Gen2p
den Mangel an Aminosduren und phosphoryliert daraufhin den eukaryotischen
Initiationsfaktor 2 (eIF2) [21]. Dies fithrt nachfolgend zu einer allgemein reduzier-
ten Translation, sodass die Zelle einerseits Ressourcen sparen kann und anderseits
das Transkriptom als Antwort auf den Nahrstoffmangel rekonfigurieren kann. Des
Weiteren fiir die Phosphorylierung von elF2 zu einer gesteigerten Translation der
GCN/ mRNA [21|. GCN/ ist ein Hauptregulator des Aminoséurestoffwechsel in
S. cerevisiae, welcher eine Vielzahl von Genen fiir die Biosynthese von individueller
Aminoséauren reguliert [22] und daraufhin die Synthese der mangelnden Amino-
sduren aktiviert. Durch die Modulation der NCR bzw. des GAAC-Wegs durch Gendp
kann die Zelle auf transkriptioneller und translationaler Ebene die Biosynthese der
Aminoséuren steuern [16]. Weitere Regulationen innerhalb der individuellen Ami-
noséaurebiosynthesewege sind durch klassische Regulationsmechanismen, basierend
auf Riickkopplungsmechanismen wie Endprodukthemmung (Argininsynthese), ge-
koppelte Produkthemmung mit transkriptioneller Regulation (Lysinsynthese) oder
nicht-kodierende RNAs (Methioninsynthese), moglich [16].

Die Biosynthese der proteinogenen Aminoséuren erfolgt primér ausgehend von me-
tabolischen Vorlaufern, welche als Intermediate in den drei Hauptstoffwechselwegen

des zentralen Kohlenhydratstoffwechsels Glycolyse, PPP und Citratzyklus entstehen.
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Diese Vorlaufer bilden das strukturelle Kohlenstoffgeriist der Aminosduren. Eine

Ubersicht der metabolischen Vorlaufer und der daraus resultierenden Aminosiuren
gibt Abbildung 4.
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Abbildung 4: Ubersicht der Aminosiurevorliufermetaboliten. Die metabolischen Vorliufer zur Syn-
these der proteinogenen Aminosduren sind entsprechend ihres Stoffwechselweges farblich gekennzeichnet. PPP-
Metaboliten (griin), Glycolysemetaboliten (orange), Citratzyklusmetaboliten (rot), Zwischenprodukte der Stoff-
wechselwege (grau).

Anhand dieses primédren Kohlenstoffgeriists werden nun, spezifisch fiir jede Amino-
sdure, weitere Biosynthesegene aktiviert, die zum Aufbau der endgiiltigen Ami-
nosaureform dienen. Diese spezifischen und teils sehr komplexen Biosynthesewege
sowie die fiir jede Aminoséure individuell notwendigen Enzyme sind Tabelle 1 zu

entnehmen.
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Tabelle 1: Biosynthesewege proteinogener Aminosiuren

Aminosdure Synthese iiber Besonderheiten Synthesegene
. 3PG SER33, SERI1, SERZ2,
Serin
SER3
Glycin SHMT1, SHMT?2
Threonin GLY1
Glycin Serin SHMT1, SHMT?2
Glyoxalat AGX1
Phenylalanin PEP-+E4P/ Shikimséureweg ARO7, PHA2, AROS,
Chorismat AROY9
Tyrosin PEP-+E4P/ Shikimsdureweg ARO7, TYR1, AROS,
Chorismat ARO9
Tryptophan PEP-+E4P/ Shikimsdureweg TRP2, TRP3, TRP4,
Chorismat TRP1, TRP5
Histidin R5P iiber PRPP PRS1, PRS2, PRSS,
PRS4, PRSS5, HIS1, HIS2,
HIS3, HIS4, HIS5, HISG,
HIS7
. Pyruvat respirativ ALT1
Alanin . . )
Pyruvat fermentativ Glutamin - Aminotrans-
ferase, w - Amidase
Valin Pyruvat Zwischenprodukt ILV6, ILV2, ILVS, ILVS,
2-Ketoisovalerat BAT2, BAT1
Leucin Pyruvat LEUY9, LFEU4, LEUI,
2-Ketoisovalerat LEU2, BAT1, BAT2
Isoleucin Threonin ILV1, ILV6, ILV2, ILVS5,
ILV3, BAT1, BAT2
Aspartat Oxalacetat AAT1, AAT2
Asparagin Aspartat ASN1, ASN2
Threonin Oxalacetat iiber Homoserin HOM3, HOM?2, HOMS6,
THR1, THRY
Lysin Oxalacetat a-Aminoadipat- LYS21, LYS22, LYS/,
weg LYS12, LYS2, LYS9,
LYS1
Methionin Homoserin / Kombination
H.S / mehrerer
Homocystein / Synthesewege

Intermediate der

Folatsynthese

11
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a-KG + NH,* GDH1, GDH3
Glutamat .
Glutamin / o-KG GLT1
Glutamin Glutamat + NH4T GLN1
Arginin Glutamat Zwischenprodukt ARG2, ARG7, ARGS,
Ornithin ARG6, ARGS8, ARGS,
ARG1, ARG/
Prolin Glutamat PRO1, PRO2, PROS3

3-Phosphoglycerat (3PG), Phosphoenolpyruvat (PEP), Erythrose-4-phosphat (E4P), Ribose-5-phosphat (R5P) a-Ketoglutarat
(a-KG), Ammoniumion (NH4 1), Schwefelwasserstoff (H2S), Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP)

1.3 Umweltbedingte Anpassungen des

Stoffwechsels

Eine Vorrausetzung zur Funktionalitdt von Stoffwechselsystemen ist zum einen
die Robustheit des Stoffwechsels gegeniiber Perturbationen und zum anderen die
dynamische Anpassung des Stoffwechsels an sich verdndernde Umweltbedingungen,
welche zusammen das Uberleben komplexer Organismen sichern. Die funktionellen
Einheiten des metabolischen Netzwerks werden als metabolische Module bezeichnet
und zeichnen sich durch eine spezifische Regulation aus [23]. Diese Regulationen
konnen sowohl intramodular als auch intermodular erfolgen. Ublicherweise erfolgt
die intramodulare Regulation u.a. durch die Anpassung der Enzymkonzentration
(Expression/Depression der Gene) bzw. die Einflussnahme auf die Enzymkinetik
infolge von kovalenten bzw. allosterischen Modifikationen, Inhibitoren und post-
translationalen Modifikationen. Intramodular bietet sich aufgrund der seriellen
Struktur der Stoffwechselwege zudem die Moglichkeit, iiber positive und negative
Riickkopplungsmechanismen eine Regulation zu gewéhrleisten. Bei der negativen
Riickkopplung wirkt klassischerweise das Substrat oder Produkt der Enzymkatalyse
inhibitorisch auf das Enzym selbst bzw. auf ein weiter zuriickliegendes Enzym der
seriellen Kette. Positive Regulation erfolgt, wenn ein Produkt auf die Aktivitét eines
nachfolgenden Enzyms bzw. nachfolgende Enzyme aktivierend wirkt. Daran lasst sich
erkennen, dass diese intramodularen Regulationsschleifen sowohl in funktioneller und
topologischer Néhe als auch tiber gewisse Distanzen erfolgen konnen und dabei sogar
in der Lage sind grofkere regulatorische Ebenen miteinander zu verbinden (bspw. lac-

Operon bei Escherichia coli (E. coli) [24], Interkonnektion der metabolischen und
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transkriptionellen Ebene). Eine weitere Moglichkeit die Robustheit metabolischer
Netzwerke zu gewéhrleisten bietet die Verwendung von Isoenzymen, welche teilweise
spezifisch fiir gewisse Bedingungen sind oder abweichende kinetische Eigenschaften
aufweisen. Das zeigt sich unter anderem daran, dass die Deletionen zahlreicher
Enzyme in S. cerevisiae keinen eindeutigen Phéanotyp hervorrufen (Kompensation
tiber funktionelle Paraloge), wohingegen fiir Enzyme ohne bekannte Paraloge haufig
Anderungen im metabolischen Flux zu beobachten sind [25-27].

All diese regulatorischen Effekte manifestieren sich primér auf der Ebene der Enzyme
und haben dadurch nachfolgend Auswirkungen auf den Gesamtflux des Stoffwechsel-
weges und konnen somit auch andere Teile des metabolischen Netzwerks beeinflussen.
Sie stellen der Zelle damit sehr schnelle und effiziente Mechanismen zur Verfiigung,
um sich gegebenenfalls auf umweltbedingte Perturbationen einzustellen. Um die
zelluldren Adaptationen bei den verschiedensten Stérungen zu gewéhrleisten, miissen
die spezifischen Reize bzw. Signale von der Zelle erkannt werden und nachfolgend
zur Anpassung des Stoffwechsels auf metabolischer bzw. transkriptioneller Ebene
verarbeitet werden (intermodulare Regulation). In der Regel werden dabei spezi-
fische Signalwege verwendet, um die externen Stimuli intrazellular zu verarbeiten
bzw. um die vielseitigen metabolischen bzw. transkriptionellen Antworten der Zelle

einzuleiten.

1.3.1 Der Prozess des Alterns

Der Prozess des Alterns ist sehr komplex und bis zum heutigen Tage noch nicht
vollstéandig aufgeklart. Es gibt zahlreiche Theorien dariiber, welche Prozesse das
Altern begiinstigen bzw. hervorrufen. Keine dieser Theorien ist bisher vollstéandig
ausgereift, um alle Facetten der Alterung erkldren zu kénnen. Jedoch ergeben sich
aus der Vielzahl der Theorien bereits verschiedene Aspekte, um die zellulére bzw. den
gesamten Organismus betreffende Alterung zu beschreiben. In der Regel lassen sich
zwei Hauptaussagen zur Entstehung des Alterns differenzieren [28]. Einerseits wird
von einer Art des programmierten Alterns ausgegangen, welches aktive, durch Gene
gesteuerte, Kontrollmechanismen voraussetzt, die nachfolgend Signale an das Nerven-
, Endokrin- und Immunsystem iibertragen konnen. Diese Signale sind notwendig fiir
die intrazelluldre Homoostase und fiir die Aktivierung von Abwehrmechanismen und

sind vergleichbar mit den Signalen des programmierten Zelltods (Apoptose). Die
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1 Finleitung

andere Gruppe von Theorien befasst sich mit der Akkumulation von funktionellen
Storungen in den Zellen iiber den gesamten Lebensprozess. Diese Storungen kénnen
intrinsischen bzw. extrinsischen Ursprungs sein. Als intrinsiche Faktoren werden u.a.
reaktive Sauerstoffspezies [engl.: reactive oxygen species (ROS)] diskutiert, die nach-
folgend DNA bzw. Proteine schiadigen konnen. Weiterhin kommen DNA-Mutationen
sowie Telomerverkiirzung als Ursachen der Alterung in Frage. Extrinsische Faktoren
sind unter anderem UV-Strahlung bzw. giftige Substanzen die nachfolgend intra-
zelluldre Schiaden verursachen. Eine klare Abgrenzung der Mechanismen lésst sich
jedoch nicht vornehmen, sodass davon ausgegangen werden kann, dass sich der
Alterungsprozess am ehesten als eine Kombination aller moglichen Mechanismen

beschreiben lasst.

1.3.2 S. cerevisiae als Modellsystem des Alterungsprozesses

S. cerevisiae, umgangssprachlich als Bickerhefe bezeichnet, ist ein einzelliger Organis-
mus aus dem Reich der Pilze. S. cerevisiae war der erste eukaryotische Organismus
dessen Genom im Jahre 1996 vollstédndig sequenziert wurde [29,30]. Das haploide
Genom ist verteilt auf 16 Chromosomen und besteht aus 12.071.326 Basenpaaren
und ca. 6.604 proteincodierenden Genen von denen ca. 5.151 (78%) verifiziert sind *.
S. cerevisiae wurde erstmals 1959 durch Mortimer und Johnston als Modellorga-
nismus zum Studium des Alterungsprozesses vorgeschlagen und ist heute neben
Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster ein universell akzeptiertes
Modellsystem der Altersforschung [31]. In der Altersforschung bei S. cerevisiae
unterscheidet man allgemein zwischen zwei Formen des Alterns. Zum einen gibt es
das replikative Altern als Modell des Alterns proliferierender Zellen und andererseits
das chronologische Altern als Modell des Alterns post-mitotischer Zellen [32]. In
den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Stoffwechselwege und Proteine bzw.
Modulatoren mit der Regulation der Lebensdauer bei S. cerevisiae in Verbindung
gebracht. Zudem konnte gezeigt werden, dass diese Mechanismen erstaunliche Ahn-
lichkeiten zu den Regulatoren des Alterns in hoheren Eukaryoten haben [33,34],
sodass angenommen werden kann, dass die vergleichbaren Mechanismen, welche
iiber Speziesgrenzen hinweg operieren, auf eine evolutiondre Konservierung der

Alterungsregulation zuriickzufiihren sind. Aufgrund der Tatsache, dass S. cerevisiae

15, cerevisiae - Genomdatenbank (SGD); http://www.yeastgenome.org, Stand Sept. 2015
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sowohl im haploiden als auch diploiden Genotyp iiberleben kann und zusétzlich eine
systematische Gendeletionsbank von S. cerevisiae zur Verfiigung steht, eréffnen sich
zudem die Moglichkeiten der Erzeugung von homo-/heterozygoten Deletionsbanken,
welche nachfolgend in genomweiten Screens zur Identifikation verschiedener geneti-
scher Interaktionen bzw. zur Identifikation zahlreicher Phéanotypen der Alterung

eingesetzt werden konnen.

1.3.3 Replikatives Altern

Das replikative Altern bzw. die replikative Lebenspanne (RLS) ist definiert durch
die Anzahl der potenziellen Mitosen, die eine Mutterzelle durchlaufen kann, bevor
sie seneszent wird und stellt damit ein Maf der replikativen Kapazitit von Zellen
wahrend des vegetativen Wachstums dar [31,35]. Die Zellteilung bei S. cerevisiae
ist asymmetrisch, wodurch der Zellinhalt ungleich verteilt wird, sodass in der
Mutterzelle spezifische Alterungsfaktoren wie bspw. extrachromosomale ribosomale
DNA-Ringe [engl.: extra chromosomal rDNA circle (ERC)], beschidigte Proteine und
Proteinaggregate verbleiben [36-39]. Weiterhin kann es durch externe Faktoren wie
bspw. umweltbedingte Stérungen (Hyperoxia) bzw. genetische Defekte (Deletionen
von Antioxidanzenzymen wie Superoxiddismutasen (SOD bzw. Katalasen) zur
Auslosung von oxidativen Stress kommen, was in der Akkumulation von ROS und
nachfolgend der oxidativen Schadigung zelluldrer Bestandteile resultiert und sich
dadurch negativ als verkiirzte replikative Lebensspanne auswirkt [40-42]. Uber die
Zeit akkumulieren sich diese Schéden in der Mutterzelle und kénnen dadurch u.a.
Apoptose auslosen [43|. Neben diesen Faktoren existieren weitere Mechanismen
der Regulation des Alterns, wobei diese bspw. néhrstoffsensitive Kinasen bzw.
Signalwege (Tor, Ras/PKA, Sch9), Sirtuine, die retrograde Antwort und den Prozess
der Kalorierestriktion beinhalten. Eine klare Abgrenzung von Prozessen die entweder
replikatives oder chronologisches Altern regulieren ist grofstenteils nicht moglich, da
in beiden Féllen die Mechanismen iiberlappen und somit an der Regulation beider
Alterungsparadigma beteiligt sind. Zwei regulatorische Faktoren kénnen jedoch
vermehrt der Regulation des replikativen Alterns assoziiert werden und werden

nachfolgend kurz erlautert.
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1.3.3.1 Sirtuine und rDNA

Die Sirtuine sind eine hochkonservierte Familie von NAD'-abhéngigen Enzymen,
welche eine Histondeacetylase- und ADP-Ribosyltransferaseaktivitiat aufweisen und
in zahlreichen Organismen durch Homologe vertreten sind sowie zahlreiche regulative
Funktionen erfiillen [44,45]. Die Beobachtung, dass eine Deletion von SIR2 [engl.: si-
lent information regulator; Histondeacetylase in S. cerevisiae] die Lebenspanne in
Hefe um 50% verkiirzt und eine Uberexpression von SIR2 eine Verlingerung der
Lebensspanne von 30-40% bewirkte, lief einen Einfluss von Sirtuinen auf die Regula-
tion des Alterns vermuten [45]. Sir2p ist u.a. an der Unterbindung der Transkription
am Mating-Lokus, an den Telomeren und der rDNA in S. cerevisiae beteiligt [46].
Ein bereits identifizierter Alterungsfaktor des replikativen Alterns sind die ERCs,
welche durch homologe Rekombination innerhalb der rDNA entstehen. Das resultiert
in Ausbildung selbstreplizierender zirkularer DNA-Molekiile, welche aufgrund der
asymmetrischen Teilung der Hefezellen in der Mutterzelle verbleiben [35]. Proteine,
welche die rDNA-Rekombination und die Bildung von ERCs unterbinden, beein-
flussen damit die replikative Lebensspanne. Beziiglich der Wirkung von Sir2p geht
man allgemein davon aus, dass Sir2p die Ausbildung von ERCs durch Inhibierung
der rDNA-Rekombination unterbindet. Ein weiteres Protein, welches die Ausbil-
dung von ERCs fordert, wird durch FOB1 codiert. Deletionen von FOBI sowie
Uberexpression von Sir2p resultieren daher in einer verlingerten replikativen Le-
bensspanne [35]. Die genaue Wirkung von ERCs in der Limitierung des Alters
ist noch nicht abschlieffend geklart. Es wird vermutet, dass die Replikations- bzw.
Transkriptionsfaktoren, welche normalerweise an der rDNA arbeiten physikalisch
mit den ERCs interagieren und somit nicht mehr zugénglich sind. Zusétzlich wird
davon ausgegangen, dass ERCs generell die rDNA destabilisieren und damit eine
Seneszenz auslosen [47]. Als Ursache fiir das Verbleiben der ERCs in der Mutterzelle
wird eine Septin-abhéngige Diffusionsbarriere diskutiert, welche den Transfer der
Kernporen von Mutterzelle zu Tochterzelle inhibiert [48]. ERCs sind dabei mit
der Kernpore assoziiert. Deletionen des Septinproteins Bud6p resultieren in einer
symmetrischen Segregation der Kernporen und der ERCs [48]. Neben den ERCs
werden zudem durch oxidativen Stress beschédigte Proteine sowie dysfunktionale
Mitochondrien als replikative Alterungsfaktoren diskutiert, da diese ebenfalls in

Folge der asymmetrischen Teilung in der Mutterzelle verbleiben [32]. Die Segregation
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beschéadigter Proteine wird {iber das Actinzytoskelett vermittelt und bendtigt die
Aktivitat von Sir2p, welches nachtréglich die Segregation von Antioxidanzenzymen
wie bspw. der Katalase Cttlp vermittelt [49]. Dysfunktionale Mitochondrien kénnen
zudem eine retrograde Antwort auslosen [engl.: retrograde response|, die ebenfalls
modulierend auf das replikative Altern wirkt. Eine weitere Funktion von Sir2p,
welche im replikativen Altern wichtig ist, liegt in der Instandhaltung von telomeri-
schem Heterochromatin. Es konnte gezeigt werden, dass die Verteilung von Sir2p an
den Telomeren mit steigendem Zellalter abnimmt und dass der Verlust von Sir2p
in einer steigenden Histonacetylierung an H4K16 und einem Verlust der Histone
an subtelomeren Bereichen einhergeht, was nachtraglich ,im Kompromiss® zum
transkriptionellen Stillstand [engl.: silencing] fithrt [50]. Dadurch wird deutlich, dass
hyperacetylierte Histone im Bereich der Telomere fiir die Regulation des replikativen

Alterns wichtig sind.

1.3.3.2 Retrograde Antwort

Die retrograde Antwort zdhlt ebenfalls zu den Regulatoren des replikativen Alterns.
Sie beschreibt einen Signalweg zwischen den Mitochondrien und dem Zellkern,
der die Expression von metabolischen und stressspezifischen Genen in Abhén-
gigkeit einer mitochondrialen Dysfunktion und deren Umfang reguliert [51]. Die
Dysfunktionen umfassen hauptséchlich den teilweisen bzw. vollstandigen Verlust der
mitochondrialen DNA und dem damit verbundenen Verlust der Elektronentrans-
portkettenfunktion [52]. Im Falle einer solchen Dysfunktion wird der Metabolismus
auf eine alternative Kohlenstoffquelle zur Energiegewinnung umgestellt (Lipide,
Acetat; Aktivierung des Glyoxalatzyklus), da die Aktivitéat des Citratzyklus durch
die vorliegenden mitochondrialen Schiden nahezu stillgelegt ist [53]. Die Induk-
tion der retrograden Antwort resultiert in einer verldngerten Lebensspanne von
S. cerevisiae und wird durch die Gene RTG1, RTG2 und RTG3 gesteuert [53].
In diesem Zusammenhang ist RT'G2 besonders wichtig, da es als Bestandteil des
SLIK-Komplexes (transkriptioneller Koaktivatorkomplex) zusammen mit GCN5 und
weiteren Faktoren die Chromatinremodellierung von Genen der retrograden Antwort
beeinflusst und dadurch nachfolgend die Expression von Genen der retrograden
Antwort begiinstigt, welche wiederum fiir metabolische Enzyme und stressspezifische

Proteine codieren [52]. Bei Deletionen von RTG2 wird die retrograde Antwort
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nicht aktiviert [54]. Die retrograde Antwort wird jedoch zusétzlich durch andere
Stoffwechselwege, die allgemein an der Uberwachung des biosynthetischen Status
der Zelle beteiligt sind, beeinflusst. Das trifft bspw. fiir den Tor-Signalweg sowie
den Ras-Signalweg zu [54, 55]. Die Aktivierung der retrograden Antwort wurde
ebenfalls mit der erhohten Akkumulation von ERCs in Verbindung gebracht [52]. In
diesem Fall ist besonders die Rolle von RTG2 hervorzuheben, da RTG2 einerseits
die retrograden Signale an RTG1/RTG3 vermittelt, welche daraufhin eine Trans-
lokation vom Cytosol zum Zellkern erfahren, und andererseits als Suppressor der
rDNA-Rekombination fungiert und damit der Akkumulation von ERCs entgegen-
wirkt [53]. Aus der bivalenten Funktion von RTG2 lasst sich damit schlussfolgern,
dass die Zelle mit hoher Wahrscheinlichkeit zwischen den Vor- und Nachteilen der
Aktivierung der retrograden Antwort und der Repression der ERC-Akkumulation
abwiigen muss, um ihr weiteres Uberleben zu sichern. Der generelle Ausloser der
retrograden Antwort ist dennoch weiterhin ungeklart. Es wird aber vermutet, dass
es einen Zusammenhang zwischen dem F;-Teil der ATP-Synthase (ATPase) und
RTG2 gibt. Der F;-Teil der ATPase spielt bei der Erzeugung des AW, (inneres
mitochondriales Membranpotential) eine wichtige Rolle. Da AV,, wihrend des
replikativen Alterns abfillt, konnte es sein, dass Defekte im F;-Teil der ATPase
bzw. der Abfall des AW,, initiale Signale fiir RTG2 darstellen, worauf dieses die
retrograde Antwort aktiviert [52,56].

1.3.4 Chronologisches Altern

Das chronologische Altern bzw. die chronologische Lebenspanne ist definiert als
das Uberleben in der stationiren Phase, d.h. die Zeitspanne die post-mitotische
Zellen {iberdauern bevor sie letztendlich absterben. Das chronologische Altern bzw.
das Uberdauern in der stationiren Phase setzt verschiedene Adaptationen zur
Aufrechterhaltung der zelluldren Funktion in einer Umwelt, welche héufig durch

eine geringe Néhrstoffverfiigharkeit sowie erhohten Stress gepragt ist, voraus.

1.3.4.1 Stressantwort im chronologischen Altern

Seitdem die Theorie der freien Radikale als Ursache des Alterungsprozesses erstmalig
postuliert wurde [57], sind zahlreiche Studien zur zelluldren Antwort auf oxidativen

Stress entstanden. Die Theorie besagt, dass der Alterungsprozess durch erhéhte
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zelluldre Schiden, aufgrund von ROS und deren Akkumulation hervorgerufen wird.
ROS entstehen u.a. als Nebenprodukt der mitochondrialen Elektronentransportkette
und kénnen nachfolgend, bei unzureichender Versorgung mit ROS-abbauenden
Enzymen (Katalasen, Peroxidasen, Superoxiddismutasen), zu diversen oxidativen
Schéden an Proteinen und DNA fiihren.

Die ersten Gene, welche im Zusammenhang mit der Regulation des chronologischen
Alterns identifiziert wurden, waren die fiir das Enzym Superoxiddismutase codieren-
den Gene SOD1 und SOD2 [58]. Die Uberexpression dieser Gene resultierte in einer
verlangerten chronologischen Lebensspanne (CLS); Deletionen verkiirzten diese.
Dadurch wurde deutlich, dass die Abwehr von ROS, bspw. des durch mitochondriale
Respiration erzeugten Superoxid (O,~)-Radikals [59], bzw. allgemein die Antwort
auf oxidativen Stress fiir #ltere Zellen essentiell zum Uberleben ist. Der erhéhte Be-
darf an Abwehrmechanismen gegentiber oxidativem Stress korreliert dabei mit einer
erhohten Respirationsrate dlterer Zellen [58]. Beziiglich der Aktivierung der Stressab-
wehrsysteme in dlteren Zellen wurde besonders den nahrstoffsensitiven Kinasen, wie
bspw. Tor, Sch9 sowie der Ras/cAMP-abhéngigen Proteinkinase A (PKA), eine
erhdhte Bedeutung zugesprochen. Diese drei Kinasen registrieren im Allgemeinen die
Nahrstoffverfiigbarkeit in Hefen. Bei ausreichender Néhrstoffverfiigbarkeit vermitteln
die Kinasen metabolische Aktivitit, Zellwachstum, Zellteilung sowie die Regulation
des Alterns sowie der Apoptose und unterbinden dabei gleichzeitig die Aktivierung
von Stressabwehrsystemen [60-63]. Die Stressantwort wird u.a. iiber eine Relokali-
sierung der Transkriptionsfaktoren Msn2p/Msn4p eingeleitet [64|. Diese Faktoren
aktivieren als Stressantwort verschiedene Gene (bspw. CTTI, DDR2, HSP12) iiber
die Bindung an spezifische Promotorbereiche der Sequenz CCCCT, den sogenannten
Stressantwortelementen [engl.: stress response elements (STRE)] [65]. Msn2p/Msndp
werden durch Rim15p kontrolliert, welches u.a. ein Zielprotein von Torlp, PKA
und Sch9p ist und in Hefe den Eintritt in die stationére Phase reguliert [66]. Bei
ausreichender Nahrstoffverfiigbarkeit sind Torlp, PKA, Sch9p aktiv und unterbin-
den dabei die Translokation von Msn2p/Msn4dp vom Cytosol zum Zellkern. Sobald
die Néhrstoffverfiigharkeit sinkt, reduziert sich die Aktivitdt der nahrstoffsensi-
tiven Kinasen und erlaubt somit die Translokation von Msn2p/Msn4p, wodurch
die Stressabwehrmechanismen (bspw. SOD als Zielgen von Msn2p/Msn4dp) und
cytoprotektive Stoffwechselwege wie bspw. die Autophagie aktiviert werden [67,68|.

Neben Msn2p/Msndp sind noch weitere Transkriptionsfaktoren an der Initiierung
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von Stressabwehrsystemen beteiligt. Als Beispiel sind dazu die Vertreter der HAP
- Familie (HAP2-5) zu erwdhnen, welche u.a. die Expression der Thioredoxinper-
oxidase 2 (T'SA2) als Antwort auf oxidativen oder nitrosativen (Nitratoxid) Stress
regulieren. Daneben konnen zusétzlich die Gene der HOG - Familie erwédhnt werden,
welche vor allem bei osmotischem Stress aktiv sind |69, 70]. Haufig kommt es in
der zelluldiren Stressabwehr zu einer Uberlagerung verschiedenster Abwehrsysteme,

wobei die Transkriptionsfaktoren dabei ebenfalls parallel wirken.

1.3.4.2 Tor, Ras/cAMP-abhingige PKA, Sch9

Tor-Kinasen sind evolutionédr hoch konservierte Proteine welche u.a. an der Re-
gulation des Zellwachstums, der mRNA Translation (férdert die Produktion von
Ribosomen) sowie der zelluldren Stressantwort beteiligt sind [71,72]. Fiir S. cerevisiae
sind zwei Tor-Proteine beschrieben, welche den Aufbau von zwei Multiproteinkom-
plexe (TORC1/TORC2) ermoglichen: Torlp und Tor2p [71]. TORCI wird durch
beide Tor-Proteine ausgebildet und ist somit bei einer Deletion eines der beiden
Gene noch aktiv. TORC2 wird nur durch Tor2p gebildet, sodass Ator2 - Mutanten
generell nicht lebensfihig sind. Die Inaktivierung bzw. genetische Manipulation des
Tor-Signalweges resultiert in einer erhéhten replikativen und chronologischen Lebens-
spanne. Der Mechanismus der Regulation des chronologischen Alterns ist noch nicht
vollstéandig aufgeklart. Es gibt jedoch Hinweise, dass ein Zusammenhang zwischen
dem Tor-Signalweg und der translationalen Regulation ribosomaler bzw. mitochon-
drialer mRNAs besteht |73, 74|, wobei eine reduzierte Aktivitat des Tor-Signalwegs
dabei die Induktion der Respiration sowie die Aktivierung der mitochondrialen Gen-
expression zur Folge hat [75]. Studien von Deletionen in ribosomalen Proteinen sowie
Translationsinitiationsfaktoren zeigten generell eine erhéhte Lebensspanne [76], wo-
bei zusétzlich Deletionen in den von Torlp regulierten ribosomalen Genen RPL31A
und RPLG6B ebenfalls eine verlangerte Lebensspanne zur Folge hatten [77].

Ein weiterer regulativer Signalweg ist der Ras/cAMP-abhéngige PKA-Signalweg,
welcher ebenfalls Wachstumssignale bzw. Zellteilungssignale aufgrund verfiigharer
Néhrstoffe vermittelt. Die Ras-Proteine von S. cerevisiae, Raslp und Ras2p (kleine
GTPasen), binden dabei direkt an die Adenylatzyklase Cyrlp und stimulieren da-
durch die cAMP-Produktion. Die erh6hte cAMP-Produktion hat eine Aktivierung
der PKA zur Folge, welche nachfolgend u.a. fiir die Zellteilung und das Zellwachstum
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wichtig ist und als Repressor der Autophagie dient [78|. Die Autophagie ist ein
ubiquitarer Prozess, welcher den lysosomalen Abbau zellularer Komponenten wie
bspw. fehlgefalteter, oxidativ beschidigter oder akkumulierter Proteine bzw. dysfunk-
tionaler Mitochondrien vermittelt, da diese ansonsten den zelluldren Stoffwechsel
negativ beeinflussen. Sie wird zudem durch verminderte Tor-Aktivitdt begilinstigt
und wirkt sich dadurch positiv auf die Lebensspanne aus [79,80|. Eine Inaktivierung
des PKA-Signalweges durch eine RAS2 - Deletion resultiert in einer verldngerten
chronologischen Lebenspanne, was durch die Msn2/4p vermittelte Stressantwort
in der Expression von Hitzeschockproteinen, Superoxiddismutasen und Katalasen
resultiert [60,67].

Sch9p ist ein Vertreter der AGC-Kinasefamilie und u.a. ein Zielprotein von TORC1
[81]. Sch9p ist ein negativer Regulator des replikativen und chronologischen Alterns
und wurde ebenfalls als Regulator der mitochondrialen Atmung identifiziert [60, 82].
In diesem Zusammenhang wurde demonstriert, dass eine Deletion von SCH9 die Ex-
pression der mitochondrialen Elektronentransportketten erhoht. Eine Inhibierung der
Atmung, der ATP-Synthese bzw. fehlende Komponenten der Elektronentransport-
kette resultieren allgemein in einer verkiirzten Lebensspanne [60]. Zusétzlich konnte
gezeigt werden, dass SCH9 - Deletionen die Expression von Ethanol-abbauenden
Enzymen (ADH1-3) induziert, was typisch fiir stationére Zellen ist, da diese ihren
Stoffwechsel aufgrund der geringen Nahrstoffverfiigharkeit auf gluconeogenetische
Bedingungen umstellen. Des Weiteren ist Sch9p in der Lage die Aktivitdt der PKA
zu inhibieren [83].

Auch wenn einige der Funktionen von Tor-, Ras/cAMP-abhéingiger PKA- und
Sch9-Kinasen durchaus voneinander separierte Ziele im Zellstoffwechsel haben, léasst
sich erkennen, dass die drei Signalwege zusammen auf dhnliche Weise Einfluss auf
spezifische, besonders bei édlteren Zellen auftretende, Phéanotypen nehmen und dabei
teilweise gegenseitig regulativ wirken [84]. Die Kinasen registrieren die Néhrstoffver-
fiigharkeit (Kohlenhydrate, Stickstoffquellen) und regulieren dabei, in Abhéngigkeit
von der Umwelt, die zellulare Adaptation, wobei unter Néhrstoffmangelbedingungen
die Aktivitat der Kinasen reduziert wird. Diese reduzierte Aktivitdt manifestiert sich
daraufhin in verminderter Zellwachstums- und Teilungsrate sowie der Ausbildung
von Stressabwehrsystem, Autophagie und der Verschiebung des Stoffwechsels von

primér fermentativen hin zum respirativen, gluconeogenetischen Stoffwechsel.
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1.3.4.3 Kalorierestriktion

Kalorierestriktion [engl.: caloric restriction (CR)] beschreibt eine natiirliche, nicht
genetisch verursachte, Mafnahme zur Verlangerung der Lebensspanne. Dabei wird
die Nahrstoffverfiigbarkeit reduziert, in dem bspw. die Glucosekonzentration im
Wachstumsmedium von 2% auf 0.5% oder 0.05% gesenkt wird [85]. Neben Kohlen-
hydraten treten auch fiir Aminosauren, bei reduzierter Verfligbarkeit, positive Effekte
beziiglich der Lebensspanne auf [86]. Man geht davon aus, dass die Effekte der CR
beziiglich des chronologischen Alters ebenfalls iiber die nahrstoffsensitiven Kinasen
(Tor, PKA, Sch9) vermittelt werden, da die zelluldren Anpassungen (Stressresistenz,
Verschiebung des Stoffwechsel zu Respiration) analog zu den Effekten der Kinasemo-
dulationen sind. Das replikative Altern kann ebenfalls durch CR reguliert werden,
wobei in diesem Fall davon ausgegangen wird, dass die Effekte der CR primér {iber
Sir2p vermittelt werden und dass dabei die zelluliren NAD™ - Level entscheidend
sind [86].

1.3.5 Kohlenstoffmetabolismus bei S. cerevisiae

Die Hefe S. cerevisiae ist in der Lage ihr Wachstum, ihren Metabolismus und ihre
Genexpression in Abhéngigkeit der zugrundeliegenden Kohlenstoffquelle zu regulie-
ren. Sobald Glucose, die primér genutzte Energiequelle bei Hefen, in ausreichender
Menge zur Verfiigung steht, wird die Expression von glykolytischen Genen, Glu-
cosetransportern und ribosomalen Proteinen induziert, welche die Aufnahme und
die Umsetzung von Glucose garantieren. Die Aufnahme von Glucose wird in Hefen
hauptséachlich iiber Glucosetransporter der Hexosetransporterfamilie vermittelt,
welche durch 20 Gene codiert ist. Die Haupttransportproteine werden dabei durch
sechs Gene (HXT1-4, HXT6-7) codiert [87]. Die Glucosekonzentration wird iiber die
Gene SNF3 und RTG2 registriert und die Expression der Hexosetransporter iiber
RTG (trankriptioneller Glucoserepressor) reguliert [88]. Die Glucoseinduktion der
HXT - Gene wird durch Inhibierung von Rtglp erreicht und benétigt zusétzlich die
Aktivitdt von Grrlp [89]. Neben Rtglp werden einige HXT - Gene zusétzlich durch
Miglp reprimiert [90]. Als zentraler Regulator der glykolytischen Genexpression wird
Gerlp vermutet, welcher an das, fiir glykolytische Gene hochkonservierte und charak-
teristische CTTCC-Motiv bindet und dieses positiv reguliert [91]. Daneben scheinen
weitere Transkriptionsfaktoren wie bspw. Raplp, Reblp, Abflp die Expression zahl-
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reicher glykolytischer Gene zu beeinflussen [92|. Gleichzeitig verursacht Glucose eine
Repression anderer Gene, welche bei der Nutzung alternativer Kohlenstoffquellen
von Bedeutung sind [93]. So reprimiert Glucose u.a. Gene der Gluconeogenese, des
Citratzyklus, der Respiration und der Peroxisomen. Die reprimierende Wirkung von
Glucose wird allgemein als Katabolit- bzw. Glucoserepression bezeichnet (GCR).
Die Effekte der Glucoserepression manifestieren sich u.a auf transkriptioneller Ebene
und vermitteln dabei vermutlich Signale zur mRNA Degradation, einer verdnderten
Translation bzw. Signale zum Abbau von Proteinen, welche fiir die Nutzung alter-
nativer Kohlenstoffquellen notwendig waren. D.h. Glucose interferiert entweder mit
Aktivatoren der Transkription oder stimuliert die Aktivitat von Proteinen, welche
negative Effekte auf die Transkription haben. Die reprimierende Wirkung wird
dabei hauptséchlich durch die Transkriptionsfaktoren Tuplp, Ssn6p und Miglp
vermittelt [94]. Fiir die Inhibierung der Glucoserepression ist die Funktion des
Snfl-Proteinkinasewegs von zentraler Bedeutung, welche die Glucoserepression iiber
das Miglp-DNA-bindende Repressorprotein steuert [90]. Die Snfl-Kinase wird unter
Glucosemangelbedingungen durch Phosphorylierung aktiviert und durch Reglp inhi-
biert [90]. In ihrer Wirkung versursacht Snflp die Inhibierung von Miglp (Repressor)
und erlaubt dadurch die Transkription zuvor reprimierter Gene. Desweiteren ist
Snflp in der Lage transkriptionelle Aktivatoren wie bspw. Galdp, Siplp und Cat8p
zu stimulieren, wobei diese u.a. die Expression von Genen der Gluconeogenese
induzieren bzw. fiir die Umstellung des Stoffwechsels wihrend der diauxischen Ver-
lagerung [engl.: diauxic shift; Umstellung des Stoffwechsels von Fermentation auf
Respiration/Gluconeogenese bei Glucoselimitierung] verantwortlich sind [90, 95, 96].
Nach Aufhebung der Glucoserepression konnen weitere Kohlenstoffquellen wie bspw.
Galactose und Ethanol metabolisiert werden.

Der Galactosemetabolismus wird u.a. durch GAL4 gesteuert. Galdp aktiviert die
Transkription von spezifischen Genen der GAL - Familie, welche fiir Enzyme des
Galactosekatabolismus codieren [93]. Die GAL - Gene werden durch Glucose tiber
Miglp reprimiert [97]. Die Galactoseaufnahme wird in der Regel durch Gal2p, ein
hoch-affiner Galactosetransporter, vermittelt [98]. Nachfolgend werden die fiir den
Galactosemetabolismus notwendigen Bestandteile des Respirationssystems (Citrat-
zyklus, Atmungskette) durch die Transkriptionsfaktoren Gerlp, Hap2p, Hap3p,
Hap5p, Rtglp und Rtg2p induziert [94].
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Der Metabolismus von nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie bspw. Ethanol
oder Acetat wird hauptséchlich durch die Transkriptionsfaktoren Cat8p und Sip4p
kontrolliert (in Abhéngigkeit von Snflp), welche die Expression von Enzymen der
Gluconeogenese vermitteln und in Kombination mit den Hap-Transkriptionsfaktoren
ebenfalls die Expression von Genen der mitochondrialen Atmungskette stimulieren
[94]. Zusétzlich werden die Gene des Glyoxalatzyklus aktiviert (Cat8p, Sip4p, Rds2p)
[3], der als Hauptassimilationsweg fiir Co-Korper dient. Der Import von Ethanol
erfordert keinen aktiven Transport und erfolgt spontan durch Diffusion. Ethanol
wird nachfolgend iiber Alkohol- bzw. Aldehyddehydrogenasen zu Acetaldehyd (iiber
ADH?2) oder Acetat (iiber ALD6) umgesetzt und spéter in Form von Acetyl-CoA
dem Glyoxalat- bzw. Citratzyklus zugefiihrt.

Neben diesen transkriptionellen Programmen, welche primér die Aufnahme und
Umsetzung der jeweiligen Kohlenstoffquelle gewéhrleisten, ergeben sich fiir die
Kontrolle des Metabolismus nachfolgend weitere Regulationsmoglichkeiten iiber
post-transkriptionelle Modifikationen (z.B. Phosphorylierung), Autoregulations-
mechanismen (Substrat-/Endprodukthemmung oder allosterische Modifikationen)
sowie durch zahlreiche Signalwege, welche dadurch eine schnelle Adaptation des

Metabolismus an unterschiedliche Bedingungen ermoglichen [99-101].

1.4 Systematische Studien des Metabolismus

Die Entwicklung diverser analytischer, experimenteller und software-basierter Me-
thoden hat dazu beigetragen das bisherige Verstédndnis des Metabolismus und
dessen Regulation stark zu erweitern. Hochdurchsatzmethoden wie bspw. Next-
Generation-Sequencing (NGS) oder DNA-Microarrays sowie die zahlreichen ,Omics*-
Anwendungen (bspw. Transcriptomics, Proteomics, Metabolomics etc.) haben es
ermoglicht, die verschiedenen zelluldren Regulationsebenen (Genom, Transkriptom,
Proteom, Metabolom, Fluxom) durch die Generierung enormer Datensitze mit-
einander zu verbinden. Trotz des grofen Fortschritts im Bereich der analytischen
Methoden besteht jedoch weiterhin eine Limitierung in der Interpretation solcher
Datensétze. Die Probleme resultieren aus der Tatsache, dass es fiir die Zelle eine
Vielzahl von Moglichkeiten gibt, regulativ auf die verschiedenen Ebenen einzuwirken.

Weiterhin sind die Intermediate des Stoffwechsels, welche gleichzeitig an verschiede-
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nen Reaktionen beteiligt sind (bspw. ATP, NADH, Glutamat) schwer einzuordnen,
da sie keine spezifischen Ziel- und Wirkungsorte haben. Dennoch erlauben es die
zahlreichen Methoden sich einen ersten Einblick in die Mechanismen der Zelle unter
wechselnden Umweltbedingungen zu verschaffen. Beziiglich der Umweltbedingung
kann dabei zwischen externen und internen Modifikationen unterschieden werden.
Die externen Modifikationen, bspw. simuliert durch veréanderte Néhrstoffzufuhr
oder den Kontakt mit toxischen, osmotischen u.a. stressauslosenden Substanzen,
kénnen nachfolgend intrazellulare Adaptationen auslosen, welche eventuell eine
bzw. mehrere regulatorische Ebenen der Zelle beeinflussen. Intrazellular kénnen
Perturbationen durch genetische Mutationen bzw. Deletionen verursacht werden.
Erste Studien zeigten bereits, dass sich milde Perturbationen im Enzymlevel von
Stoffwechselenzymen direkt auf die Metabolitenverteilung auswirken kénnen [102].
Kombinationen von genetischen und umweltbedingten Perturbation auf metabo-
lischer Ebene zeigten zudem, dass umweltbedingte Stérungen einen globaleren
Effekt auf die Verteilung der Metaboliten haben als Deletionen einzelner Stoffwech-
selenzyme. Diese verursachten zumeist nur lokale Konzentrationsdnderungen der
Metaboliten in topologischer Néhe ihrer katalysierten Reaktion bzw. entsprechend
ihrer Position im Stoffwechselweg [103].

In diesem Zusammenhang ist bisher weiterhin ungeklért, ob sich diese Storungen
generell als robuste Phanotypen etablieren und damit potentiell von diagnostischem
bzw. biotechnologischem Wert sind. Bislang sind keine systematischen Studien zum
Effekt von genetischen und umweltbedingten Storungen auf Ebene der Aminosauren
bekannt. Da Aminosduren primér ausgehend von Vorldufern des zentralen Kohlen-
hydratstoffwechsels synthetisiert werden, konnte eine systematische Analyse von
Mutanten des Kohlenhydratstoffwechsels ein erster Schritt zum Verstéandnis der

regulativen Zusammenhénge dieser beiden Ebenen sein.
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1.5 Zielsetzung

Das Verstdndnis der molekularen Grundlagen und der biochemischen Interaktionen
im Zusammenhang mit der Regulation des Alterungsprozesses ist bis heute von
grofem Interesse. Durch zahlreiche Studien konnte bereits eine grofse Anzahl von
Genen identifiziert werden, welche an der Modulation und Regulation der Lebenspan-
ne von S. cerevisiae beteiligt sind. Fiir eine Vielzahl der bereits identifizierten Gene
besteht jedoch weiterhin die Frage, auf welcher mechanistischen Grundlage bzw.
durch welche regulativen biochemischen Prinzipien sie zu einer Modulation der Le-
benspanne beitragen. Um der Losung dieser Frage ndher zu kommen sollen im ersten
Teil der vorliegenden Dissertation Gene, welche zuvor bereits mit der Modulation
der chronologischen Lebenspanne bei S. cerevisiae assoziiert wurden, auf mogliche
bestehende genetische Interaktionen untersucht werden. Dazu soll ausgehend von
den 90 langlebigsten Deletionsmutanten aus der Studie von Powers et al. [104] eine
Doppeldeletionsbank erstellt werden, um nachfolgend mittels eines kompetitiven
Haploprofizienzscreens diejenigen Mutanten bzw. Gene zu identifizieren, welche
durch ihre genetische Interaktion vorteilhaft fiir das Uberleben unter Wettbewerbs-
bedingungen sind. Die auf diese Weise angereicherten Mutanten sollen nachfolgend
biochemisch charakterisiert werden, um deren adaptive Mechanismen, welche sich

im Wettbewerbsexperiment als Uberlebensvorteil ausprigten, zu identifizieren.

Im zweiten Teil der Dissertation soll die Frage erortert werden, inwiefern sich Kom-
binationen aus umweltbedingten (Verwendung alternativer Kohlenstoffquellen) und
systematischen, genetischen Stérungen zweier zentraler Kohlenhydratstoffwechsel-
wege (Glycolyse/Pentosephosphatweg) auf die regulative Ebene der Aminoséuren
auswirken. Dazu sollen einerseits die Wachstumsprofile der Stoffwechselmutanten in
Abhéngigkeit der zugrundeliegenden Kohlenstoffquelle (Glucose, Galactose, Ethanol)
aufgenommen werden und andererseits mittels Massenspektrometrie die Verteilung
der intrazelluldren Aminosduren innerhalb der Mutanten bestimmt werden. Dies
soll aufzeigen, inwiefern die Stoffwechselmutanten den zelluldren Pool an freien
Aminosduren beeinflussen. Dadurch kénnten potentiell regulatorische Zusammen-
hénge einzelner Stoffwechselenzyme auf die Gesamtverteilung der Aminoséuren
aufgedeckt werden. Ein weiteres Ziel besteht darin, aufzuzeigen welche Aminosauren
am starksten in ihrer Konzentration durch Deletionen in den beiden Stoffwechselwe-

gen beeinflusst werden und welche Mutanten generell die stiarksten Auswirkungen
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auf die Ebene der Aminoséuren zeigen. Weiterhin ist es durch die parallele Analyse
der Aminoséureprofile unter verschiedenen Umweltbedingungen in Kombination
mit genetischen Perturbationen moglich, eventuell bestehende Korrelationen ein-
zelner Aminoséduren zu identifizieren und daraufthin deren Dynamik unter den drei

Kohlenstoffquellen zu demonstrieren.
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2 Material

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Gerite/Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Artikelnummer Hersteller
96-Well Platten 655101 greiner bio-one
AB SCIEX QTRAP 5500 - AB SCIEX
ABI-prism 384—Well Platte 4343814 Applied Biosystems
Agilent 1290 Infinity LC - Agilent

Agilent 6460 Triple Quad MS - Agilent

AxioCam MR - Zeiss
Dialyse-Membran (0.025pm) VSWP01300 Millipore
Dialyse-Membran (0.45pm) HAWP02500 Millipore
Elektrophoresekammer - Eigenbau (MPIMG)
Erlenmeyerkolben, enghals, 10ml - Intern (MPIMG)
Erlenmeyerkolben, enghals, 50ml - Intern (MPIMG)
Erlenmeyerkolben, enghals, 100ml - Intern (MPIMG)
Erlenmeyerkolben, enghals, 500ml - Intern (MPIMG)
FastPrep-24 - MP Biomedicals
Glaskugeln (425-600um) G8772-100G Sigma Aldrich
Glaskugeln (Ausplattierhilfe) - Intern (MPIMG)
Handschuh (nitril) XC-INT-L Microflex XCEED
Impfésen (1pl) 6129352 VWR

Inkubator (Brutschrank) B6200 - Heraeus
Kryo-Réhrchen (2ml) 121263 greiner bio-one
Kiihlschrank - Bosch / Siemens
Kulturrohrchen (14ml) 187261 greiner bio-one
Kulturréhrchen (15ml) 62.554.502 Sarstedt
Kulturréhrchen (50ml) 227261 greiner bio-one
Kiivetten Y195.1 Roth
Laborflaschen 50-1000ml - MedChrom
Lagergestell fiir 1.5-2ml Réhrchen E2380-5008 Starlab
Lagergestell fiir 15ml / 50ml Réhrchen E2396-9721 Starlab
Lagergestell fiir 15ml R6hrchen E2396-1515 Starlab
Magnetriiher - Heidolph
Mikrowelle - Privileg
Nanodrop ND 2000 - Thermo Scientific
Netzteil 55-EV231 peqlab

Parafilm (M) PM-996 Bemis
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PCR Maschine PTC-100
Petrischalen

pH-Indikatorstreifen (pH 0-14)
Photometer Ultraspec 3100 Pro
Pipette 8-Kanal (elektronisch) 50-1250ul
Pipette Einkanal (variabel) 0.1-2.5ul
Pipette Einkanal (variabel) 0.5-10ul
Pipette Einkanal (variabel) 2-20ul
Pipette Einkanal (variabel) 10-100pl
Pipette Einkanal (variabel) 20-200ul
Pipette Einkanal (variabel) 100-1000ul
Pipette Einkanal (variabel) 0.5-5ml
Pipettenspitzen (10ul)

5ml)

0.1-10ul, gestopft)
2-20ul, gestopft)
Pipettenspitzen (20-200ul, gestopft)
Pipettenspitzen (50-1250ul)
Reaktionsgefaf (SafeLock, 2ml)
Reaktionsgefaft (PCR-Stripe, 0.2ml)
Reaktionsgefaf (Schraubdeckel, 2ml)
Reaktionsgefaf (Schraubdeckel, 1.5ml)
Reaktionsgefaff (0.5ml)

Reservoir Regent (50ml)

Rotator

Schiittelinkubator (Innova 44)
Skalpelle (Einweg)

SpeedVac

Sterilbank HPH 18

Sterilfilter (0.22pm)

Thermomixer comfort (0.5-2ml)
Thermomixer PST-60 HL plus
Tischzentrifuge 5415 D
Ultrazentrifuge 5810R

UV - Illuminator

Vortex Genie 2

Waage LC2200

Wasserbad SUB 28

Zahnstocher

Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen

—~ o~ =

632171
37026
4861000821
3120000011
3120000020
3120000038
3120000046
3120000054
3120000062
3120000070
F171100
F161571
692139
692151
692069
022492063
0030120.094
710990
72.694
72.706
72.699
4870
2-1175
5518091
431118

022621408

MJ Research Inc.
greiner bio-one
Fluka
Amersham
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Gilson

Gilson

Biozym
Biozym
Biozym
Eppendorf
Eppendorf
Biozym
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Costar

NeoLab

New Brunswick
B Braun
Heraeus
Corning
Eppendorf

lab 4 you
Eppendorf
Eppendorf
Alpha Innotech
Scientific Industries
Sartorius
Grant
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2.2 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien

Bezeichnung Artikelnummer Hersteller
1,4-Piperazinediethansulfonsiure (Pipes) P6757 Sigma-Aldrich
2-Propanol 109634 Merck
Acetonitril 100665 Merck
Adeninhemisulfat A9126 Sigma-Aldrich
Agarose 840004 Biozym
Ammoniumsulfat 101217 Merck
Ampicillin - Natriumsalz A9518 Sigma-Aldrich
BactoTM - Agar 214030 Difko
BactoTM - Hefeextrakt 212750 BD Biosciences
BactoTM - Pepton 211677 BD Biosciences
Betain 61962 Sigma-Aldrich
Calciumchlorid 102391 Merck
Chloroform 611778 Sigma-Aldrich
CSM - Ade-His-Leu-Trp-Ura 841085100 Krackeler Scientific
Cumolhydroperoxid 513296 Sigma-Aldrich
D-Sorbitol S1876 Sigma-Aldrich
D-(+)-Galactose GO0750 Sigma-Aldrich
D-(+)-Glucosemonohydrat 4074 Merck

Diamid D3648 Sigma-Aldrich
Dikaliumhydrogenphosphat 105104 Merck
Dimethylsulfoxid (DMSO) D8418 Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) D9779 Sigma-Aldrich
dNTP mix (200pmol) 39029 Bioline
Essigsaure 1000622500 Merck
Ethanol 111727 Merck
Ethidiumbromid (EtBr) 7870 Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) 108454 Merck
G418-Disulfat (Geneticin) A1720 Sigma-Aldrich
Gel Loading Dye (6x) B7021 S NEB

Glycerol 104092 Merck
Hygromycin B Ab347 Applichem
Juglone (5-Hydroxy-1,4-naphtoquinon) H47003 Sigma-Aldrich
Kaliumacetat 104820 Merck
Kaliumchlorid 104936 Merck
Kaliumdihydrogenphosphat 104873 Merck
L-Gluthation (oxidiert) 150568 Sigma-Aldrich
L-Gluthation (reduziert) G4251 Sigma-Aldrich
LB-Agar 113002222 MP Biomedicals
L-Histidin H8000 Sigma-Aldrich
Lithiumacetatdihydrat L6883 Sigma-Aldrich
L-Leucin L8000 Sigma-Aldrich
L-Tryptophan T0254 Sigma-Aldrich
Magnesiumchloridhexahydrat 105833 Merck
Magnesiumsulfatheptahydrat 105886 Merck
Mangan-(II)-chloridtetrahydrat 105927 Merck
Menadion Mb5625 Sigma-Aldrich
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Methanséure

N-Acetyl-L-Cystein
Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydroxid

Nourseothricin

Polyethylenglycol 3350 (PEG)
Rinderserumalbumin (BSA)
RNase Away

Salzsdure

Sucrose

tert-Butylhydroperoxid
tris(Hydroxymethyl)-aminomethan
Triton X-100

Uracil

Wasserstoffperoxid-Lsg. 30% (w/w)

Yeast nitrogen base

1002642500
AT7250
3957
HN13
0183
6771
AB-101L
202444
A2153
21402178
109057
84097
19997
648311
X100
U0750
H1009
Y0626

Merck
Sigma-Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Jena Bioscience
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
MBP

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

New England Biolabs (NEB), Molecular Bioproducts (MBP).

2.3 Kits

Tabelle 4: Kits

Bezeichnung Artikelnummer Hersteller
DNA Clean & Concentrator” .5 D4003 Zymo Research
QIAprep Spin Miniprep Kit (250) 27106 Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit (250) 28706 Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit (250) 28104 Qiagen

Rapid DNA Ligation Kit (50) 11635379001 Roche
RNase-Free DNase Set (50) 79254 Qiagen
RNeasy Mini Kit (50) 74104 Qiagen
ZymocleanT™ Gel DNA Recovery Kit D4001 Zymo Research
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2.4 Organismen

Tabelle 5: Bakterien

Bezeichnung Genotyp
E. coli DH5« fhuA2, A (argF-lacZ) U169, phoA, ginVi4, ¢ 80, A (lacZ) M15, gyrA96,
recAl, relAl, endAl, thi-1, hsdR17

Samtliche, in der vorliegenden Arbeit verwendeten Hefestdmme sind Abkémmlinge
des parentalen Hefestamms S288C [105]. Die Wildtypstamme, so wie alle nachfolgend
aufgefiihrten Deletionsmutanten, entstammen der Internationalen Knock Out -
Sammlung und wurden iber EUROSCARF (Frankfurt, Deutschland) bezogen [106].

Tabelle 6: Hefen

Bezeichnung Genotyp

BY4741 MAT a, his3-1, leu2 A0, met15 A0, ura3A0

BY4742 MAT «, his8-1, leu2 A0, lys2A0, ura3A0

BY4743 MAT a/a, his3-1/his3-1, leu2 A0 /leu2 A0, lys2A0/LYS2,

MET15/met15A0, ura3A0/ura3A0

Folgende S. cerevisiae - Deletionsmutanten wurden innerhalb der vorliegenden

Dissertation verwendet:

Tabelle 7: Systematische Nomenklatur fiir Hefemutanten

Y Hefe (Yeast)

H Chromosom Nr. VIII

R/L rechter/linker Arm (right/left)
195 chromosomale Position

Ww/C codiert von Watson-Strang (3’-5’)

codiert von Crick-Strang (5’-3’)
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Tabelle 8: Hefemutanten fiir die heterozygote Mutantenbank

MAT a MAT «

AYBL042C AYHR209W AYBL042C AYHR142W
AYBL102W AYILO56W AYBL102W AYHR158C
AYBL103C AYIL094C AYBL103C AYHR16TW
AYBR019C AYIL156W AYBR019C AYHR195W
AYBRO30OW AYJL129C AYBRO30OW AYHR204W
AYBRO7T7C AYJL165C AYBRO7T7C AYHR209W
AYBR248C AYJRO66W AYBR248C AYILO56W
AYCL025C AYKL0O01C AYCL025C AYIL094C
AYCR037C AYKLO15W AYCRO37C AYIL156 W
AYDR019C AYKLO2TW AYDL172C AYJL165C
AYDR221W AYKL046C AYDL173W AYJRO66W
AYDR262W AYKLO68W AYDR019C AYKL001C
AYDR490C AYKLOS81W AYDR221W AYKLO15W
AYDR515W AYKL17T5W AYDR262W AYKLO2TW
AYEL014C AYKL216W AYEL014C AYKL046C
AYERO4OW AYKROOTW AYERO40W AYKLO68W
AYER091C-A AYKRO34 W AYER091C-A AYKLO81W
AYER132C AYKR095W AYER132C AYKLI17T5W
AYFR041C AYLL007C AYFR041C AYKROOTW
AYGLO3SW AYLL013C AYGLO33W AYKRO34 W
AYGLO8SW AYLR152C AYGLO8SW AYKR095W
AYGL139W AYLR428C AYGL139W AYLL0O07C
AYGL195W AYLR455W AYGL195W AYLL013C
AYGL19TW AYML066C AYGL19TW AYLR152C
AYGL203C AYML121W AYGL203C AYLR428C
AYGRO027C AYNLO14W AYGR027C AYLR455W
AYGR043C AYNLO16W AYGR043C AYML0O66C
AYGR044C AYNLO21W AYGR044C AYMLI121W
AYGR045C AYNL142W AYGR045C AYNLO14W
AYGRO57C AYOL116W AYGRO54W AYNLO16W
AYGR158W AYOR179C AYGR0O57C AYNLO21IW
AYGR163W AYPL042C AYGRO59W AYNL142W
AYHL034C AYPL133C AYGR158W AYOL116W
AYHR003C AYPL182C AYGR168W AYOR179C
AYHRI111W AYPRO021C AYGR237C AYPL042C
AYHRI124W AYPRO31W AYGR289C AYPL133C
AYHR125W AYPR138C AYHL034C AYPL182C
AYHR126C AYPR158W AYHR003C AYPRO21C
AYHR139C AYHR064C AYPRO31W

AYHR142W AYHRI1IW AYPR138C

AYHR158C AYHRI124W AYPR158W

AYHR16TW AYHRI125W

AYHR195W AYHR126C

AYHR204W AYHR139C
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2.4 Organismen

Zur Bestimmung der Wachstumsraten und der Aminosaureverteilungsprofile von

Glycolyse-/PPP-Mutanten wurden folgende Stdmme verwendet und zuvor durch

Transformation mit dem Plasmid pHLUM [107] prototroph gemacht.

Tabelle 9: Glycolyse-/PPP-Mutanten

Glycolyse PPP

Genname Gen - ID Genname Gen - ID
Aenol AYGR254W Atkl1 AYPRO7,C
Afbp1 AYLR377C Atkl2 AYBRI117C
Aglk1 AYCLOJOW Azuwfl AYNL241C
Agpm?2 AYDLO21W Agndl AYHRI183W
Agpm3 AYOLO56W Agnd2 AYGR256W
Ahzk1 AYFR053C Arbk1 AYCR0O36W
Ahzk2 AYGL253W Arpel AYJL121C
Apckl AYKRO9TW Ashb17 AYKR043C
Apfk1 AYGR240C Asoll AYNROS4W
Apfk26 AYIL107C Asol2 AYCRO73W-A
Apfk27 AYOL136C Asol3 AYHR163W
Apgm1 AYKL12TW Asol), AYGR248W
Apgm2 AYMR105C Atall AYLR354C
Apgm3 AYMR278W Angml1 AYGR043C
Apycl AYGL0O62W Aprs2 AYER099C
Apyc2 AYBR218C Aprs3 AYHLO11C
Apyk2 AYOR347C Aprs4 AYBLO68W
Atdhl AYJLO52W Aprsd AYOLO61W
Atdh2 AYJR009C

Atdh3 AYGR192C
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2.5 Nahrmedien

Tabelle 10: Nihrmedien fiir E. coli

Name Zusammensetzung

LB L-Broth
10 g/1 Trypton
5 g/1 Hefeextrakt
10 g/1 NaCl

LB-Agar 10 g/1 Trypton
5 g/1 Hefeextrakt
10 g/1 NaCl
15 g/1 Agar

Tabelle 11: Nihrmedien fiir S. cerevisiae

Name Zusammensetzung

YPD 20 g/1 Pepton
10 g/1 Hefeextrakt
20 g/1 Glucose

YPD-Agar 20 g/1 Pepton
10 g/1 Hefeextrakt
20 g/1 Glucose
20 g/1 Agar

SC 20 g/1 Glucose
6.78 g/l YNB
0.59 g/I CSM
0.01 g/1 Adenin
0.02 g/1 Uracil
0.02 g/1 Histidin
0.06 g/1 Leucin
0.04 g/1 Tryptophan

SC-Agar 20 g/1 Agar + SC
SM 20 g/1 Glucose
6.78 g/l YNB
SM-Agar 20 g/l Agar + SM
SC oder SM-Glucose 20 g/1 Glucose
SC oder SM-Galactose 20 g/1 Galactose
SC oder SM-Ethanol 3% Ethanol abs. + 0.1% Glucose
SC oder SM-Glycerol 3% Glycerol + 0.1% Glucose
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2.6 Antibiotika

YNB 5 g/1 Ammoniumsulfat
2 pg/1 Biotin
400 pg/l Caliumpentothenat
2 pg/1 Folsdure
2 mg/1 Inositol
400 pg/l Nikotinsaure
200 pg/1 p-Aminobenzoeséiure
400 pg/1 Pyridoxin HCI
200 pg/1 Riboflavin
400 pg/1 Thiamin HCI
0.1 g/1 Citronenséure
500 pg/1 Borsdure
40 pg/1 Kupfersulfat
100 pg/1 Kaliumiodid
200 pg/1 Eisen(III)-chlorid
400 pg/1 Magnesiumchlorid
200 pg/1 Natriummolybdat
400 pg/l Zinksulfat
1 g/1 Kaliumphosphat
0.1 g/1 Natriumchlorid
0.1 g/1 Calciumchlorid
CSM - Ade-Leu-Ura-His-Trp 50 mg/]1 L-Arginin HCI
80 mg/1 L-Asparaginsiure

50 mg/1 L-Isoleucin

50 mg/1 L-Lysin HCI
20 mg/1 L-Methionin
50 mg/1 L-Phenylalanin
100 mg/1 L-Threonin
50 mg/1 L-Tyrosin

140 mg/1 L-Valin

2.6 Antibiotika

Tabelle 12: Antibiotika

Name Zusammensetzung
Ampicillin 100 pg/ml
G418 - Sulfat 250-800 pg/ml
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2.7 Puffer und Losungen

Tabelle 13: Puffer /Lésungen

Name

Zusammensetzung

Lyse-Puffer

2% Triton X-100

1% SDS

100 mM NaCl

10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA (pH 8.0)

TAE-Puffer

40 mM Tris-Base
20 mM CH3COOH
1 mM EDTA (pH 8.0)

TE-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH 7.4)
1 mM EDTA (pH 8.0)

TB-Puffer

10 mM CaCl2

10 mM PIPES-NaOH
15 mM KCl

55 mM MnCly

Tagq.-Polymerase-Puffer

650 mM Tris-Cl (pH 8.8)
166 mM (NH4)2S04

31 mM MgCly

0.1% (v/v) Tween-20

CES

0.54 M Betain
1.34 mM DTT
1.34% DMSO

11 pg/ml BSA

Hefe-Transformationsmix

60% (w/v) PEG 3350
50 mM LiAc
50 mg/ml Tréger-DNA (Lachs)

Laufpuffer (Elektrophorese)

400 g/l Sucrose
2.5 pg/1 Bromphenolblau

dNTP-Mix

25 mM dATP
25 mM dTTP
25 mM dGTP
25 mM dCTP
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2.8 Primer

2.8 Primer

Tabelle 14: Primer

Name 5’ - 3’ Sequenz Verwendung

kanMX4::LEU2-fwd GCTGCAGGTCGACGG Austausch von genomischer kanMX/-Kassette
ATCCCCGGGTTAATT mit LEU2 (aus pACT2)
AAGGCGCGCCAGATC
AACTGTGGGAATACT
CAGGT

kanMX/4::LEU2-rev TTTATTGTCAGTACT Austausch von genomischer kanMX/-Kassette
GATTAGAAAAACTCA mit LEU2 (aus pACT?2)
TCGAGCATCAAATGA
TCATGATTTTCTGTT
ACACC

LEU2-fwd AGGTGTAACAGAAAA Amplifizierung des Downtags in Doppelmutan-
TCATGAT ten (bindet im LEU2-Lokus)

pFA6-fwd CTCGACATCATCTGC Sequenzierungsprimer fiir Downtag (bindet in
CCAGA kanMX/-Kassette)

pFA6-rev GTCTGCAGCGAGGAG Sequenzierungsprimer fiir Uptag (bindet in
CCGTA kanMX/-Kassette)

Uptag GATGTCCACGAGGTC Amplifizierung des Barcodes (bindet vor Upt-
TCT agsequenz)

Downtag CGGTGTCGGTCTCG Amplifizierung des Barcodes (bindet nach
TAG Downtagsequenz)

TAL1::HGM1-fwd TAGTAAAATACTTC Austausch von genomischen TAL! mit dem
TCGAACTCGTCACA Antibiotikaresistenzgen HGM1 (aus pAG32)
TATACGTGTACATA
AGCTTGCCTTGTCC
CCGCCG

TAL1::HGM1-rev GCATAAGGACATGG Austausch von genomischen TALI mit dem
CCTAAATTAATATT Antibiotikaresistenzgen HGM1 (aus pAG32)
TCCGAGATACTTCC
TCGACACTGGATGG
CGGCGT

NQM1::NTC-fwd CCATCTAGAATGGG Austausch von genomischen NQM1! mit dem
GTGGACAACATATA Antibiotikaresistenzgen NT'C' (aus pAG25)
AAAGAAGAG

NQM1::NTC-rev TACGTCAGAATTTT Austausch von genomischen NQMI mit dem
AATGAATATATAAG Antibiotikaresistenzgen NTC (aus pAG25)
TCTGTACAC

NQM1-fwd GAAGTATGAACCAC qRT-PCR von NQM1 (Zielgen)
AGGATT

NQM1-rev CAAAATCTTATCCA qRT-PCR von NQM1 (Zielgen)
TGGCGT

TAL1-fwd CCCATCATTGATCT qRT-PCR von TAL! (Zielgen)
TGGCTGC

TALI1-rev GGCAGCTTGAATAC gRT-PCR von TALI (Zielgen)
CTTCCCA
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UBA4-fwd AAGAGAGCAGCTTG qRT-PCR von UBA4 (Kontrollgen)
CCAAGA

UBA/-rev TCCAGCACCAACTA qRT-PCR von UBA4 (Kontrollgen)
CCAAAA

ATG27-fwd AGTTGTGCTTGGCG gRT-PCR von ATG27 (Kontrollgen)
GAGTAT

ATG27-rev CCTGCGAGAAGCAT qRT-PCR von ATG27 (Kontrollgen)
GATGTA

TAF10-fwd CCAGGATCAGGTCT qRT-PCR von TAF10 (Kontrollgen)
TCCGTA

TAF10-rev TGCTGTCCTTGCAA qRT-PCR von TAF10 (Kontrollgen)
TAGCTG

2.9 Plasmide

Tabelle 15: Plasmide

Plasmid Hersteller/Vertreiber Verwendung

pACT?2 Clontech Klonierung von LEU2

pAG25 Euroscarf Klonierung von natMX}/

pAG32 Euroscarf Klonierung von hphMX}/

pUC19 NEB Bestimmung der Transformationseffizienz von E. coli
pHLUM Michael Miilleder Generierung von prototrophen Mutanten

2.10 Enzyme und Puffer

Tabelle 16: Enzyme/Puffer

Name Artikelnummer Hersteller
RNase Inhibitor MO0307 S NEB

M-MuLV - Reverse Transcriptase Puffer B0253 S NEB

M-MuLV - Reverse Transcriptase MO0253 S NEB

Maxima SYBR Green/ROX qPCR-Mix Ko0221 Thermo Scientific
Phusion-HF-Polymerase F530L life technologies
T4-DNA-Polymerase MO0203 S NEB
Phusion-HF-Puffer F518L life technologies
Phire-HotStart-II-DNA-Polymerase F122L life technologies
Phire-HF-Puffer F524L life technologies
Tag/Pfu-Polymerase (25:1) - MPIMG
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2.12 Software

2.11 DNA-Standards

Zur Bestimmung des DNA-Molekulargewichts unter Anwendung der Agarosegelelek-

trophorese wurden die folgenden DNA-Grofsenstandards verwendet.

Tabelle 17: DN A-Standards

Name Artikelnummer Hersteller
1 kb DNA-Ladder N3232 L NEB
100 bp DNA-Ladder N3231 L NEB

2.12 Software

Tabelle 18: Software

Name Hersteller

Word 2010 Microsoft

Excel 2010 Microsoft

Powerpoint 2010 Microsoft

Ilustrator Adobe

Photoshop Adobe

RStudio 0.97.551 RStudio

R (version 3.0.1) The R Foundation for Statistical computing
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3 Methoden

3.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion [engl.: polymerase chain reaction (PCR)] ist eine
molekularbiologische Technik zur exponentiellen Amplifizierung spezifischer DNA-
Fragmente. Dieser Drei-Stufen-Prozess beinhaltet das Denaturieren doppelstrangiger
DNA, das Anlagern genspezifischer Oligonukleotide [engl.: Primerannealing] an die
zu amplifizierenden Loci sowie die Neusynthese des komplementdren DNA-Strangs
durch den Einbau addquater Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs; dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) iiber das Enzym DNA-Polymerase (Elongation). Fiir die PCR wurden
im Wesentlichen zwei Standardprotokolle und drei DNA-Polymerasen verwendet.
Die Menge an Ausgangs-DNA variierte dabei in Abhéngigkeit der Verwendung. Fiir
eine PCR mit genomischer DNA wurden zwischen 20-50 ng DNA verwendet. Fiir
eine PCR mit Plasmiden wurde >1 ng Plasmid-DNA verwendet. Die Konzentration
an Oligonukleotiden lag bei 10 pmol/ul und die der ANTPs bei 25 mmol/ml fiir
jedes dAN'TP.

Tabelle 19: PCR-Protokolle

Protokoll 1

Protokoll 2

10 x Taq.-Puffer 2.5 pl 5 x Phire/Phusion-Puffer 4 pl

5 x CES 5 ul 5 x CES 4 pl

dNTPs 0.2 pul dNTPs 0.16 pl
Primer 5 pmol Primer 5 pmol

Tagq. - Pol. 5U Phire/Phusion - Pol. 02U
Reaktionsvolumen 25 pul Reaktionsvolumen 20 pl

Zyklen Zyklen

Denaturierung 96°C / 4 min Denaturierung 98°C / 40 sec
Denaturierung 96°C / 20 sec Denaturierung 98°C / 5 sec
Primerannealing 57°C / 15 sec Primerannealing 57°C / 10 sec
Elongation 72°C / 40 sec Elongation 72°C / 40 sec

zusétzl. Zyklen
finale Elongation
Lagerung

31
72°C / 5 min
4°C

zusatzl. Zyklen
finale Elongation
Lagerung

31
72°C / 60 sec
10°C
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3.2 Kolonie-PCR von S. cerevisiae

Fiir eine Kolonie-PCR mit Hefezellen wurde eine einzelne Hefekolonie in ein 0.5 ml
Reaktionsgefafs mit 100 pul ddH;O eingeriihrt. 1 pl dieser Losung wurde mit
3 pl 20 mM NaOH in einem PCR-Reaktionsgefafs bei 95°C fiir 5 min inkubiert.
Alternativ dazu wurde die Hefekolonie in ein PCR-Reaktionsgeféaf iiberfithrt und
fiir 10 sec in der Mikrowelle bestrahlt, um die Zellen aufzubrechen. Im Anschluss
wurde der Ansatz auf Eis gekiihlt und mit dem PCR-Mastermix versetzt. Die PCR
wurde nach dem Phire/Phusion-PCR-Protokoll durchgefiihrt (vgl. Tabelle 19).

3.3 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde auf zwei verschiedene Arten durch-
gefiihrt. Fiir Proben, die der Sequenzierung dienten, wurden die PCR-Produkte
mittels Ethanolprazipitation aufgereinigt.

Bei der Ethanolprézipitation wurde der Probe das zweifache Volumen an eiskaltem
100% Ethanol sowie 1/10 Volumen an 3 M Natriumacetat (pH 5.2) zugesetzt. Danach
wurde die Probe fiir > 30 min bei —20°C gelagert, bevor sie bei 16.000 x g fiir
5 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde abgenommen, das Pellet zweimal
mit 500 ul 70% Ethanol gewaschen und im Anschluss wieder bei 16.000 x g fiir
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut abgenommen und das Pellet bei
Raumtemperatur bzw. in einem Heizblock bei 50°C getrocknet. Das getrocknete
Pellet wurde in 10 ul ddH,O gelost.

Proben, die fiir andere Zwecke (z.B. Transformation, homologe Rekombination)
vorgesehen waren, wurden mit dem Kit ,QIAquick PCR Purification Kit*“ der Firma
Qiagen bzw. mit dem Kit ,DNA Clean & Concentrator’™-5¢ der Firma Zymo

Research nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

3.4 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese wurde in einer horizontalen Gelkammer durchgefiihrt, welche
mit 0.8 - 1.4% (w/v) Agarose, gelost und aufgekocht in 1 x TAE-Puffer, befiillt war.
Der Agarose wurden 0.002% (v/v) Ethidiumbromid zugegeben. Die Proben-DNA

wurde in 1 x Gelelektrophorese-Laufpuffer aufgenommen und in die Geltaschen
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3.5 Herstellung kompetenter E. coli

pipettiert. Die DNA-Fragmente im Gel wurden im Anschluss auf einem UV-Tisch
bei 254 nm, wobei dass DNA interkalierende Ethidiumbromid angeregt wird, zur

Analyse sichtbar gemacht.

3.5 Herstellung kompetenter E. coli

Zur Herstellung hitzekompetenter E. coli wurde das Protokoll von Inoue et al. [108]
verwendet. 100 ml LB + 20 mM MgSO, wurden mit dem F. coli - Stamm DHb5«
angeimpft und bei 23°C {iber Nacht in einem Schiittelinkubator inkubiert. Am
néchsten Tag wurden 200 ml LB + 20 mM MgSO, mit 2 ml aus der Vorkultur versetzt
und der Ansatz bei 23°C bis zu einem ODggy = 0.6 inkubiert. Die Kultur wurde dann
fiir 10 min auf Eis gekiihlt, bevor sie fiir 10 min bei 4°C und 2000 x g zentrifugiert
wurde. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 64 ml TB-Puffer (4°C)
aufgenommen. Nach erneuter Kiihlung auf Eis und einer 10 min Zentrifugation
mit 1500 x g bei 4°C wurde das Pellet in 16 ml TB-Puffer (4°C) + DMSO (finale
Konzentration von 7% in TB) resuspendiert. Nach 10 min auf Eis wurde die
Zellsuspension auf 0.5 ml Reaktionsgeféfie verteilt und in Fliissigstickstoff (—80°C)
gefroren.

Die Transformationseffizienz von E. coli, definiert als die Zahl an Zellen welche mit
1 pug Plasmid-DNA transformiert werden kann, wurde durch die Transformation
von 10 pg pUC19 Plasmid-DNA und 40 ul E. coli DH5« - Zellen bestimmt. Die
errechnete Transformationseffizienz lag bei 5 x 10® transformierten Zellen pro ml

E. coli - Zellen und pg Plasmid.

3.6 Transformation von E. coli

40 pl hitzekompetente E. colt DH5« - Zellen wurden mit 50-100 ng Plasmid-DNA
gemischt und fiir 20 min auf Eis gekiihlt. Der Ansatz wurde daraufhin fiir 45 sec
einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt. Nach Zugabe von 800 ml LB wurden die
transformierten Zellen bei 37°C fiir 1 - 1.5 h inkubiert und danach bei 10.000 x g fiir
30 sec abzentrifugiert. 600 pl vom Uberstand wurden verworfen und das Zellpellet in

den restlichen 200 pl resuspendiert und auf LBA™? - Selektionsplatten ausplattiert.
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3.7 Plasmidextraktion aus E. coli

Die Extraktion von Plasmiden aus E. coli erfolgte mit Hilfe des Kits ,,QIAprep Spin
Miniprep Kit*“ der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers. Zuvor wurde der
E. coli - Stamm mit dem gewiinschten Plasmid in 3 ml LBA™? angeimpft und iiber
Nacht bei 37°C in einem Schiittelinkubator inkubiert.

3.8 DNA-Extraktion aus S. cerevsiae

Die Extraktion genomischer DNA aus S. cerevsiae erfolgte nach dem Protokoll
von Harju et al. [109]. 1.5 ml einer Hefe-Ubernachtkultur (UNK, 20-24 h bei 30°C
in YPD) oder eine einzelne Hefekolonie (gelost in 100 pl ddH,O) wurden in ein
Mikrozentrifugenrchrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden bei 16.000 x g fiir 5 min
pelletiert und anschliefend in 200 ul Lyse-Puffer resuspendiert. Die Zellpellets
wurden dann (zweimal) alternierend erst fiir 2 min in ein Trockeneis-Ethanol-Bad
gefroren und dann fiir 1 min bei 95°C in einem Heizblock erhitzt. Danach wurden
die lysierten Zellen fiir 30 sec gevortext, mit 200 pl Chloroform versetzt und erneut
fiir 2 min gevortext. Anschliefend wurden die Proben bei 16.000 x g fiir 3 min
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die obere Phase abgenommen und
in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefals transferiert, was bereits mit 400 pl eiskaltem
100% Ethanol befiillt war. Die Proben wurden durch invertieren vermischt und
bei —20°C fiir > 15 min gelagert. Die ausgeféllte genomische DNA wurde bei
16.000 x g fiir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit
0.5 ml 70% Ethanol gewaschen und im Anschluss erneut bei 16.000 x g fiir 5 min
zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Pellets luft- bzw. bei
50°C in einem Heizblock getrocknet und abschliefend in 50 pl ddH,O gelost.

3.9 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach dem Protokoll von Gietz et al.
[110]. Eine Vorkultur des zu transformierenden Hefestammes wurde tiber Nacht bei
30°C in YPD inkubiert. Die Hauptkultur wurde am néchsten Tag in 10 ml YPD auf
einen ODgyy = 0.3 angeimpft und bis zum Erreichen der mittleren logarithmischen

Wachstumsphase [engl.: mid-log phase] bei ODgoo = 0.8 - 1.0 bei 30°C in einem
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Schiittelinkubator inkubiert. Die Zellsuspension wurde bei 5000 x g fiir 30 sec
abzentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde dann zweimal
mit je 1 ml ddH,O gewaschen und dazwischen bzw. am Ende wieder bei 5000 x g
fir 30 sec abzentrifugiert. Ein Ansatz bestehend aus 200 pl PEG 3350 (60% (w/v)),
36 ul 1 M LiAc, 50 pl einzelstrangige Lachsspermium-Trager-DNA (2 pg/ul, er-
hitzt auf 95°C) und 74 pl DNA, PCR-Produkt bzw. Plasmid enthaltenes ddH,O
(DNA-Konzentrationen ~ 300 ng) wurde dem Zellpellet zugefiihrt und dieses darin
resuspendiert. Der Ansatz wurde fiir 40 min einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen.
Es folgte eine Zentrifugation bei 5000 x g fiir 1 min. Wurden Antibiotikaresistenzgene
transformiert, so wurden die Zellen fiir eine weitere Stunde in 1 ml YPD bei 30°C
inkubiert. Fiir Transformationen mit Auxotrophiemarkern wurde diese Postinkuba-
tion tibersprungen und die Zellpellets direkt in 100 ul ddH5O resuspendiert und auf

die entsprechenden Selektionsplatten ausplattiert.

3.10 Kreuzung von S. cerevisiae

Klassische Kreuzung:

Bei der klassischen Kreuzungsmethode werden die haploiden (MAT a bzw. MAT «)
Hefemutanten aus den Kryostocks zuerst zum Anwachsen auf YPD ausgestrichen.
Nachdem sich Einzelkolonien gebildet haben, werden diese in einer Kreuzform auf
frischen YPD-Agar ausgestrichen, sodass sich die MAT a und MAT « - Stdmme iiber-
lappen [111,112]. Im Anschluss werden die Platten fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert.
Aus dem Kreuzungspunkt werden nun mit einer Impfése Hefezellen entnommen und
auf das Diploidenselektionsmedium YNB*His/+Ura/+Leu/+Ade/+Trp gygoestrichen und

fiir einen Tag bei 30°C inkubiert.

Kreuzung fiir kompetitiven chronologischen Alterungsscreen:

Die Kreuzungsreaktion wurde im grofen Mafistab in 96-Well-Platten, mit dem Ziel
der Generierung von multiplen heterozygoten Hefedoppelmutanten, durchgefiihrt.
Dazu wurden 85 LEU2 - positive MAT a - Stamme (vgl. Tabelle 8) in neun 96-Well-
Platten mit jeweils 50 ul YPD/Well eingertihrt. Die 85 kanMX) - positiven MAT « -
Stamme (vgl. Tabelle 8) wurden zeitgleich auf eine 96-Well-Platte mit jeweils
50 pul YPD/Well verteilt. Die Platten wurden bei 30°C fiir 24 h inkubiert. Dann
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wurden jeweils 10 MAT « - Stdmme von der vorbereiteten 96-Well-Platte in einem
15 ml Reaktionsrohrchen kombiniert und mit YPD auf ein Gesamtvolumen von
10 ml aufgefiillt. Davon wurden im Anschluss 75 pul/Well auf eine der neun mit
MAT a - Stdmmen belegten 96-Well-Platten verteilt. Die so entstanden 9 Platten
mit der MAT a / MAT « - Stammmischung wurden auf YPD-Agar ausgestempelt
und fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert. Danach wurden die Staimme zur Selektion der
diploiden Zellen auf SC~1e%/G418 _ Selektionsagar umgestempelt (800 pg/ml Gyig)
und fiir zwei Tage bei 30°C inkubiert. Im letzten Schritt wurden die entstandenen
6970 diploid heterozygoten Doppelmutanten zusammengefiihrt. Dazu wurden pro
Platte je 2 ml SC~Le%/G418 sugegeben und die Stamme mittels eines Drigalski-Spatels
in Suspension gebracht. Abschliefsend wurden alle Stammsuspensionen in einem
Erlenmeyerkolben gesammelt und fiir 3-4 h bei 30°C inkubiert, bevor sie auf 2 ml

Reaktionsgefafse aliquotiert und in Fliissigstickstoff (—80°C) eingefroren wurden.

3.11 Haploprofizienzscreen (kompetitives Altern)

Fiir den Haploprofizienzscreen bzw. die kompetitiven chronologischen Alterungsex-
perimente wurden UNK des diploiden Wildtypstamms BY4743 zusammen mit der
Kollektion an diploid heterozygoten Hefedoppelmutanten in 100 ml SC in einem
1:1 Verhaltnis auf einen ODgoy = 0.3 eingestellt. Der Ansatz wurde fiir 32 Tage bei
30°C in einem Schiittelinkubator inkubiert. Die Zellviabilitat wurde jeden zweiten
bis vierten Tag gemessen, indem verschiedene Verdiinnungen in Triplikaten zum
einen auf SC-Agar ausplattiert wurden, auf denen sowohl die Mutanten als auch
der Wildtyp wachsen konnte und zum anderen auf SC~%¢* - Agar, wo nur die
Mutanten wachsen konnten. In der Zwischenzeit wurden die Kulturen weiterhin bei
30°C inkubiert. Die Kolonien wurden gezahlt und als koloniebildende Einheiten pro
Milliliter [engl.: colony forming units (CFU/ml)] angegeben.

3.12 Nicht-kompetitives Altern

Die nicht-kompetitiven Alterungsexperimente (klassisch chronologisches Altern)
wurden in Quadruplikaten durchgefiihrt, wobei eine UNK des jeweiligen haploiden

Stammes fiir die Hauptkultur in 100 ml SC auf einen ODggg = 0.3 eingestellt wurde.
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Der Ansatz wurde bis zum Eintritt der stationdre Phase inkubiert (2 Tage/30°C)
und die Zellviabilitdt ab diesem Zeitpunkt fiir weitere 14 Tage, analog zu der, in
Abschnitt 3.11 beschriebenen Methode, aufgezeichnet.

3.13 Extraktion und Sequenzierung molekularer

Barcodes

Zur Extraktion der molekularen Barcodesequenzen, welche zur eindeutigen Identifi-
zierung von Hefedeletionsmutaten notwendig sind, wurde genomische DNA| wie in
Abschnitt 3.8 beschrieben, aus Hefezellen isoliert. Die darauffolgende PCR-Reaktion
zur Amplifikation der Barcodesequenzen wurde nach dem im Abschnitt 3.1 be-
schriebenen Phire/Phusion-PCR-Protokoll durchgefiihrt. Als Primerkombination
wurde Uptag/Downtag verwendet (vgl. Tabelle 14). Die PCR-Produkte (~ 300 bp)
wurden anschliefsend, wie in Abschnitt 3.3 beschrieben, mittels Ethanolprazipita-
tion aufgereinigt. Fiir die Sequenzierungsreaktionen wurde der Primer pFA6-rev
(zur Sequenzierung des Uptags) und der Primer pFA6-fwd (zur Sequenzierung des
Downtags) verwendet (vgl. Tabelle 14). Bei der Isolierung der Barcodesequenzen
aus Hefedoppelmutanten wurde analog vorgegangen. Fiir die PCR-Reaktion wur-
den jedoch zwei Primerpaare verwendet. Der Uptag-Barcode des urspriinglichen
MAT « - Stamms wurde mit dem Primerpaar Uptag/pFA6-rev (bindet innerhalb des
kanMX/ - Markers) amplifiziert. Der Downtag-Barcode des urspriinglich MAT a -
Stamms wurde mit dem Primerpaar LEU2-fwd/Downtag (bindet innerhalb des
LEU2 - Markers) amplifiziert (vgl. Tabelle 14).

Die Sequenzierung der Proben erfolgte durch die Sequencing Core Facility von
Dr. Bernd Timmermann am Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik (MPIMG,
Berlin, Deutschland) nach der Methode von Frederick Sanger [113].

3.14 Extraktion von Zuckerphosphatmetaboliten

Die Zuckerphosphate wurden nach dem Protokoll von Gruening et al. extrahiert
und quantifiziert [114]. Die Hefestdmme wurden dazu zuvor in SC kultiviert und in
der mittleren log-Phase bei einem ODgpy = 1.5 & 0.05 mit der ,kaltes Methanol“
[engl.: cold methanol] - Methode gequencht [115]. Zur Zelllyse wurden die Zellen in
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200 ul organischem Extraktionspuffer (75:25 Acetonitril:Wasser-Gemisch + 0.2% Me-
thanséure) aufgenommen und mittels mehrerer , FastPrep-24* - Zyklen (3 x 20 sec, 6.5
m/s) aufgeschlossen. Nach einem weiteren Extraktionsschritt mit derselben Menge
an Wasser wurden die Uberstéinde beider Extraktionsschritte kombiniert, getrocknet
(SpeedVac), in einem 100 pl Wasser:Acetonitril-Gemisch (93:7) resuspendiert und
der LC-MS/MS - Analyse zugefiihrt. Alle Losungsmittel wurden in HPLC oder

hoheren Reinheitsgraden verwendet.

Die Metabolitextraktionen wurde von Dr. Markus Keller (Ralser group, Dept. of
Biochemistry, University of Cambridge, UK) durchgefiihrt.

3.15 LC-MS/MS - Quantifizierung von
Zuckerphosphaten

1.5 pl der extrahierten Proben wurden zur Separierung in eine C8 - Sdule (Agilent
Zorbax SB-C8 Rapid Resolution HD, 2.1x100 mm, 1.8 pgm) injiziert. Zur Separierung
wurde ein Gradient beginnend mit einem isokratischen Fluss von eines Acetoni-
tril: Wasser - Gemisches (12:88) fiir 3.5 min, ansteigend auf ein Acetonitril: Wasser-
Verhéltnis von 38:62 fiir 2.5 min, gefolgt von einem 30 sec Waschschritt bei 42% Ace-
tonitril und nachfolgender Re-Equilibration fiir 30 sec, verwendet. Die Gesamtzyklus-
dauer belief sich auf 7.5 min. 750 mg/l Octyl-Ammoniumacetat wurde allen Puffern
als Ionenpaarungsreagenz [engl.: ion pairing reagent| beigegeben [116]. Die Analy-
ten wurden im MRM-Modus mittels eines online-gekoppelten Tripel-Quadrupol-
Massenspektrometers (Agilent 6460) gemessen. Jeder Metabolit wurde durch den
Vergleich von Retentionszeiten und dem charakteristischen Fragmentationsverhalten
mit extern gemessenen, kommerziell erwerblichen Standards identifiziert. Optimale
SRM-Uberginge, Ionisierungs- und Fragmentationsenergien der Metabolite sowie die
Parameter der Ionenquelle sind der Publikation von Keller et al. entnommen [117].
Die Software Masshunter (Agilent) wurde fiir die Peak-Integration, externe Ka-
librierung (mit repetitiver Messung von Standardverdiinnungskurven), absolute
Quantifizierung und primére Datenanalyse verwendet. Alle weiteren Datenanalysen

wurden mit der Software Microsoft Excel 2010 bzw. mit R durchgefiihrt.
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3.16 LC-MS/MS - Quantifizierung von Polyolen

Die LC-MS/MS - Quantifizierungen sowie die Erstellung der Rohdaten wurden von
Dr. Markus Keller (Ralser group, Dept. of Biochemistry, University of Cambridge,
UK) durchgefiihrt.

3.16 LC-MS/MS - Quantifizierung von Polyolen

Die LC-MS/MS - Analysen zur Quantifizierung von Polyolen wurden, wie von
Wamelink et al. beschrieben [118,119], durchgefiihrt. Die Fliissigkeitschromatogra-
phie (Shimadzu Nexera Liquid Chromatograph System USA) wurde mit Hilfe einer
Aminex HPX-87C - Sdule (250 x 4.0 mm, bead size 9 pm, BioRad Laboratories,
Veenendaal, The Netherlands) durchgefiihrt. Als isokratische mobile Phase wurde
ein 40% Acetonitril/Wassergemisch bei einer Flussrate von 0.4 ml/min verwen-
det. Die Sadulentemperatur wurde bei 70°C konstant gehalten. 30 pl der Probe
wurden injiziert und die Gesamtlaufzeit betrug 25 min. Die Quantifizierung der
Polyole erfolgte mittels eines AB Sciex API 5000 Tandem-Massenspektrometers,
welches mit einer Elektrospray-lonenquelle ausgestattet war und im negativen
Modus operierte. Folgende Parameter wurden dazu eingestellt: Spannung der Ionen-
sprays -4500 V; Ionenquellentemperatur 400°C; Curtain Gas und Cad Gas wurden
auf 10 und 6 (willkiirliche Einheiten [engl.: arbitrary units]) eingestellt; andere
MS/MS - Einstellungen wie bspw. Declustering Potential (DP) und die Kollison-
senergie (CE) wurden fiir jedes Polyol entsprechend optimiert. Die Detektion der
Polyole erfolgte im MRM-Modus. Die Einstellung der MRM-Ubergénge (Q1/Q3)
sowie die DP- und CE-Einstellungen wurden fiir die jeweiligen Polyole wie folgt
eingestellt: Erythritol und Threitol (C4-Polyole) m/z 121.1/89.1 (DP=-38V, CE=-
16V); (13Cy)Erythritol m/z 125.1/92.1 (DP=-38V, CE=-16V) (IS C4); Ribitol,
Arabitol and Xylitol (Cs-Polyole) m/z 151.1/89.1 (DP=-38V, CE=-16V); (}3Cjs)
Arabitol (IS C5) m/z 153.1/91.1 (DP=-38V, CE=-16V); Galactitol, Sorbitol und
Mannitol (Cg-Polyole) m/z 181.1/89.1 (DP=-45V, CE=-22V); (**Cs-)Sorbitol (IS
C6) m/z 184/89 (DP=-45V, CE=-22V); Sedoheptitol und Perseitol (C;-Polyole)
m/z 211.1/89.1 (DP=-45V, CE=-23V) Sedoheptulose und Mannoheptulose (C7-
Zucker) m/z 209.1/119.1 (DP=-35V, CE=-13V) an (*C;)-Xylulose (IS C7-Zucker)
m/z 151.1/91.1 (DP=-38V, CE=-16V). Die gewonnen Daten wurden mit der Soft-
ware ,, Analyst™ for Window NT (Ver. 1.5.2)" prozessiert.
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Die LC-MS/MS - Quantifizierungen der Polyole wurden von Dr. Mirjam M.C. Wa-
melink (Metabolic Unit, Dept. of Clinical Chemistry, VU University Medical Centre
Amsterdam, NL) durchgefiihrt.

3.17 Osmolalitatsmessungen

Die Osmolalitdt wurde durch die Methode der Kaltepunkterniedrigung mittels
eines Knauer Osmometers (Knauer) bestimmt. Dazu wurden wéhrend der nicht-
kompetitiven Alterungsexperimente zu den angegebenen Zeitpunkten (Tag 2, 3, 5, 7,
9, 10, 12, 14) 1 ml Aliquots der jeweiligen Hefestimme aus den Kolben entnommen.
Die Hefezellen wurden bei 16.000 x g fiir 2 min abzentrifugiert,der Uberstand in
ein neues 1.5 ml Reaktionsgefafs iiberfiihrt und erneut bei 16.000 x g fiir 2 min
zentrifugiert. 200 ul des Uberstands wurden zur Bestimmung der Osmolalitéit in ein

Glasvial iiberfiithrt und in Triplikaten gemessen.

3.18 Stresstests

Intrazellularem Stress wurde durch Zugabe von oxidativen (Diamid, Cumolhydro-
peroxid, tert-Butylhydroperoxid, Menadion, HyO, Juglone), reduktiven (DTT,
N-Acetyl-Cystein, Gluthation], osmotisch wirksamen (Sorbitol, NaCl, KCl) sowie
Schwermetallstress auslosenden Substanzen (MnCly) ausgelost. Die Substanzen wur-
den in den angegebenen Endkonzentrationen dem SC-Agar bzw. SC-Fliissigmedium

zugegeben.

3.19 Extraktion von RNA aus S. cerevisiae

Fiir die Isolierung der Gesamt-RNA aus S. cerevisiae wurden das Kit ,RiboPure’™

RNA Purification Kit, yeast“ der Firma Ambion/life technologies sowie das Kit
,RNAeasy Mini Kit“ der Firma Qiagen nach Angaben der Hersteller verwendet.
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3.20 cDNA-Synthese fiir qRT-PCR

2 pg Gesamt-RNA aus Hefezellen wurde mit 12-18mer Oligo-dT-Primern und der
Moloney-Murine-Leukemia-Virus (M-MuLV) Reverse Transkriptase (NEB) nach
Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben.

3.21 Quantitative Reverse Transcriptase-PCR
(gRT-PCR)

Eine UNK des jeweiligen Hefestammes wurde auf einen ODgo = 0.15 eingestellt und
bis zum Erreichen der mittleren log-Phase ODgoy = 0.8 - 1.0 in SC (fiir qRT-PCR
von Stresstests mit Menadion, HyO,, NaCl, Sorbitol) oder fiir die Experimente
mit wechselnden Kohlenstoffquellen in SC mit entweder 2% Glucose, 2% Galactose,
3% Ethanol + 0.1% Glucose oder 3% Glycerin + 0.1% Glucose kultiviert. Fiir die
qRT-PCR mit verschiedenen Messzeitpunkten (bei Stresstests mit Menadion, HyOo,
NaCl, Sorbitol) wurden die Proben an den angegebenen Zeitpunkten entnommen. Bei
den Experimenten mit verminderter Glucosekonzentration wurden die Hefestdamme
bis zur mittl. log-Phase in 80 ml SC + 2% Glucose kultiviert. Davon wurden
20 ml Aliquots bei 2000 x g fiir 2 min abzentrifugiert und danach entweder auf
Trockeneis gefroren oder in SC mit 0.5% oder 0.05% Glucose resuspendiert und fiir
1 h bei 30°C inkubiert. Die qRT-PCR wurde in einem Prism 7900HT Cycler (Applied
Biosystems) mit genspezifischen Primern (vgl. Abschnitt 2.8, Tabelle 14) und dem
Maxima SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (Thermo Scientific) durchgefiihrt. Die
relativen Expressionsraten der Zielgene wurden mittels des geometrischen Mittels
auf drei endogene Referenzgene (UBA4, ATG27, TAF10) nach der Methode von
Pfaffl et al. normalisiert [120].

3.22 Bestimmung der Wachstumsraten von
Glycolyse- /PPP-Mutanten

Zur Bestimmung der Wachstumsraten von prototrophen Glycolyse-/PPP-Mutanten
(vgl. Tabelle 9) wurden diese in 150 ul SM, versetzt mit entweder Glucose, Galactose
oder Ethanol als Kohlenstoffquelle (vgl. Tabelle 11), tiber Nacht in 96-Well-Platten
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angezogen. Fiir die Hauptkultur wurde eine 1:20 Verdiinnung der UNK hergestellt
und davon 75 ul/Stamm in Quadruplikaten in eine 384-Well-Platte tiberfiihrt. Die
Platten wurden zur Aufzeichnung der Wachstumskurven in einem photometrischen
Plattenlesegerit [engl.: photometric plate reader] bei 30°C fiir 50 h inkubiert. Die
Wachstumskurven wurden im Anschluss mit dem Programm R analysiert und als

relative Wachstumsraten ausgedriickt.

3.23 Extraktion von Aminosauren

Zur Extraktion der freien Aminoséduren wurden die prototrophen Stamme (vgl. Ta-
belle 9) zuvor in je 200 ul/Well der verschiedenen Minimalmedien SM-Glucose, SM-
Galactose, SM-Ethanol (vgl. Tabelle 9) iiber Nacht kultiviert. Fiir die Hauptkultur
am niichsten Tag wurden 85 zl der UNK in 1.6 ml (entspricht einer 1:20 Verdiinnung)
des entsprechenden Mediums tiberfiihrt (96-DeepWell-Platten). Die Stamme wurden
danach bei 30°C in einem Schiittelinkubator inkubiert (Glucose/Galactose 8 h;
Ethanol 10 h). Es folgte eine Zentrifugation bei 3000 x g fiir 3 min. Nach dem
Abschlagen des Uberstandes wurden pro Well 180 pl 80°C heifer 50% Ethanol
zupipettiert und die Deep-Well-Platte im Anschluss fiir 2.5 min in einem Wasserbad
bei 80°C inkubiert und anschliefsend fiir einige Sekunden gevortext. Es folgte eine
zweite Inkubation im Wasserbad mit anschlieffendem vortexen. Danach wurden
die Platten bei 3000 x g fiir 5 min zentrifugiert und 150 ul des Uberstandes in
eine neue 96-Well-Platte mit konischen Wells tiberfiihrt. Es folgte eine erneute
Zentrifugation bei 3000 x g fiir 5 min. Zum Abschluss wurden 50 pl des Uberstandes
aus jedem belegten Well in eine 384-Well-Platte tiberfiihrt. Die Platte wurde mit
Aluminiumfolie abgeklebt und bei —80°C auf Trockeneis eingefroren. Pro Kohlen-
stoffquelle (Glucose, Galactose, Ethanol) wurden die Extraktionen in Triplikaten
(3 Platten je Kohlenstoffquelle) durchgefiihrt und diese am Ende zusammen in eine
384-Well-Platte tiberfiihrt.

3.24 Quantifizierung von Aminosauren
Die freien Aminosduren wurden durch hydrophile Interaktionsfliissigkeitschroma-

tographie (HILIC) mit einer ACQUITY UPLC BEH Amid-Saule (130 , 1.7 pm,
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2.1 mm x 100 mm) bei gradueller Elution mit einer konstanten Flussrate von
0.9 ml/min und einer Sdulentemperatur von 25°C aufgetrennt. Fiir die Eluenten
A und B wurden 10 mM Ammoniumformiat und 0.176% Methansdure verwendet.
Fiir Eluent A wurde dies in einen Gemisch aus Acetonitril/ Methanol/ Wasser
(95:5:5) aufgenommen. Bei Eluent B wurde ein 50:50 Acetonitril / Wassergemisch
verwendet. Fiir alle Substanzen wurde ein UPLC-Reinheitsgrad verwendet. Fiir die
graduelle Elution wurden die folgenden chromatographischen Parameter eingestellt:
Losung B wurde fiir 0.7 min bei 85% gehalten bevor sie gleichméfig innerhalb
von 2.55 min bis auf 5% reduziert wurde. Diese Konzentration wurde fiir 0.05 min
beigehalten bevor sie wieder auf den Startwert von 85% innerhalb von 0.05 min
erhoht wurde. Es folgte ein Equilibrationsschritt fiir 3.25 min bevor die néchste
Probe injiziert wurde. Die Temperatur des Auto-Samplers wurde bei 4°C gehalten.
Da die hydrophile Interaktionsfliissigkeitschromatographie anfillig gegeniiber einer
Anderung der Zusammensetzung der mobilen Phase ist, sollten weniger als 3 ul
einer Probe (~ 80% Ethanol) injiziert werden, um die Trennungsleistung stabil
zu halten. Der Probenfluss wurde dann in ein Agilent 6460 - Tripel - Quadrupol -
Massenspektrometer eingeleitet, welches im SRM-Modus operierte. Fiir die Ionen-
quelle wurden folgende Parameter eingestellt: Zellbeschleunigungsspannung 7 V,
Gasfluss 8 1/min bei 300°C, Sheath-Gasfluss 11 1/min und 300°C, Nebulizer-Druck
50 psi, negative Kapillarspannung 3000 V und Diisenspannung (nozzle voltage)
500 V. Jeder Metabolit wurde durch den Vergleich von Retentionszeiten und dem
charakteristischen Fragmentationsverhalten mit extern gemessenen, kommerziell
erwerblichen Standards identifiziert und durch externe Kalibrierung, iiber eine Ver-
diinnungsreihe des Standardmix, welche die Bereiche von 15-fach niedrigeren bzw.
hoheren Konzentrationen als die eigentlich zu Erwartende abdeckt, quantifiziert.
Samtliche Aminoséduretrennungs- und Quantifizierungsverfahren sowie die Zusam-
menstellung der Rohdaten wurden von MSc. Michael Miilleder (Ralser Group, Dept.
of Biochemistry, University of Cambridge, UK) durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation auf-
gezeigt. Die Ergebnisse sind dabei inhaltlich in zwei Themenbereiche aufgeteilt.
Der erste Abschnitt befasst sich dabei schrittweise mit der Beschreibung von der
Herstellung der diploid heterozygoten S. cerevisiae - Doppelmutantenbank, wel-
che zur Durchfiihrung eines kompetitiven chronologischen Alterungsexperiments
(Haploprofizienzscreen) eingesetzt wurde. Weiterhin werden die daraus resultie-
renden haploprofizienten Deletionsmutanten funktionell charakterisiert, um deren
gegenseitige Abhangigkeit bzw. deren gemeinsamen Wirkungsmechanismus unter
verschiedenen Bedingungen zu demonstrieren [121].

Im zweiten Abschnitt wird die Frage erortert, inwiefern sich genetische Storungen
des Kohlenhydratstoffwechsel (Glycolyse/PPP) unter verschiedenen Umweltbedin-
gungen, simuliert durch die Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen (Glucose,
Galactose, Ethanol), einerseits auf das Wachstumsverhalten und andererseits auf
die Verteilung der freien proteinogenen Aminoséuren in prototrophen Stoffwechsel-

mutanten auswirken.

4.1 Chronologische Alterungsexperimente von

S. cerevisiae - Mutanten

Der Ausgangspunkt fiir die Durchfiihrung der hier beschriebenen kompetitiven
Alterungsexperimente waren die Resultate einer Studie von Powers et al. [104].
In dieser Studie wurde die diploid homozygote MAT a - Deletionsbank auf den
Phénotyp des chronologischen Alterns hin untersucht und die Deletionsmutanten
anhand der Lange bzw. Dauer ihrer chronologischen Lebenspanne sortiert. Einige
der in der Liste vertretenen Deletionsmutanten wurden bereits in friiheren Studien

mit einer verlangerten chronologischen Lebensspanne assoziiert und konnten auch
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4 Ergebnisse

mit anderen Genen in funktionellen Zusammenhang beziiglich der Regulation des
chronologischen Alterns gebracht werden. Dies war jedoch nicht fiir alle untersuchten
Gene der Fall, sodass ihr biochemischer Wirkungsmechanismus immer noch relativ
unklar ist.

Um der Aufklarung einer moglichen Interaktion der bisher unbekannten Alterungs-
gene mit bereits in diesem Zusammenhang beschriebenen Genen bzw. Mechanismen
ndher zu kommen, sollten die Top 90 der von Powers et al. gelisteten Deletions-
stamme (hochste Langzeitiiberlebensdauer) zur Herstellung einer heterozygoten
MAT a/ MAT « - Doppelmutantenbank verwendet werden.

4.1.1 Herstellung einer heterozygoten
MAT a/ MAT « - Doppelmutantenbank

Von den Top 90 der urspriinglich von Powers et al. als langlebig definierten Deleti-
onsstdmmen konnten in unserer Kopie der Deletionsbank 82 MAT a und 85 MAT « -
Stdmme gefunden werden (vgl. Tabelle 8). Da sowohl die MAT a als auch die
MAT « - Stdmme ein kanMX/ - Antibiotikaresistenzgen (~ 1564 bp) im dele-
tierten Genlokus tragen, musste der Paarung der haploiden Stdmme zunéchst
ein Austausch des kanMX4 - Markers vorausgehen, da sonst die Doppeldeletion
nicht eindeutig via Barcodesequenzierung verifizierbar wéare. Dazu wurde in den
82 MAT a - Stammen der kanMXj - Marker durch einen LEU2 - Marker ersetzt.
Der LEU2 - Marker wurde aus dem Plasmid pACT2 (vgl. Tabelle 15) mit den
Primerpaar kanMX4::LEU2-fwd/rev amplifiziert, wie in Abschnitt 3.9 beschrieben
transformiert und durch homologe Rekombination in den Ziellokus integriert. Posi-
tive Transformanten wurden auf SC~¢“-Agar selektiert. Die korrekte Integration
des 2170 bp grofen LEU2 - DNA-Fragments wurde durch Kolonie-PCR, wie in
Abschnitt 3.2 beschrieben, verifiziert.
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Paarungsschema
(0000000600000) [000000000000)
¢ 3 ¢ 3
9 x |§ 3 1x|§ 3
XXX 3 <X 3
OO QOO0
82 MAT a (Leu2") 85 MAT o (kan")

10 MAT o - Stimme
kombiniert mit 1 MAT a - Platte

2 Tage / 30°C‘YPD Agar

generiert 6970 diploid,
heterozygote Doppelmutanten

£

Selektion der positiven Kreuzungen
auf SC * + G,

Abbildung 5: Herstellung der Hefedoppelmutantenbank fiir Haploprofizienzscreen. Schematische Uber-
sicht der Herstellung der Doppelmutantenbank fiir den Haploprofizienzscreen.

Nach dem erfolgreichen Austausch des kanMX4 - Markers gegen den LEU2 - Marker
in allen 82 MAT a - Stdmmen wurden diese, wie in Abschnitt 3.10 beschrieben
und analog in Abbildung 5 dargestellt, gegen die 85 MAT « - Stdmme gekreuzt.
Nach Ablauf der Kreuzungsreaktion wurden die daraus hervorgegangenen diploid
heterozygoten Zellen auf SC~Le%/G418_Agar selektiert und abschliefend wie in Ab-
schnitt 3.10 beschrieben gepoolt. Die Zellzahl im Pool wurde durch eine serielle

Verdiinnungsreihe auf YPD-Agar bestimmt und lag bei 7 x 10° Zellen/ml.

4.1.2 Haploprofizienzscreen

Der kompetitive haploprofiziente Alterungsscreen wurde wie in Abschnitt 3.11 be-
schrieben durchgefiihrt. Analog zu den gepoolten Kulturen wurde der Trend der
Viabilitat fiir den Wildtyp (Wt) und die Doppelmutantenbank auch separat in
nicht-kompetitiver Umgebung aufgezeichnet. Die separaten Viabilitatskurven fiir
den Wildtyp bzw. die Doppelmutanten innerhalb der Pools ergeben sich durch das
parallele Ausplattieren der Proben auf einerseits SC-Agar, wo sowohl Wildtyp als
auch die Mutanten wachsen konnten, und andererseits auf SC~%¢* - Selektionsagar,

wo nur die LFEU2-positiven Mutanten wachsen konnten, sodass die entsprechenden
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Werte durch Subtraktion gebildet werden konnten. Abbildung 6 zeigt den Verlauf
des kompetitiven Alterungsexperiments.
8 } Wt

«+«0++ Doppelmutanten-Pool
—o— Wildtyp in Pool 1

Mutanten in Pool 1

—o— Wildtyp in Pool 2
=== Mutanten in Pool 2

log,, (Kolonien / ml)

T T T T

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
t in Tagen

T T T T T

Abbildung 6: Viabilitdtstrend im Haploprofizienzscreen. Der nicht-kompetitive Wildtyp (hellgrau gestri-
chelt), die Doppelmutantenbank (dunkelgrau gestrichelt), der 1. kompetitive Pool aufgeteilt in Wildtyp (dunkelrot)
und Mutanten (orange) sowie der 2. kompetitive Pool mit Wildtyp (griin) und den Mutanten (blau) sind dargestellt.
Der nicht-kompetitive Wildtyp zeigt ein verlingertes Uberleben im Vergleich zum Wettbewerb mit der Doppelmu-
tantenbank, wo er noch vor den Mutanten letal wird. Die Viabilitdt ist in Kolonien/ml angegeben. Der rote Pfeil
markiert den Zeitpunkt der klonalen Selektion zur Analyse der molekularen Barcodes. Die Experimente wurden in
unabhéngigen Duplikaten angesetzt und die Auszidhlung der Kolonien erfolgte in Triplikaten. Fehler = £+ Stabw.

Nachdem die Kulturen bis zur stationdren Phase angewachsen waren, wurde ab
Tag 3 in allen Kulturen ein Absinken der Viabilitdt bis Tag 7 festgestellt. Danach
befanden sich die Kulturen in einer Plateauphase, die durch eine relativ geringe
Sterblichkeit gekennzeichnet war und bis Tag 15-18 anhielt. Im weiteren Verlauf
des Experiments stieg die Sterblichkeit der Kulturen rapide und nahezu linear
an, was durch den Riickgang der Zellteilungsfihigkeit anhand der Anzahl der
Kolonien/ml erkennbar war. Die Wildtypen innerhalb der gepoolten Kulturen
hatten am Tag 18 (Wt in Pool 1) bzw. Tag 26 (Wt in Pool 2) weitestgehend
ihre Viabilitat verloren, wahrend die Doppelmutanten in beiden Pools weiterhin
zur Koloniebildung befahigt waren. Im nicht-kompetitiven Experiment zeigte der
Wildtyp jedoch eine lingere Uberlebensdauer. Die Ergebnisse zeigten deutlich,
dass die heterozygoten Doppelmutanten in den kompetitiven Experimenten einen

Uberlebensvorteil gegeniiber dem Wildtyp aufwiesen.
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4.1.3 ldentifizierung haploprofizienter Doppelmutanten

Zur Identifizierung haploprofizienter Mutanten, welche sich durch eine erhéhte
Uberlebensfihigkeit in der stationiren Phase auszeichnen, wurden am Tag 30 der
kompetitiven Experimente zufillig je 32 Klone der beiden Replikate isoliert und
deren molekulare Barcodes, nach der in Abschnitt 3.13 beschriebenen Methode,
extrahiert und sequenziert. Im Ergebnis konnten 39 Haplotypen, bei denen zwei Gene
deletiert waren, eindeutig identifiziert werden. Tabelle 20 fasst die haploprofizienten

Stamme zusammen.

Tabelle 20: Haploprofiziente Doppelmutanten

# AORF 1 AORF 2 AGen 1 AGen 2 Replikat

1 AYJL129C AYHR204W Atrkl Amnll Replikat 1
2 AYBL105C AYEROJOW Artgs Agin3 Replikat 2
3 AYCRO37C AYKLOS1W Apho87 Atef} Replikat 2
4 AYDL133C-A AYHR158C Arpl41b Akell Replikat 1
5 AYDL133C-A AYGL139W Arpl41b Aflcs Replikat 1
6 AYDL133C-A AYOR179C Arpl41b Asycl Replikat 1
7 AYDL133C-A AYER132C Arpl1b Apmdl Replikat 2
8 AYDL172C AYGLOSSW unbekannt Asycl Replikat 2
9 AYEROLOW AYDR515W Agin3 Aslf1 Replikat 2
10 AYGLOSSW AYDR515W Asycl Aslf1 Replikat 1
11 AYGR045C AYEROJOW unbekannt Agin3 Replikat 1
12 AYGR045C AYFR0O41C unbekannt Aerjh Replikat 1
13 AYGR045C AYGR161C unbekannt Arts3 Replikat 2
14  AYGRO045C AYJRO66W unbekannt Atorl Replikat 2
15 AYGR0O57C AYJL129C Alst7 Atrkl Replikat 1
16  AYGRO59W AYGR043C Asprs Angml Replikat 1
17 AYGRO59W AYGL139W Asprs Afles Replikat 1
18  AYHL034C AYKRO9SW Asbpl Amipl Replikat 1
19 AYHL034C AYHR142W Asbpl Achs7 Replikat 2
20 AYHRI139C AYHRI125W Asps100 unbekannt Replikat 2
21 AYHRI16TW AYGR044C Athp2 Armel Replikat 1
22  AYHRI16TW AYHR003C Athp2 Atcdl Replikat 2
23 AYILO56W AYHRI1IW Avhri Auba/ Replikat 1
24 AYILO5S6W AYHRI11W Awvhrl Auba Replikat 1
25  AYILO5S6W AYGR043C Awvhrl Angml Replikat 2
26  AYILO56W AYGR045C Avhri Angml Replikat 2
27  AYILO56W AYGR045C Avhri Angml Replikat 2
28  AYILO56W AYGR043C Awvhrl Angml Replikat 2

61



4 Ergebnisse

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

AYILO56W
AYILO56W
AYILO56W
AYILO56W
AYILO56W
AYIL156W
AYJL129C
AYJRO66W
AYKLOSIW
AYNLO14W
AYNLO14W
AYPL133C
AYPL133C

AYGR043C
AYGR0/3C
AYGR043C
AYGR043C
AYGR043C
AYHR125W
AYML121W
AYHR12/W
AYHLO034C
AYJL129C
AYPL182C
AYJRO66W
AYHR158C

Avhri
Avhri
Avhrl
Avhrl
Awvhrl
Aubp7
Atrkl
Atorl
Atef/
Ahef3
Ahef3
Ards2
Ards2

Angml
Angml
Angml
Angml
Angml
unbekannt
Agtrl
Andt80
Asbpl
Atrkl
unbekannt
Atorl
Akell

Replikat 2
Replikat 2
Replikat 2
Replikat 2
Replikat 2
Replikat 2
Replikat 2
Replikat 1
Replikat 1
Replikat 1
Replikat 1
Replikat 1
Replikat 2

ORF = Leserahmen [engl.: open reading frame]

78% der identifizierten Doppelmutanten zeichneten sich durch einen einmalig aufge-
tretenen Genotyp aus. Eine Gene Ontology (GO) - Analyse der identifizierten Gende-
letionen, welche aufzeigt an welchen Prozessen, Kompartimenten und Funktionen die

jeweiligen Gene beteiligt sind, ergab die in Abbildung 7 gezeigten Klassifizierungen.
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Abbildung 7: GO - Analyse haploprofizienter Doppelmutanten. Fiir die haploprofizienten Doppelmutanten
wurde beziiglich ihrer Gendeletionen eine Gene Ontology - Analyse durchgefiihrt, um eine Anreicherung bestimmter
Mutanten in den Bereichen biologischer Prozess, Kormpartiment und Funktion zu ermitteln.

Bei 22% der Mutanten konnte jedoch eine Anreicherung einer Doppeldeletion
in den beiden Genen VHRI und NQM1 festgestellt werden, welche fiir einen
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4.1 Chronologische Alterungsexperimente von S. cerevisiae - Mutanten

Transkriptionsfaktor (VHR1, Vitamin H - abhéngiger Regulator 1) und ein Paralog
zur Transaldolase 1 (NQM1, Nicht - stille [engl.: Quiescent] Mutante 1) codieren.

4.1.4 Chronologisches Altern von VHRI1-, NQM1 - Mutanten

Ausgehend von der Anreicherung der heterozygoten VHR1/NQM1 - Doppelmutante
wurde im néchsten Schritt die Frage untersucht, ob sich der haploprofiziente Phéno-
typ aus dem kompetitiven Screen, der sich durch eine erhéhte Uberlebensfahigkeit
unter 6970 Doppelmutanten innerhalb der stationdren Phase auszeichnete, auch auf
den haploiden Genotyp iibertragen lasst. Dazu wurden von den haploiden Stadmmen
BY4741 (Wt), Avhrl, Angm1 sowie der Doppelmutante Avhr! /Angml in einem
nicht-kompetitiven Experiment die Viabilitdtskurven analog zu der in Abschnitt 3.12
beschriebenen Methode aufgezeichnet. Die haploide Doppelmutante wurde durch
das Einfligen eines Nourseothricin-Markers (NTC/NAT) in den NQM1 - Lokus der
Avhrl - Mutante hergestellt. Der Marker wurde zuvor mit fiir den NQM1 - Lo-
kus spezifischen Primern aus dem Plasmid pAG25 amplifiziert (vgl. Abschnitt 2.8
Tabelle 14 und Abschnitt 2.9 Tabelle 15). Den Verlauf des Viabilitétstrends fiir
die haploiden Stdmme im nicht-kompetitiven chronologischen Alterungsexperiment
zeigt Abbildung 8.

= Wt |
~o— Avhrl i
100 -o— Angml 6
Avhrl/Angml
=)
S 8
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: M
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Abbildung 8: Chronologisches Altern haploider VHR1-, NQM1 - Mutanten. Die Viabilitdt wurde
durch Ausplattieren entsprechender Verdiinnungsreihen auf SC-Agar bestimmt. Als Fehlerindikatoren wurden +
Standardabweichungen verwendet. Rechtes Bild: Anzahl der Kolonien/ml am Tag 14. Die Werte geben die Anzahl
koloniebildender Zellen (Klonogenizitdt). Als Fehlerindikatoren wurden die mittleren Standardfehler verwendet.
n=4. Signifikanzlevel nach Student’s t-test p < 0.05 = *  p < 0.01 = **.
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Der Viabilitatstrend wihrend der stationidren Phase war bei allen Stdmmen sehr
ahnlich. Zu Beginn des Experiments waren alle Stamme relativ gleichverteilt, sodass
ein Uberlebensvorteil aufgrund héherer Initialzellzahl ausgeschlossen werden konnte
(Tabelle 21). Im Ergebnis liefs sich dennoch erkennen, dass die haploiden Stamme
im Vergleich zu den diploiden Stdmmen deutlich kurzlebiger waren. Als Ursache
fiir die deutlich kiirzere Lebenspanne kénnte der fehlende LEU2 - Marker in den
haploiden Stammen infrage kommen, der bei den Diploiden durch die Herstellung

der Doppelmutantenbank fester Bestandteil des Genotyps war.

Tabelle 21: Initiale Zellzahl im haploiden Alterungsexperiment

Stamm Zellzahl (Kolonien/ml)
Wildtyp 51041667
Avhrl 46083333
Angm1 48625000
Avhrl /Angml 47708333

Obwohl die Trends der Viabilitat iiber die Gesamtdauer des Experiments fiir alle
Stamme relativ d&hnlich waren, zeigte sich am Ende ein divergierender Phéanotyp.
Im Vergleich zum Wildtyp verzeichnete die Mutante Avhri signifikant die geringste
(p < 0.01) und die Doppelmutante Avhri /Angm1 eine signifikant hohere Klonoge-
nizitat (p < 0.05; vgl. Kolonien/ml in Abbildung 8). Die Klonogenizitét beschreibt
die Fahigkeit neue Klone auf frischem Medium auszubilden und stellt demnach ein
Mak zur Proliferationsfahigkeit der Mutanten dar. Die Mutante Angm1 &dhnelte
wahrend des gesamten Experimentverlaufs stark dem Wildtyp.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Kombination einer Deletion in den Genen
VHR1 und NQM1 zu einem Vorteil sowohl im kompetitiven als auch im nicht-
kompetitiven Uberleben in der stationéren Phase fiihrt. Abweichend vom klassischen
Phénotyp einer verldngerten chronologische Lebensdauer (d.h. Wt verstirbt zeitlich
frither), manifestierte sich der Phénotyp der Doppelmutante Avhri /Angm1 hier
als erhohte Klonogenizitdt am Ende des Ausdauerexperiments.

Im néchsten Schritt wurde tiberpriift, ob sich die erhéhte Klonogenizitat von haploi-
den Avhr1/Angm1 - Doppelmutanten auch im heterozygoten Zustand unter nicht-
kompetitiven Bedingungen zeigt. Zusétzlich sollten dadurch Effekte des Ploidiegrades
ausgeschlossen werden. Dazu wurde analog zum Verfahren der haploiden Stdmmen in

den heterozygoten Stammen eine Viabilitdtskurve aufgezeichnet (Abbildung 9). Als
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4.1 Chronologische Alterungsexperimente von S. cerevisiae - Mutanten

Wildtyp wurde der diploide Stamm BY4743 verwendet. Die heterozygoten Mutanten
Avhrl /VHRI und Angm1/N@QM1 [nachfolgend als Avhrl +/- und Angmi /-
bezeichnet] sind durch Kreuzung der haploiden MAT a - Stamme Avhr! und Angm!
mit dem haploiden Wildtyp BY4742 (MAT «) entstanden (vgl. Abschnitt 3.10). Zur
Generierung der heterozygoten Avhrl /VHR1 //Angm1/NQM1 - Doppelmutante
[nachfolgend als Avhri /Angm1 +/- bezeichnet] wurden der haploide MAT a - Stamm
Awvhrl und der haploide MAT « - Stamm AngmI miteinander gekreuzt.
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Abbildung 9: Chronologisches Altern heterozygoter VHR1-, NQM1 - Mutanten. Die Viabilitat wur-
de iiber 18 Tage durch Ausplattieren entsprechender Verdiinnungsreihen auf SC-Agar bestimmt. Der Viabilitéts-
trend zeigt einen dhnlichen Verlauf bei allen Stdmmen. Die Klonogenizitdt am Tag 18 ist bei der heterozygoten

NQ@M1 - Mutante und der VHR1/NQM1 - Doppelmutante am stirksten ausgepragt. Als Fehlerindikatoren wurden
+ Standardabweichungen verwendet. n=3.

Im Ergebnis lasst sich klar festhalten, dass sich, analog zu den haploiden Stammen
(vgl. Abbildung 8), auch in den heterozygoten Stdmmen ein vom klassischen Phéno-
typ des chronologischen Alterns abweichender Phéanotyp mit erhohter Klonogenizitat
speziell der Avhrl /Angml1 - Doppelmutante zeigte. Die heterozygote Angm1 - Mu-
tante zeigte ebenfalls erhohte Klonogenizitédt (Abbildung 9). Demnach sind Effekte
des Ploidiegrades zwischen haploiden, heterozygoten bzw. diploid homozygoten Mu-
tanten (vgl. Powers et al. [104]), welche die Wirkung von VHR1/N@QM1 - Deletionen
betreffen konnten, klar auszuschliefsen.

Wie bereits erwihnt wurden die hier beschriebenen nicht-kompetitiven Experimen-
te zum chronologischen Altern bzw. zum Uberleben in der stationiren Phase im
Unterschied zum urspriinglichen Haploprofizienzscreen ohne die Integration eines
zusatzlichen LEU2 - Markers im Genom der aufgefiithrten Deletionsstamme durch-
gefithrt. Dass die Auxotrophie der verwendeten Stdmme Auswirkungen auf ihre

Lebensspanne haben kann, wurde bereits vermutet und von Miilleder et al. [107]
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demonstriert. Durch eine Transformation der Stdmme mit dem Plasmid pHLUM,
welcher die Auxotrophie durch die Prasenz der Marker LEU2, HIS3, URAS, MET15
aufhebt und die Stdmme damit in den prototrophen Zustand versetzt, konnte
der Einfluss der Auxotrophie fiir den Wildtyp und die Mutanten Avhri, Angml
und Avhri /Angml ebenfalls demonstriert werden (Abbildung 10). Die haploide
Doppelmutante Avhri /Angm1 ist dabei analog zu den, in Abbildung 8 gezeigten,
haploiden Mutanten durch Integration eines NT'C' - Markers in den NQM1 - Lokus
der Mutante Avhr! entstanden.

= 87
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5 Wt
§ 61 == AVhr]
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Abbildung 10: Chronologisches Altern prototropher VHR1-, NQM1 - Mutanten. Die haploiden Stam-
me Wildtyp (BY4741), Avhrl, Angml und Avhril/Angml wurden durch Transformation mit dem Plasmid
pHLUM prototroph gemacht und ihre Viabilitdt wurde iiber mehrere Tage durch Ausplattieren entsprechender
Verdiinnungsreihen auf SM-Agar bestimmt. Bis zum Tag 16 zeigten alle Stdmme einen &hnlichen Trend, wobei die
Mutante Angm1 eine leicht verringerte Viabilitdt aufwies und in den folgenden Tagen zunehmend an Viabilitat

verlor. Die Klonogenizitat der Doppelmutante Avhrl/Angm1 erreichte zum Ende des Experiments erneut den
hochsten Wert. Als Fehlerindikatoren wurden + Standardabweichungen verwendet. n=3.

Die Auswirkung einer Prototrophie des Wildtyps und der Deletionsstdmme wurde
deutlich sichtbar (Abbildung 10). Bei allen Stammen zeigte sich, im Vergleich zu den
haploiden bzw. heterozygot auxotrophen Stammen (vgl. Abbildung 8, Abbildung 9),
eine deutlich verldngerte Lebenspanne in den prototrophen Stammen (~ 20 Tage
bei prototrophen, ~ 14-18 Tage bei auxotrophen). In allen Stimmen war bis Tag 16
eine hohe Viabilitdt und damit relativ vergleichbare Anzahl an Kolonien/ml zu
verzeichnen. Die Mutante Angm! hatte wahrend des Experiments eine etwas gerin-
gere Viabilitdt und verlor diese zusétzlich rapide nach Tag 16, wahrend die anderen
Stamme weiterhin relativ stabil waren bzw. nur langsam an Viabilitdt verloren. Die
Klonogenizitéit der Doppelmutante Avhri /Angm1 erreichte erneut den héchsten

Wert im Vergleich zu den anderen Stdmmen.
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Zusammenfassend lasst sich daher feststellen, dass sich der Phanotyp der Doppel-
mutante Avhrl /Angml, wenn auch in der Auspriagung etwas variierend, sowohl
im kompetitiven als auch im nicht-kompetitiven Wettbewerb, im haploiden und
heterozygoten Zustand sowie im auxo- bzw. prototrophen Zustand durch eine er-
hohte Klonogenizitit manifestiert und dadurch einen Uberlebensvorteil innerhalb
der stationdren Phase bzw. bei einem, unter diesen Umsténden auftretenden, Nahr-

stoffmangel bietet.

4.2 Charakterisierung von VHRI1-, NQM1 -

Mutanten

4.2.1 Zuckerphosphatprofil von VHR1-, NQM1 - Mutanten

Die bisher relativ unerforschte Transaldolase NQM1 ist ein Paralog des im PPP ak-
tiven Enzyms Transaldolase 1 (TAL1) [122]. Da bereits bekannt ist, dass Deletionen
von PPP-Enzymen unter gewissen Umsténden ein charakteristisches metabolisches
Profil aufweisen [6, 8], sollte im Folgenden untersucht werden, ob sich haploide bzw.
ihre korrespondierenden diploid heterozygoten Avhri, Angml und Avhrl /Angm1 -
Mutanten ebenfalls durch ein charakteristisches PPP-Metabolitenverteilungsprofil
auszeichnen. Dadurch sollten spéter Riickschliisse iiber die Funktion bzw. funk-
tionelle Lokalisation von VHRI und NQM1 getroffen werden kénnen. Neben der
Analyse der PPP - assoziierten Zuckerphosphate wurden zusétzlich die glykoly-
tischen Zuckerphosphate quantifiziert. Die Zuckerphosphate wurden nach der in
Abschnitt 3.14/3.15 beschriebenen Methode extrahiert und quantifiziert. Die re-
sultierenden Konzentrationsverhéltnisse wurden als Relativkonzentrationen (Ratio
Mutante/Wildtyp) in Form einer Heatmap angegeben.

Die Quantifizierung der Zuckerphosphate aus Glycolyse und PPP ergab fiir die
VHR1-, NQM1 - Mutanten, im Vergleich zum Wildtyp, eine Vielzahl an verén-
derten Zuckerphosphatkonzentrationen (Abbildung 11). Im allgemeinen Vergleich
zwischen den haploiden und heterozygoten VHRI bzw. NQM1 - Mutanten fiel auf,
dass die Profile, bis auf wenige Ausnahmen, invertiert zu sein schienen, d.h. verrin-
gerte Konzentrationen im haploiden Genotyp zeigten sich als tendenziell erhohte

Konzentrationen im heterozygoten Zustand.
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haploide Stimme diploid, heterozygote Stimme
G6P/F6P 6PG G6P/F6P 6PG
Glucose —> l: _ . Glucose —> _ ..
l RISP / X5P l RISP / X5P
F1,6BP F1,6BP

DHAP G3P DHAP G3P
HEY — —il
1,3BPG 1,3BPG
2PG3PG 2PG/3PG
% vom Wt % vom Wt
- 180% .PEP . 145% .ﬁ).
100% l Deletionsstamm 100% l Deletionsstamm
P Avhrl/ Pyr hrl/
. . Avhrl| B Angml1 . Avhrl Angml i;q:nl
69% - 40%

Abbildung 11: Zuckerphosphatprofil von VHR1-, NQM1 - Mutanten. Die Zuckerphosphatprofi-
le von haploiden Wildtyp (BY4741), Awvhri, Angm! und Awvhri/Angml - Mutanten (linkes Bild) so-
wie die Verteilungsprofile der korrespondierenden diploid heterozygoten Mutanten (rechtes Bild) sind
dargstellt. Die Metabolitkonzentrationen wurden auf den Wildtyp normalisiert und durch Farbkodierung
wiedergegeben. Die Messung erfolgte in Triplikaten; Glucose-6-phosphat/Fructose-6-phosphat (G6P/F6P);
Fructose-1,6-Bisphosphat (F1,6BP); Glycerinaldehyd-3-phosphat (G3P); Dihydroxyacetonphosphat (DHAP); 1,3-
Bisphosphoglycerat (1,3BPG); 2-Phosphoglycerat/3-Phosphoglycerat (2PG/3PG); Phosphoenolpyruvat (PEP);
Pyruvat (Pyr); 6-Phosphogluconat (6PG); Ribulose-5-phosphat/Xylulose-5-phosphat (RI5P/X5P); Ribose-5-
phosphat (R5P); Sedoheptulose-7-phosphat (S7P); Erythrose-4-phosphat (E4P). Die Metaboliten S7P, EA4P,
1,3BPG wurden nicht quantifiziert und die Metaboliten G6P/F6P, 2PG/3PG, RISP/X5P wurden als Summe
quantifiziert.

Im Falle der haploiden Mutante Awvhril konnten fiir die Zuckerphosphate der
oberen Glycolyse (Glucose-6-phosphat /Fructose-6-phosphat (G6P/F6P), Fructose-
1,6-Bisphosphat (F1,6BP), Dihydroxyacetonphosphat (DHAP)) sowie der unte-
ren Glycolyse (Pyruvat (Pyr)) als auch fir die Zuckerphosphate des oxidativen
bzw. des nicht-oxidativen Teils des PPP (6-Phosphogluconat (6PG), Ribulose-5-
phosphat / Xylulose-5-phosphat (RI5P/X5P), Ribose-5-phosphat (R5P)), um bis zu
43% verringerte Konzentrationen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu wurden
fiir die zentralen bzw. unteren glykolytischen Zuckerphosphate (Glycerinaldehyd-3-
phosphat (G3P), 2-Phosphoglycerat /3-Phosphoglycerat (2PG/3PG), Phosphoenol-
pyruvat (PEP)) Konzentrationen festgestellt, die bis zu 65% tiber dem Wildtyplevel

lagen. Die haploide Mutante Angm1 zeigte ein relativ d&hnliches Profil, auch wenn
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die erhohte PEP-Konzentration der Avhrl - Mutante bei der Angml - Mutante
nicht beobachtet wurde. Das Zuckerphosphatprofil der haploiden Doppelmutante
Avhrl /Angm1 war weniger stark ausgepriagt und spiegelte zusammenfassend, bis
auf die leicht erhohte Konzentration an G3P, eher das Profil des Wildtyps wieder.
Die Profile der heterozygoten Mutanten waren im Vergleich zu den haploiden
prinzipiell verschieden, auch wenn das Profil der Mutante Avhri/Angmi1 +/-
weitestgehend erneut homolog zum Profil des Wildtyps war. Heterozygote De-
letionen von VHR1 oder NQM1 zeigten erhohte Konzentrationen bei den PPP-
Intermediaten 6PG, RI5P /X5P, R5P sowie bei G6P/F6P, welche bei der Doppelmu-
tante Avhrl /Angml1 +/- nicht auftraten. Dieser Phanotyp zeigte sich ebenfalls fiir die
Zuckerphosphate der unteren Glycolyse, bei denen die Profile von Avhr! /Angmi1 +/-
eher gegensétzlich zu den Profilen von VHR1 +/- oder NQM1 +/- waren, was bei-
spielsweise anhand des Metabolits PEP erkennbar war. Fiir einzelne Metaboliten
(DHAP /Pyruvat) konnte auch ein gegenlaufiger Trend beziiglich der Metabolitkon-
zentrationen in heterozygoten VHRI oder NQM1 - Mutanten identifiziert werden.
In diesen Féllen tendierte das Profil der heterozygoten Doppelmutante eher zum
Profil der Mutante Avhr! +/-.

Zusammenfassend lasst sich daher feststellen, dass sowohl haploide als auch hetero-
zygote Deletionen in VHR1 oder NQM1 die Konzentrationen der Zuckerphosphate
aus Glycolyse und PPP beeinflussen, und dass eine Doppeldeletion in VHR1 und
NQM1 diese Phanotypen im Trend teilweise widerspiegelt, in anderen Féllen jedoch
durchaus reziproke Konzentrationstrends zu den VHRI oder NQM1 - Mutanten
aufweisen kann. Uber die genaue Funktion bzw. funktionelle Lokalisation von VHRI
und NQM1 konnten anhand dieser Analyse noch keine definitiven Aussagen getroffen
werden. Anhand der Zuckerphosphatrofile kann jedoch angenommen werden, dass
Deletionen in VHR1 und NQM1 einen gewissen Einfluss auf die Intermediate des

zentralen Kohlenhydratstoffwechsels (Glycolyse/PPP) ausiiben.

4.2.2 Alditolprofile von VHR1-, NQM1 - Mutanten

Neben den Zuckerphosphaten wurden in den Mutanten zusétzlich die Polyole, speziell
die Alditole, quantifiziert. Als Polyole bezeichnet man eine Gruppe organischer
Verbindungen, welche sich durch das Vorhandensein mehrerer Hydroxylgruppen

(OH™) auszeichnet. Eine Untergruppe der Polyole, die Alditole, sind azyklische
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Polyole, welche sich strukturell als Reduktionsprodukte von Kohlenhydraten ableiten.
Sie werden umgangssprachlich auch als Zuckeralkohole bezeichnet. Die relative
Quantifizierung der Alditole innerhalb der Mutanten wurde nach der in Abschnitt
3.16 beschriebenen Methode durchgefithrt und zeigte weitere Auswirkungen der
VHR1 bzw. NQM1 - Deletionen (Abbildung 12).

haploide Mutanten
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Abbildung 12: Alditolprofil von VHR1-, NQM1 - Mutanten. Die Alditolprofile der haploiden Awvhri,
Angml, Avhrl /Angm1 - Mutanten (oberes Bild) sowie deren korrespondierende heterozygote Mutanten (unteres
Bild). Die Metabolitkonzentrationen wurden auf den Wildtyp (BY4741/BY4743) normalisiert und durch Farbko-
dierung wiedergegeben. Erhohte Konzentrationen (rot), verringerte Konzentrationen (blau) n=3.

Bei den haploiden Mutanten Avhrl, Angm1 und Avhrl /Angml wurde beobachtet,
dass die relativen Konzentrationen der Alditole im Vergleich zum Wildtyp, bis
auf wenige Ausnahmen, verringert waren. Die Alditolkonzentrationen variierten
dabei von leichten Verénderungen (~80% vom Wt-Level) bei Erythritol, Perseitol
und Sorbitol bis zu starken Verédnderungen (~30% vom Wt-Level) bei Arabitol,
Mannitol, Ribitol und Xylitol. Wahrend die Starke der Konzentrationsdnderun-
gen bei Mannitol und Xylitol fiir alle Mutanten relativ homogen war, zeigte sich
bei Arabitol und Ribitol, dass die geringen Alditollevel von Awvhri iiber Angmi
bis zur Avhrl /Angml1 - Mutante graduell anstiegen. Erhohte Level wurden fiir
alle Mutanten bei Sedoheptulose verzeichnet, wobei die hochste Konzentration

(~110% tiber Wt-Level), analog zur geringen Konzentration an Arabitol, bei der
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4.2 Charakterisierung von VHRI1-, NQM1 - Mutanten

Avhrl /Angml1 - Mutante beobachtet wurde. Fiir Avhr! konnten zuséitzlich leicht
erhdhte Threitolkonzentrationen nachgewiesen werden, wiahrend bei der Angm1- und
der Avhrl /Angm1 - Mutante gegenldufig verringerte Konzentrationen auftraten.

Bei den heterozygoten Mutanten waren die Konzentration der meisten Alditole
ebenfalls verringert. Im Speziellen zeigten sich bei Arabitol, Perseitol, Ribitol und
Threitol sowie vereinzelt (Avhr! - Mutante) bei Mannitol und Xylitol die geringsten
Konzentrationen (~15% vom Wt-Level). Ein gradueller Anstieg der Alditolkon-
zentration konnte von Avhrl tiber Angm1 bis zur Avhrl /Angml1 - Mutante bei
Erythritol und Xylitol beobachtet werden. Dabei verzeichnete die Avhr! /Angm1 -
Mutante die héchste Konzentration (~40% tiber Wt-Level). Bei Sedoheptulose
zeigte sich fiir die heterozygoten Einzelmutanten Avhr! und Angml ein dhnliches
Bild wie bei den haploiden Stdmmen. Die relative Konzentration von Sedoheptulose
war jedoch bei der heterozygoten Avhri! /Angmi - Doppelmutante geringer als im
haploiden Zustand. Die Konzentrationen waren nahezu vergleichbar zum Wildtyp.
Die Alditolprofile verdeutlichen, dass sich Deletionen von VHRI und NQM1 neben
den Zuckerphosphaten auch auf die relative Verteilung der Alditole auswirken kénnen.
Die Alditole waren bis auf wenige Ausnahmen in allen Stammen tendenziell geringer

konzentriert als im Wildtyp.

4.2.3 Nicht-fermentierbare Kohlenstoffquellen induzieren die

Expression von NQM1

Die Kristallstruktur von NQMI wurde im Jahr 2008 durch Huang et al. [122| cha-
rakterisiert. Parallel dazu wurde fir NQM1I die klassische Transaldolasenreaktion
der reversiblen Umsetzung von Sedoheptulose-7-phosphat und Glycerinaldehyd-3-
phosphat zu Erythrose-4-phosphat und Fructose-6-phosphat in vitro nachgewie-
sen. Im Gegensatz zur Transaldolase TAL1 zeigte NQM1 kein typisches Zucker-
phosphatverteilungsprofil, welches u.a. durch eine Akkumulation des Metabolits
Sedoheptulose-7-phosphat gekennzeichnet wire [6]. Dies deutete darauf hin, dass
NQ@M1 nicht direkt an der Funktion des PPP beteiligt ist. Auch wenn NQM1
prinzipiell in der Lage ist die typische Transaldolasereaktion zu katalysieren, ist
unter normalen Wachstumsbedingungen eine funktionelle Tallp ausreichend, um

die Funktion des PPP zu gewéhrleisten.

71
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Von Costenoble et al. [123] wurde bereits indirekt vermutet, dass die Funktion von
NQ@M1 womoglich unter anderen Wachstumsbedingungen relevant sei. Daraufhin
wurde mittels qRT-PCR untersucht, ob sich die mRNA Expression der beiden
Transaldolasen TALI und NQM]1, unter sich verdndernden Nahrstoffbedingungen,
ahnlich bzw. abweichend verhélt. Dazu wurden der Wildtyp sowie die Mutanten
Angm1 und Atall, analog zu der in Abschnitt 3.21 beschrieben Methode, in SC-
Glucose, SC-Galactose, SC-Ethanol und SC-Glycerol kultiviert.
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Abbildung 13: Induktion von NQM1 unter verschiedenen Kohlenstoffquellen. Die Expression von NQM1
und TAL! im Wildtyp (BY4741), Angm1 und Atall unter Verwendung verschiedener Kohlenstoffquellen (Glucose,
Galactose, Ethanol, Glycerol). Die Expression von NQM1 wird unter Galactose und bei nicht-fermentierbaren Koh-
lenstoffquellen (Ethanol, Glycerol) induziert. Die Expression von TAL! wird nur unter Ethanol leicht induziert. Die
qRT-PCR-Proben wurden in Fliissigmedium angezogen, welches mit den angegebenen Kohlenstoffquellen versetzt
war. Die Zellen wurden in der mid-log Phase (ODgoo = 0.8 - 1.0) geerntet. n=3, Fehler= + Stabw.

Eine Verschiebung der Zellen von fermentierbaren (Glucose, Galactose) auf nicht-
fermentierbare (gluconeogenetische; Ethanol, Glycerol) Kohlenstoffquellen fiihrte
im Wildtyp und der Mutante Atall zu einer graduell ansteigenden Induktion der
NQM1 - Expression (Abbildung 13). Die Expressionlevel stiegen dabei um das
30-fache an (Abbildung 13, Bild rechts/links). Die Expressionslevel von TALI waren
unter allen Wachstumsbedingungen relativ konstant. Nur bei Ethanol stieg die
Expression von TALI um das Zweifache an (Abbildung 13, Bildmitte). Interessan-
terweise wurde die NQM1 - Expression von einer TAL1 - Deletion und vice versa
die TAL1 - Expression von einer NQM1 - Deletion nicht beeintrachtigt (vgl. Atall
und Angml in Abbildung 13, mittleres- und rechtes Bild).

Durch diese Ergebnisse konnte bestétigt werden, dass die Expression von NQM1
bevorzugt unter anderen Wachstumsbedingungen, speziell bei nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen (Ethanol, Glycerol), induziert wird. Die Induktion von NQM1
war dabei unabhéngig von der An-/ bzw. Abwesenheit ihres PPP-Paralogs TALI,

bei welchem tendenziell keine Anderungen in der Expression unter dem Einfluss
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4.2 Charakterisierung von VHRI1-, NQM1 - Mutanten

der verschiedenen Kohlenstoffquellen zu verzeichnen waren (aufer einer moderat

gesteigerten Expression in SC-Ethanol).

4.2.4 Kalorierestriktion induziert die Expression von NQM1

Da die Transaldolase TALI im Normalzustand ein relativ hochaktives Enzym ist, deu-
ten die qRT-PCR Ergebnisse der Induktion von NQM1 unter nicht-fermentierbaren
Kohlenstoffquellen darauf hin, dass die Regulation der Expression von NQM1 nicht
von der Gesamtenzymaktivitdt der Transaldolase abhéngt, sondern dass NQM1
ein durch Glucose reprimiertes Gen darstellt. Daraufhin wurden die Effekte einer
Kalorierestriktion auf das Expressionslevel von TALI und NQM1 im Wildtyp,
der Mutante AngmI und Atall untersucht. Die Stamme wurden dazu, wie in
Abschnitt 3.21 beschrieben, variierenden Glucosekonzentrationen von 2%, 0.5%,
0.05% ausgesetzt.
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Abbildung 14: Induktion der NQM1 - Expression nach Kalorierestriktion. Die Expression von
NQM1 und TALI im Wildtyp (BY4741), Angml und Atall bei variierenden Glucosekonzentrationen
von 2%, 0.5% und 0.05%. Die Expression von NQM1 wird bei sinkender Glucosekonzentration stark induziert,
wahrend sich die TAL1 - Expression nur minimal erhéht. Die Kulturen wurden in SC + 2% Glucose vorkultiviert
und nach Erreichen der mid-log Phase (ODgpo = 0.8 - 1.0) in SC + 0.5% Glucose bzw. 0.05% Glucose tiberfiihrt
und fiir 1 h inkubiert, bevor die Proben fiir die qRT-PCR gesammelt wurden. n=3, Fehler = 4+ Stabw.

Bei einer Verringerung der Glucosekonzentration von 2% iiber 0.05% auf 0.05% zeigte
sich ein ~ 50-facher Anstieg der NQM1 - Expression im Wildtyp und der Mutante
Atall (Abbildung 14, Bild links/rechts). Im Gegensatz dazu waren die TALI -
Expressionslevel bei den verschiedenen Glucosekonzentrationen relativ konstant und
zeigten zudem keine Wirkung auf die Expressionslevel von NQM1. Dies deutete,

analog zur Kohlenstoffquellenabhéngigen Induktion von NQM1, darauf hin, dass
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die Expression von NQM1 unabhéngig von TAL1 reguliert ist, und dass nur NQM1

und nicht TAL1 durch Glucose in ihrer Expression reprimiert wird.

4.2.5 Induktion der NQM1 - Expression in Abhangigkeit von
VHR1

Im Ergebnis des Haploprofizienzscreens wurde eine Anreicherung der heterozygoten
VHR1/N@QM1 - Doppelmutante im kompetitiven Wettbewerb beobachtet. Da VHR1
fiir einen Transkriptionsfaktor codiert, wurde im néchsten Schritt untersucht, ob
und inwiefern sich VHR1 und NQM1 unter verschiedenen Wachstumsbedingun-
gen gegenseitig beeinflussen. Dazu wurden, analog zu den Abschnitten 4.2.3 und
4.2.4, qRT-PCR-Analysen vom Wildtypstamm (BY4741) und der Mutante Avhr1
unter dem Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen sowie unter Kalorierestriktion
durchgefiihrt.
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Abbildung 15: VHR1 - abhiéngige Induktion der NQM1 - Expression. Induktion von NQMI unter
nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen (obere Bilder) sowie unter Kalorierestriktion (untere Bilder) im Wild-
typ (BY4741) und der Mutante Avhri. Die Induktion von NQM1 ist aufgrund der VHRI - Deletion nicht vollstén-
dig reprimiert, aber stark reduziert. Die Kulturen fiir die qRT-PCR-Analyse wurden in Fliissigmedien angezogen,
welche mit den angegebenen Kohlenstoffquellen versetzt waren bzw. die angegebenen Glucosekonzentrationen bein-
halteten. Fiir die Analysen der Kohlenstoffquellen wurden die Zellen in der mid-log Phase (ODggo = 0.8 - 1.0)
geerntet. Fiir die Analysen zur Kalorierestriktion wurden die Kulturen in SC + 2% Glucose vorkultiviert und nach
Erreichen der mid-log Phase in SC + 0.5% Glucose bzw. 0.05% Glucose iiberfiihrt und fiir 1 h inkubiert, bevor die
Proben fiir die qRT-PCR gesammelt wurden. n=3, Fehler = + Stabw.

Uber qRT-PCR-Analysen konnte demonstriert werden, dass eine Deletion von VHR1
die Induktion von NQM1 unter verschiedenen Kohlenstoffquellen bzw. unter Kalo-
rierestriktion nicht vollstdndig reprimiert, aber auffillig stark reduziert (Abbildung
15; Expression von NQM1 ist auf ~ /4 des Wt-Levels reduziert). Das impliziert
zusatzlich, dass NQM1 nicht ausschliefslich durch VHRI reguliert ist. Mit grofer
Wahrscheinlichkeit sind noch andere Transkriptionsfaktoren an der Regulation von
NQM1 beteiligt.

Ausgehend von den bisherigen Ergebnissen lassen sich die Resultate der qRT-PCR-
Analysen in Hinblick auf die NQM1 - Expression wie folgt zusammenfassen: die
Expression von NQM1 wird unter nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen (Ethanol,

Glycerol) sowie unter Kalorierestriktion induziert. Die Induktion von NQM1 ist
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dabei unabhéngig von ihrem Paralog TALI, aber in ihrer Auspragung stark von
VHR1 abhéngig.

4.2.6 Osmotischer Stress induziert die Expression von NQM1

In fritheren Studien wurde bereits berichtet, dass die zellulire Antwort auf os-
motischen Stress liber die Gene HOGI-HOT1 vermittelt wird. Sie werden als
Hauptkomponenten der durch osmotischen Stress induzierten genregulatorischen
Antwort der Zelle gesehen und koénnen die Expression von NQM1 beeinflussen [124].
Durch Northern Blot - Analysen konnte in diesem Fall klar gezeigt werden, dass
NQM1 in Wildtypzellen unter hohen NaCl-Konzentrationen induziert wird, und
dass eine Deletion von HOG1 die NQM1 - Expression um bis zu 75% verringern
kann [124].

Um zu kléren, ob sich die genetische Interaktion von VHRI und NQMI1 durch
Anderungen im osmotische Potential beeinflussen lisst, wurde der Verlauf der
Osmolalitdt des Nahrmediums im nicht-kompetitiven Alterungsexperiment der
haploiden Stdmme (Abschnitt 4.1.4, Abbildung 8), nach der in Abschnitt 3.17

beschriebenen Methode, parallel dazu aufgezeichnet.
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Abbildung 16: Osmolalitétstrend bei chronologischem Altern. Die Osmolalitét wurde {iber die Methode
der Gefrierpunkterniedrigung in Triplikaten bestimmt. Die durchgezogene, horizontale graue Linie bei 233.75 mOs-
mol/kg gibt die Osmolalitidt des SC-Mediums an (hefefreies Medium). Alle abgebildeten Stamme zeigen eine hohe
Osmolalitdt zu Beginn des Experiments, welche iiber die Zeit unter den Nullwert des SC-Mediums sank und dann
bis zum Ende des Experiments relativ konstant blieb. Der Wildtyp (Wt) und die Mutante Angml! zeigten einen
dhnlichen Verlauf. Fiir die Doppelmutante Avhr! /Angm1 wurde der stiarkste und fiir die Mutante Avhri der
geringste Abfall der Osmolalitdt im Medium beobachtet. n=3, Fehler = + Stabw.
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Der Vergleichswert des SC-Mediums lag vor Zugabe der Kulturen bei 233.75 mOs-
mol/kg. Nachdem die Kulturen angeimpft wurden, stieg der Osmolalitatswert
innerhalb von 48 h in allen Stdmmen gleichméfig auf 300-320 mOsmol/kg, was ver-
mutlich auf die Freisetzung intrazellularer Metaboliten aufgrund des Absterbens von
Zellen zurtickzufiihren ist (Abbildung 16). Im weiteren Verlauf sank die Osmolalitét
gleichméfig bis zum Ende des Experiments. Hier kann spekuliert werden, ob die
Ursache dafiir ein Riickgang der Metabolitenkonzentration im Medium war, welche
als Nahrstoffe fiir die noch vitalen Hefezellen dienten. Da in diesem Zusammenhang
keine Quantifizierung der extrazellularen Metaboliten vorgenommen wurde, bleiben
diese Vermutungen vorerst spekulativ. Die Osmolalitdt verringerte sich im Medium
der Avhr1 /Angm1 - Doppelmutante schneller und im Endeffekt auch stérker als
bei den anderen Stammen. Die Avhr! - Mutante zeigte ein besonders langsames
Absinken der Osmolalitdt. Dabei dhnelte die Osmolalitéit stark der initialen Osmo-
lalitdt des hefefreien Mediums. Dies deutet auf metabolische Unterschiede zwischen
den Stdmmen hin, was auch durch die vorangegangenen Metabolitenanalysen ge-
stiitzt wurde. Fiir den Wildtyp und die Mutante Angm1 wurde ein relativ d&hnlicher
Osmolalitatstrend beobachtet.

Zusammengefasst zeigte der Osmolalititstrend bei allen Stdmmen keine allzu grofen
Abweichungen zur initialen Osmolalitét des hefefreien SC-Mediums, auch wenn es zwi-
schendurch zu leichten Schwankungen kam (Tag 10 bei Avhr! /Angm1, Tag 12 bei Wt
und Angm1). Aus diesem Grund kann spekuliert werden, dass die Anderungen des
osmotischen Potentials im Kulturmedium keinen direkten Einfluss auf die Leben-
spanne von Avhrl /Angml - Mutanten ausiiben.

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob sich fiir die Stdmme Wildtyp (BY4741),
Avhrl, Angml1 und Atall sichtbare Phanotypen bei Kontakt mit Salz-, Schwermetall-
und Osmostress auslosenden Reagenzien ergeben. Dazu wurden neben den Einzelmu-
tanten auch Doppel- bzw. Tripelmutanten von VHR1, NQM1, TAL1 im haploiden
sowie im diploid heterozygoten Zustand untersucht. Die Herstellung der Mutante
Avhrl /Angm1 erfolgte durch Integration eines NTC' - Markers aus pAG25 in den
NQM1 - Lokus der Mutante Avhri. Fir die Mutante Avhr! /Atall wurde ein
Hygromycin-Marker aus pAG32 in den TAL1 - Lokus der Mutante Avhrl inte-
griert, wahrend dieser fiir die Mutante Angm1 /Atall in den TALI - Lokus der
Mutante Angm1 integriert wurde (vgl. Abschnitte 2.8; 2.9; 3.9). Fiir die Tripel-
mutante Avhr! /Angml1 /Atall wurde zusétzlich ein Hygromycin-Marker in den
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TALI - Lokus der Mutante Avhr! /Angm1 integriert (vgl. Abschnitte 2.8; 2.9; 3.9).
Zur phanotypischen Analyse wurden sogenannte Tropftests angewandt. Dabei wird
die zu untersuchende Substanz in den angegebenen Konzentrationen dem SC-Agar
beigefiigt und die zu untersuchenden Stamme, ausgehend von einem ODggg = 2.0-3.0,

in einer Verdiinnungsreihe (1:5 Verd.) auf SC-Agar getropft.
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Abbildung 17: Salz-/Osmostresstests von haploiden VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz
von haploiden VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten bei Salz- (KCl, NaCl), Schwermetall- (MnClz) sowie osmoti-
schen Stress (Sorbitol). Die Stresstoleranz ist gegeniiber allen Substanzen weitestgehend homogen. Bei 1.5M KC1
zeigten die Mutanten Angm! und Atall eine minimal erhohte Resistenz, wobei die korrespondierende Doppelmu-
tante Angm1/Atall, wie auch die Tripelmutante Avhri /Angm1 /Atall sensitiver wurden. Bei 1.5M NaCl wirkten
die Mutanten Avhr! /Angm1 und Avhri /Atall leicht resistenter, wobei sich dieser Unterschied bei hoheren NaCl-
Konzentrationen nicht weiter auspréigte. Die Reaktionen auf MnCly und Sorbitol waren phinotypisch neutral.
Die Substanzen wurden in den angegebenen Konzentrationen dem SC-Agar beigefiigt und die Kulturen in einer
Verdiinnungsreihe aufgetragen.

Die Stresstoleranztests demonstrierten, dass die getesteten Substanzen zum Grofsteil
keinen signifikanten Einfluss auf die untersuchten haploiden Deletionsstamme hatten
(Abbildung 17). Nur bei einer Konzentration von 1.5 M KCI liefs sich eine schwache
Resistenz bei den Mutanten Angm! und Atall erkennen. Umgekehrt manifestierte
sich die Doppeldeletion der beiden Transaldolasen Angm1 /Atall sowie eine Tri-
peldeletion von Avhrl /Angml/Atall als gesteigerte Sensibilitat gegeniiber KCI.
Bei 1.5 M NaCl war ebenfalls eine minimal gesteigerte Resistenz von Avhrl, Angml,
Avhrl /Angm1 sowie Avhrl /Atall bei gleichzeitiger leichter Sensibilitat von Atall
und Angml /Atall erkennbar.
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Im diploid heterozygoten Zustand zeigte sich fiir die getesteten Substanzen kein
erkennbarer Phanotyp der Mutanten. Alle Mutanten zeigten ein zum Wildtyp
vergleichbares Wachstum (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Salz-/Osmostresstests von diploid heterozygoten VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten.
Stresstoleranz von diploid heterozygoten VHR1, NQM1, TAL! - Mutanten bei Salz- (KCl, NaCl), Schwermetall-
(MnCly) sowie osmotischen Stress (Sorbitol) wurde untersucht. Die Stresstoleranz ist gegeniiber allen Substanzen
weitestgehend homogen. Die Mutanten zeigten ein zum Wildtyp vergleichbares Wachstum. Die Substanzen wur-
den in den angegebenen Konzentrationen dem SC-Agar beigefiigt und die Kulturen in einer Verdiinnungsreihe
aufgetragen.

Die Stresstoleranztests mit verschiedenen Salz-, Schwermetall- sowie Osmostress
auslosenden Substanzen haben gezeigt, dass sowohl haploide als auch diploid hetero-
zygote VHRI1, NQM1, TALI1 - Mutanten phénotypisch weitestgehend unauffillig
waren (Abbildung 17/18). Stellenweise zeigten sich dennoch, wenn auch sehr schwach,
gesteigerte Resistenzen bzw. Sensibilitdten (vgl. Abbildung 17 bei 1.5 M KCI1 /
1.5 M NaCl). Die Stresstoleranztests mit haploiden bzw. diploid heterozygoten
Mutanten wurden zusétzlich unter Verwendung alternativer Kohlenstoffquellen
(Galactose, Ethanol, Glycerol) sowie mit stationdren Kulturen (3 Tage Priinku-
bation) durchgefiihrt. Im Ergebnis konnten keine Phédnotypen beobachtet werden,
die auf einen Einfluss der Kohlenstoffquelle bzw. auf eine verénderte Stresstoleranz
stationdrer Kulturen hinwiesen. Aus diesen Griinden und der eingangs angesprochen
Korrelation zu fritheren Studien [124] wurde weiterhin untersucht, ob der Kontakt mit

osmotisch wirksamen Substanzen prinzipiell zur Induktion der NQM1 - Expression
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fiihrt und ob diese Induktion ebenfalls, analog zur Induktion von NQM1 unter ver-
schiedenen Kohlenstoffquellen bzw. bei Kalorierestriktion, vom Transkriptionsfaktor
VHR1 abhéngig ist.

Dazu wurde die Expression von NQM1 iiber qRT-PCR-~Analysen im Wildtyp
(BY4741) und in der Mutante Avhr! nach Zugabe von 1.5 M NaCl bzw. 2 M Sorbitol
(bei mid-log Phase ODggg = 0.8 - 1.0) zeitlich verfolgt.

o o
> >
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< Avhrl < Avhrl
750 1
Z 600 &
=) g
> 400 ] S 5004
o o
Z. Z
£ a0 I 2 2501 .
= = =
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tinh (1.5 M NaCl) tin h (2 M Sorbitol)

Abbildung 19: Induktion von NQM1 unter Salz- bzw. osmotischem Stress. Expression von NQMI1 bei
Salz- bzw. osmotischen Stress im Vergleich zwischen Wildtyp (BY4741) und der Mutante Avhrl. Der zeitliche
Verlauf der NQM1 - Expression im Wildtyp und der Mutante Avhr! nach Zugabe von NaCl bzw. Sorbitol wurde
tiber den Zeitraum 0 h, 0.5 h, 1 h, 2 h verfolgt. Nach Zugabe von NaCl zeigten der Wildtyp und die Mutante Avhr1
eine ansteigende Expression von NQM1 (linkes Bild). Nach Zugabe von Sorbitol zeigte sich eine zeitlich frithere
Induktion der NQM1 - Expression als bei NaCl, jedoch war die Starke der Expression in der Mutante Avhr! gegen-
iiber dem Wildtyp verringert (rechtes Bild). Die Kulturen wurden in SC bis zu einem ODggp = 0.8 - 1.0 inkubiert,
bevor NaCl bzw. Sorbitol in den angegebenen Konzentrationen hinzugefiigt wurden. n=3, Fehler = 4+ Stabw.

gRT-PCR-Analysen bestétigten eindeutig, dass die Expression von NQM1 durch
Salz- bzw. osmotischen Stress induziert wird (Abbildung 19). Dabei zeigte sich, dass
die Induktion der NQM1 - Expression bei hoher NaCl-Konzentration sowohl im
Wildtyp als auch in der Mutante Avhrl graduell sehr stark anstieg und nach zwei
Stunden ein Maximum fand. Nach Zugabe von Sorbitol wurde die Expression von
NQM1 ebenfalls angeregt. Die Expression erreichte dabei bereits nach 30 Minuten ein
Maximum. Im weiteren Verlauf sank die Expression graduell ab. Zusétzlich fiel auf,
dass die Starke der Expression zwischen Wildtyp und der Mutante Avhr! variierte.
Obwohl sich beide Stdmme im zeitlichen Expressionsverlauf sehr d&hnelten, zeigte
sich bei einer Deletion von VHR1 eine verminderte NQM1 - Expression, analog zum
Phénotyp der NQM1 - Expression bei einer VHR1 - Deletion unter verschiedenen
Kohlenstoffquellen bzw. Kalorierestriktion (vgl. Abschnitt 4.2.5 Abbildung 15).

Damit lésst sich zusammenfassend sagen, dass die Expression von NQM1 bei Kontakt

zu osmotisch wirksamen bzw. Salzstress auslosenden Substanzen sehr stark induziert
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wird. Das Induktionsmuster war dabei spezifisch fiir den angelegten Stress (vgl.
Abbildung 19; gRT-PCR mit NaCl/Sorbitol) und zudem teilweise abhéngig von
der Présenz des Transkriptionsfaktors VHR1, dessen Deletion die Expression von
NQM1 zwar nicht vollstdndig reprimierte, jedoch ihre Starke massiv reduzierte
(Abbildung 19, qRT-PCR mit Sorbitol). Durch die graduelle Antwort unter NaCl-
Stress im Gegensatz zur weitaus schnelleren und starkeren NQM1I - Expression unter
Sorbitol-Stress wurde zudem deutlich, dass die Induktion von NQM1I bei Salzstress
moglicherweise nicht die primére zelluldre Antwort zur Bekdmpfung des Stresses
darstellt, sondern dass NQM1 erst als Folge dessen induziert wird und eventuell
andere, noch unbekannte Faktoren in der unmittelbaren zellularen Antwort auf
Salzstress eine wichtigere Rolle spielen. Im Falle von Sorbitol-Stress scheint die Rolle
von NQM1 weitaus wichtiger zu sein, da ihre Expression bereits nach 30 Minuten

ithren Maximalwert erreichte.

4.2.7 Oxidativer Stress induziert die Expression von NQM1

Es ist bekannt, dass zelluldr auftretender oxidativer Stress zu den natiirlichen Be-
gleiterscheinungen des Alterungsprozesses gehort [125-129]. Da im Allgemeinen die
zelluldre Toleranz gegeniiber Oxidanzien bzw. Reduktanzien als direkte Konsequenz
ihrer metabolischen Aktivitdt angesehen werden kann, wurden im Zuge der zuvor
beschriebenen Stresstoleranztests mit osmotisch wirksamen Substanzen ebenfalls
die Stresstoleranzen von Avhril, Angml und partiell auch von Atall - Mutanten
gegeniiber verschiedener Oxidanzien bzw. Reduktanzien untersucht. Aufgrund der
bisherigen Ergebnisse wurden dabei auch die Stresstoleranzen unter alternativen
Kohlenstoffquellen (Glucose, Galactose, Ethanol, Glycerol) sowie die Stresstoleranz
unter stationdren Bedingungen untersucht. Die folgenden Oxidanzien und Reduk-
tanzien wurden getestet: Cumolhydroperoxid (CHP), Wasserstoffperoxid (H20Os),
tert-Butylhydroperoxid (¢-BHP), Diamid, Menadion (Mena.), Dithiothreitol (DTT),
N-Acetyl-Cystein (NAC), Gluthation (reduziert, GSH). Die Ergebnisse sind im
Folgenden fiir die jeweilige Substanz parallel fiir die haploiden und diploid heterozy-
goten Stamme unter dem Einfluss wechselnder Kohlenstoffquellen dargestellt. Dabei
gilt zu beachten, dass die Kontrollplatten (ohne Oxidanzien/Reduktanzien) nicht
fiir jede Substanz erneut, sondern nur einmalig getropft wurden. Demnach sind

eventuell auftretende Phéanotypen, welche unabhéngig von den getesteten Substan-
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zen bestehen, konsistent bei allen Kontrollen sichtbar. Die auftretenden Phéanotypen
werden bei der Beschreibung des ersten Oxidanz angesprochen und im weiteren

Verlauf wird darauf nicht erneut eingegangen.
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Abbildung 20: CHP-Toleranz von VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz gegeniiber CHP
fiir die haploiden (a) und diploid heterozygoten (b) Einzel- bzw. multiplen Deletionsmutanten. a) Auf SC-Glucose
zeigten alle Mutanten eine Wildtyp-ahnliche Toleranz gegeniiber CHP. Auf SC-Galactose zeigte sich ein Wachstums-
defizit von Atall - Mutanten, jedoch war die Toleranz gegeniiber CHP bei allen Mutanten dhnlich zum Wildtyp.
Auf SC-Ethanol reagierte die Mutante Atall sensitiver gegeniiber CHP. Auf SC-Glycerol zeigte sich ein Wachs-
tumsdefizit von Doppeltransaldolasemutanten unabhingig von CHP. b) Bei den diploid heterozygoten Stammen
zeigte sich fiir den Wildtyp und die Mutante Avhrl eine leichte Sensibilitat gegentiber CHP auf SC-Glucose/-
Ethanol/-Glycerol. Den Medien wurden die angegeben Konzentrationen des Oxidanz hinzugefiigt. Eine UNK der
Stamme wurde in einer Verdiinnungsreihe auf die Platten getropft. n=3. Cumolhydroperoxid (CHP).
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Das aromatische, fettlosliche, synthetische Peroxid CHP erzeugt unter anderem
sehr reaktive Radikale (Alkoxy-Radikale), welche zu erhthter Mutagenitéit und
Zelltoxizitat fithren konnen [130,131]. Die Stresstoleranz der haploiden Mutanten
gegeniiber CHP war weitestgehend vergleichbar mit dem Wildtyp (Abbildung 20a).
Interessanterweise zeigte sich jedoch ein vom Oxidanz unabhéngiges Wachstums-
defizit von haploiden Atall - Mutanten auf SC-Galactose. Dabei war nicht nur
die Einzelmutante betroffen, sondern alle Mutanten bei denen TAL1 deletiert war
(Atall, Avhrl /Atall, Angm1 /Atall, Avhrl /Angml1/Atall). Dies deutet auf die
wichtige Funktion von TAL1 im PPP unter respirativen Bedingungen hin. Wei-
terhin war das Wachstum auf SC-Glycerol durch eine Doppeldeletion der beiden
Transaldolasen NQM1 und TALI stark beeintrachtigt, was vermuten lésst, dass
eine funktionelle Transaldolase, entweder TAL1 oder NQM1, fiir das Wachstum auf
SC-Glycerol essentiell zu sein scheint. Auf SC-Ethanol zeigte sich zudem eine leicht
erhohte Sensibilitat der Mutante Atall bei erhohten CHP-Konzentrationen.

Im diploid heterozygoten Zustand (Abbildung 20b) zeigten sich, bis auf die leich-
ten Sensibilitdten von Wildtyp und der Mutante Avhrl gegeniiber CHP auf SC-
Glucose/-Ethanol /-Glycerol, keine auffélligen Phénotypen. Die Wachstumsdefizite
der Mutanten Atall und Angm1 /Atall traten nicht auf.
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Abbildung 21: H,O2-Toleranz von VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz gegeniiber HoO fiir
die haploiden (a) und diploid heterozygoten (b) Einzel- und multiplen Deletionsmutanten. a) Auf SC-Glucose zeigte
die Mutante AngmI eine erhdhte Resistenz, wahrend die Mutanten Avhr! /Atall, Angm1 /Atall und besonders
die Tripelmutante Avhr!/Angml1/Atall eine erhohte Sensibilitiat aufwiesen. Auf SC-Galactose war die Toleranz
gegeniiber HoO2 unter Beachtung des generellen Wachstumsdefizits bei allen Mutanten &hnlich zum Wildtyp. Auf
SC-Ethanol zeigten alle Atall - Mutanten eine erhdhte Sensibilitdt gegeniiber HoO2. Auf SC-Glycerol glichen die
Mutanten dem Wildtyp. Die Doppeltransaldolasenmutante sowie die Tripelmutante zeigten jedoch im Vergleich
zum Wachstumsdefizit der Kontrolle und zu allen anderen Stimmen eine Resistenz gegeniiber H2O2. b) Bei den di-
ploid heterozygoten Stdmmen zeigte sich fiir die Mutanten Avhr! /Angm1 sowie fiir Avhrl /Atall eine gesteigerte
Resistenz gegeniiber HoOg auf SC-Glucose. Bei Galactose zeigte sich fiir Avhrl, Angm! und deren Doppeldele-
tion Avhrl/Angml eine erhohte Resistenz. Die Mutanten auf SC-Ethanol/-Glycerol zeigten eine zum Wildtyp
vergleichbare Ho O3 - Toleranz. Den Medien wurden die angegeben Konzentrationen des Oxidanz hinzugefiigt. Eine
UNK der Stdmme wurde in einer Verdiinnungsreihe auf die Platten getropft. n=3. Wasserstoffperoxid (H202).
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Die Reaktionen der Mutanten auf HyO, - Stress variierten im Vergleich zum CHP-
Stress. Besonders auffillig war, dass die Stdmme auf SC-Galactose/-Ethanol/-
Glycerol bereits bei relativ geringen H,O, - Konzentrationen deutliche Reaktionen
aufwiesen (Abbildung 21). Wéhrend die Reaktionen auf CHP phénotypisch wei-
testgehend unauffallig waren, traten unter HyOy - Stress deutliche Phénotypen
in Erscheinung. So zeigte sich auf SC-Glucose bei 3 mM H;O, fiir die haploide
Mutante Angm1 eine erhéhte Resistenz bei gleichzeitig erhohter Sensibilitat der Mu-
tanten Avhrl /Atall, Angm1 /Atall und Avhril /Angm1 /Atall (Abbildung 21a).
Die scheinbare Sensibilitat der Atall - Mutanten auf SC-Galactose kann auf das
verringerte Anfangswachstum zuriickgefithrt werden. Auf SC-Ethanol zeigten al-
le Atall - Mutanten bei 0.75 mM H,O, eine erhéhte Sensibilitat. Der Phanotyp
dhnelte sehr dem Wachstumsdefizit von Atall - Mutanten auf SC-Galactose. In
diesem Fall war er jedoch direkt auf HyO, zuriickzufiihren, da die SC-Ethanol Kon-
trollplatte keine Wachstumsdefizite aufwies. Auf SC-Glycerol zeigte sich, dass die
Doppeltransaldolasenmutante und die Tripelmutante im Vergleich zu den anderen
Stammen eine erhéhte Resistenz aufwiesen. Es zeichnete sich zwar ein verminderter
Wachstumsphéanotyp ab, der jedoch im Gegensatz zu den anderen Stammen bei
steigender HyO5 - Konzentration weitestgehend konstant blieb. Im diploid heterozy-
goten Zustand zeigte sich bei den Doppelmutanten Avhr! /Angm1 und Avhrl /Atall
auf SC-Glucose eine erhohte Resistenz gegeniiber HyOy (Abbildung 21b). Auf SC-
Galactose zeigte sich ein analoges Bild zu den haploiden Stammen auf SC-Galactose
und SC-Ethanol, wobei hier erneut (wie schon bei den haploiden Mutanten auf
SC-Ethanol) kein initialer Wachstumsdefizit zu verzeichnen war und der Phéno-
typ damit direkt auf die Wirkung von HyO, zuriickzufiihren ist. Fiir die diploid
heterozygoten Stamme traten auf SC-Ethanol/-Glycerol keine weiteren Phénotypen

auf.
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Abbildung 22: t-BHP-Toleranz von VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz gegeniiber t-BHP
fiir die haploiden (a) und diploid heterozygoten (b) Einzel- und multiplen Deletionsmutanten. a) Auf SC-Glucose
zeigte sich eine schwache Sensibilitdt der Mutanten Awvhrl, Atall und Angmi /Atall, wobei nur die Sensibilitit
der Mutante Avhrl noch bei héheren t-BHP-Konzentrationen erkennbar ist. Bei allen weiteren Kohlenstoffquellen
waren keine auffélligen Phéanotypen zu verzeichnen. b) Fiir die diploid heterozygoten Mutanten zeigte sich bei
allen ein zum Wildtyp vergleichbares Stresstoleranzverhalten. Den Medien wurden die angegeben Konzentrationen
des Oxidanz hinzugefiigt. Eine UNK der Stdmme wurde in einer Verdiinnungsreihe auf die Platten getropft. n=3,
tert-Butylhydroperoxid (¢-BHP).

Im Gegensatz zu dem fettloslichen CHP ist das synthetische Peroxid ¢-BHP was-
serloslich und dient ebenfalls als Modell fiir Alkylhydroperoxide [131]. Fiir das
Oxidanz t-BHP konnte bis auf eine schwache Sensibilitit von haploiden Awvhr! -
Mutanten auf SC-Glucose keine weiteren Phénotypen beobachtet werden. Generell

konnte jedoch erneut gezeigt werden, dass alle Stdmme inklusive Wildtyp, im Ver-

87



4 Ergebnisse

gleich zu SC-Glucose, auf alternativen Kohlenstoffquellen bereits bei geringeren
t-BHP-Konzentrationen sensitiver werden.

Die Stresstoleranztests mit der Thiolgruppen-oxidierenden Substanz Diamid zeigten
einen zum Peroxidstress abweichenden Phénotyp. Im haploiden Zustand waren
dabei besonders die Mutanten Awvhrl undAvhril /Angml1 auf SC-Glucose sen-
sitiv und sdmtliche durch eine TALI - Deletion beeintrachtigten Stdmme resi-
stenter gegeniiber Diamid (Abbildung 23a). Auf SC-Ethanol zeigte die Tripel-
mutante Avhrl /Angml /Atall eine leichte Resistenz. Ungeachtet der bereits fiir
CHP beschriebenen unabhéngigen Wachstumsdefizite bei einigen Stdmmen auf
SC-Galactose/-Glycerol gab es keine weiteren auffilligen Phénotypen auf den alter-
nativen Kohlenstoffquellen.

Im diploid heterozygoten Zustand zeigte sich auf SC-Glucose bei 1.4 mM Diamid
eine starke Sensibilitdt des Wildtyps und der Mutante Awvhrl bei gleichzeitig
erhohter Resistenz der anderen Mutanten gegeniiber Diamid (Abbildung 23b). Auf
SC-Glycerol war bei 1 mM Diamid eine leicht gesteigerte Resistenz der Mutante
Awvhrl sowie eine leicht erhohte Sensibilitét der Tripelmutante Avhr! /Angm1 /Atall

erkennbar.
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Abbildung 23: Diamid-Toleranz von VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz gegeniiber Dia-
mid fiir die haploiden (a) und diploid heterozygoten (b) Einzel- und multiplen Deletionsmutanten. a) Auf SC-
Glucose zeigten alle Atall - Mutanten eine erhohte Resistenz gegeniiber Diamid. Nur die Mutanten Avhr! und
Awvhrl/Angm1 waren sensitiver. Auf SC-Galactose war die Toleranz gegeniiber Diamid bei allen Mutanten dhnlich
zum Wildtyp. Auf SC-Ethanol reagierte die Tripelmutante Avhrl /Angm1/Atall mit leicht erhohter Resistenz.
Auf SC-Glycerol glichen die Mutanten ebenfalls dem Wildtyp. b) Fiir die diploid heterozygoten Stamme zeigte sich
fir den Wildtyp und die Mutante Awvhrl eine starke Sensibilitdt gegeniiber Diamid auf SC-Glucose, wihrend alle
weiteren Mutanten erhéhte Resistenzen aufwiesen. Auf SC-Glycerol zeigte sich eine leichte Resistenz der Mutante
Awvhrl sowie eine leichte Sensibilitdt der Tripelmutante. Den Medien wurden die angegeben Konzentrationen des
Oxidanz hinzugefiigt. Eine UNK der Stimme wurde in einer Verdiinnungsreihe auf die Platten getropft. n=3.
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Abbildung 24: Menadion-Toleranz von VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz gegeniiber
Menadion fiir die haploiden (a) und diploid heterozygoten (b) Einzel- und multiplen Deletionsmutanten. a) Auf SC-
Glucose/-Galactose zeigten die Mutanten Avhr! und Avhrl /Angm1 eine erhShte Resistenz, welche sich ebenfalls
noch in abgeschwichter Form auf SC-Ethanol erkennen lief. b) Fiir die diploid heterozygoten Stdmme zeigten sich
fur alle, aufer der Mutante Angm1/Atall, leicht erhohte Resistenzen gegeniiber Menadion auf SC-Glucose. Den
Medien wurden die angegeben Konzentrationen des Oxidanz hinzugefiigt. Eine UNK der Stimme wurde in einer
Verdiinnungsreihe auf die Platten getropft. n=3.

Im haploiden Zustand liefs sich hauptsédchlich fiir die Mutanten Awvhr! und
Awvhr1 /Angm1 ein gesteigerter Resistenzphéanotyp gegentiber dem Superoxid (Os™)-
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generierenden Oxidanz Menadion (2-Methyl-1,4-Naphtoquinon) erkennen, welcher
sowohl auf SC-Glucose als auch auf SC-Galactose und SC-Ethanol auftrat (Ab-
bildung 24a). Im diploiden heterozygoten Genotyp trat nur bei SC-Glucose fiir
alle Stamme aufser der Doppeltransaldolasenmutante Angm1 /Atall eine erhohte
Resistenz gegeniiber Menadion in Erscheinung (Abbildung 24b).

Die Stresstoleranztests wurden ebenfalls mit stationdren Kulturen durchgefiihrt.
Interessanterweise zeigte sich dabei von allen getesteten Oxidanzien einzig bei
Menadion ein sichtbarer Phénotyp, welcher analog zu den in Abbildung 24a gezeigten

Resistenzphénotypen auf SC-Glucose und SC-Ethanol war.

SC + 2% Glucose SC + 3% Ethanol
0.1% Glucose

Kontrolle
Kontrolle

0.025 mM Mena.
0.025 mM Mena.

0.05 mM Mena.
0.05 mM Mena.

0.1 mM Mena.
0.1 mM Mena.

Abbildung 25: Menadion-Toleranz von stationéren Kulturen. Stresstoleranz stationirer Kulturen (3 Tage
Préinkubation) von haploiden und diploid heterozygoten Avhr! und Angml! - Mutanten. Die haploiden Mutanten
Avhr! und Avhrl /Angml zeigten erhohte Stressresistenz gegeniiber Menadion auf SC-Glucose und SC-Ethanol.
Die diploid heterozygoten Stdmme zeigten eine zum Wildtyp vergleichbare Toleranz. n=3. Menadion (Mena.).

Der bereits zuvor beobachtete Resistenzphénotyp der haploiden Mutanten Avhrl
und Avhrl /Angm1 gegeniiber erhohten Menadionkonzentrationen manifestierte
sich ebenfalls bei stationdren Kulturen (Abbildung 25).

Neben den Effekten von oxidativem Stress wurden zusétzlich die Effekte von erhéh-
tem reduktiven Stress auf die Stresstoleranz von Avhrl, Angm1 und Atall - Mu-
tanten untersucht. Zur Induktion von intrazellularem reduktiven Stress wurden die
Substanzen Dithiotreitol (DTT), N-Acetylcystein (NAC) sowie reduziertes Glutathi-

on (GSH red.) in den angegebenen Konzentrationen eingesetzt.
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Abbildung 26: DTT-Toleranz von von VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz gegeniiber DTT
fiir die haploiden (a) und diploid heterozygoten (b) Einzel- und multiplen Deletionsmutanten. a) Auf SC-Glucose
und SC-Galactose zeigten alle Mutanten mit einer Avhr! - Deletion eine erhdhte Sensibilitat. b) Fiir die diploid
heterozygoten Stdmme ergaben zum Wildtyp vergleichbare Stresstoleranzen. Den Medien wurden die angegeben
Konzentrationen des Reduktanz hinzugefiigt. Eine UNK der Stimme wurde in einer Verdiinnungsreihe auf die
Platten getropft. n=3. Dithiothreitol (DTT).

Bei den Stresstests mit der Disulfid-reduzierenden Substanz DTT war besonders auf-
fallig, dass alle haploiden, durch eine VHR1 - Deletion affektierten Mutanten (Avhri,
Avhrl /Angml1, Avhrl /Atall, Avhrl /Angm1 /Atall), eine erhdhte Sensibilitéat ge-
geniiber hoheren DTT-Konzentrationen auf SC-Glucose und SC-Galactose aufwiesen,
wahrend es bei den diploid heterozygoten Stdmmen zu keinem auffalligen Phéno-
typ kam (Abbildung 26a/b). Dies deutet darauthin, dass der Transkriptionsfaktor
VHR1 in der Regulation der zelluldren Antwort auf speziell durch DTT-induzierten

reduktiven Stress eine wichtige Rolle spielt.
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Abbildung 27: NAC-Toleranz von von VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz gegeniiber
NAC fiir die haploiden (a) und diploid heterozygoten (b) Einzel- und multiplen Deletionsmutanten. a) Sowohl die
haploiden als auch diploid heterozygoten Stdmme (b) zeigten keine auffélligen Phanotypen bei Kontakt zu NAC
und damit eine zum Wildtyp vergleichbare Stresstoleranz. Den Medien wurden die angegebene Konzentration des
Reduktanz hinzugefiigt, welche gleichzeitig die hdchste, getestete Konzentration darstellt. Eine UNK der Stimme
wurde in einer Verdiinnungsreihe auf die Platten getropft. n=3. N-Acetylcystein (NAC).

NAC, ein Vorldufer der Glutathionsynthese, zeigte weder bei den haploiden, noch
bei den diploid heterozygoten Stammen auffillige Phéanotypen (Abbildung 27). Die

Stresstoleranz war bei allen Stammen und allen getesteten Kohlenstoffquellen analog

zum Wildtyp.
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Abbildung 28: GSH-Toleranz von von VHR1, NQM1, TAL1 - Mutanten. Stresstoleranz gegeniiber
reduziertem GSH fiir die haploiden (a) und diploid heterozygoten b) Einzel- und multiplen Deletionsmutanten.
a) Sowohl fiir die haploiden als auch diploid heterozygoten Mutanten (b) zeigten sich keine auffalligen Phanotypen
bei Kontakt zu GSH (red.) und damit eine zum Wildtyp vergleichbare Stresstoleranz. Den Medien wurden die
angegebene Konzentration des Reduktanz hinzugefiigt, welche gleichzeitig die hochste, getestete Konzentration
darstellt. Eine UNK der Stimme wurde in einer Verdiinnungsreihe auf die Platten getropft. n=3. Glutathion (GSH
red.).

Wie schon bei NAC zeigten sich bei reduziertem GSH weder bei den haploiden noch
bei den diploid heterozygoten Stédmmen auffillige Phianotypen (Abbildung 28). Die
Stresstoleranz war bei allen Staimmen und getesteten Kohlenstoffquellen analog zum
Wildtyp.

Um die hier aufgefiihrten Stresstoleranztests mit sowohl oxidativen als auch re-
duktiven Stress induzierenden Substanzen zusammenzufassen, lasst sich folgendes
festhalten: Es konnte gezeigt werden, dass sich die verschiedenen VHR1, NQM1
und TALI - Mutanten durch zahlreiche Resistenz- und Sensibilitdtsphénotypen
im haploiden bzw. diploid heterozygoten Genotyp auszeichneten. Die beobachteten
Phénotypen der Deletionsmutanten variierten dabei stark in Abhéngigkeit von der

getesteten Substanz, ihrer Konzentration und der zugrundeliegenden Kohlenstoff-
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quelle. Einerseits belegen sie damit die unterschiedliche Wirksamkeit der Oxidanzien
und Reduktanzien auf zelluldrer Ebene und andererseits, dass die Interaktion der
Gene VHRI1, NQM1 und TAL1 bei der zelluliren Abwehr von oxidativen bzw.
reduktiven Stress zur Wahrung der funktionellen Integritét eine wichtige, wenn auch
mechanistisch noch nicht vollsténdig aufgeklarte, Funktion erfiillt.

Um des Weiteren zu iiberpriifen, ob die Expression der Transaldolase NQM1 unter
oxidativen Stressbedingungen induziert wird und welche Rolle dabei der Transkrip-
tionsfaktor VHR1 einnimmt, wurde analog zu dem bereits demonstrierten Einfluss
von osmotischem Stress, die Expression von NQMI1 im Wildtyp und der Mutan-
te Avhrl nach Zugabe der Oxidanzien Menadion und H5Os untersucht. Dabei
wurden die Stdmme bis zur mid-log Phase (ODggy = 0.8 - 1.0) kultiviert, bevor
die Oxidanzien in den angegebenen Konzentrationen hinzugefiigt wurden. Nach
Zugabe der Oxidanzien wurden drei weitere Zeitpunkte (0.5 h, 1 h, 1.5 h nach der
Oxidanzienzugabe) zur Probenentnahme ausgewdhlt und die NQM1 - Expression
mittels qRT-PCR, wie in Abschnitt 3.21 beschrieben, bestimmt.
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Abbildung 29: Induktion der NQM1 - Expression bei oxidativen Stress. NQM1 - Expression unter dem
Einfluss von oxidativen Stress (induziert durch Menadion und H2O2) im Vergleich zwischen Wildtyp (BY4741)
und der Mutante Awvhrl iiber einen Zeitraum von 1.5 h. A) Unter dem Einfluss von 0.2 mM Menadion zeigte
sich eine graduell ansteigende NQM1 — Expression im Wildtyp und der Mutante Avhri, wobei die Expression
in der Mutante nach 1.5 h deutlich stirker als im Wildtyp war. B) Bei 2 mM H2Og2 zeigte sich ebenfalls eine
Induktion der NQM1 - Expression in Wildtyp und der Mutante Awvhril, wobei die beiden Stdmme zeitlich und in
ihrer Expressionsintensitat weitestgehend homolog waren. Generell ist die Induktion von NQM1 bei H2O2 weniger
stark als bei Menadion. Die Kulturen wurden in SC bis zur mid-log Phase inkubiert, bevor Menadion bzw. H2O2
hinzugefiigt wurde. n=3. Fehler = £+ Stabw.

Die qRT-PCR-Analysen bestétigten, dass die Expression von NQMI unter oxidativen
Stressbedingungen induziert wird (Abbildung 29). Dabei zeigte sich einerseits, dass
die Induktion von NQM1 sowohl bei Stress durch Menadion als auch durch H,O,

ausgelost wird und andererseits, dass die Induktion dabei unabhéngig von der Prasenz
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des Transkriptionsfaktors VHR1 erfolgt. Besonders im Fall von Menadion zeigte sich,
dass NQM1 bei vorliegender Deletion von VHR1 nach 1.5 h stéarker exprimiert wurde
als im Wildtyp (Wt ~ 25-fach, Mutante ~ 45-fach, vgl. Abbildung 29a), wahrend
die Expression von NQM1 bei HyOq - Stress beim Wildtyp und der Mutante Avhr!
gleichstark war (Abbildung 29b). Das generelle Expressionsmuster unter Menadion-
Stress dhnelt dem Muster unter NaCl-Stress (vgl. Abschnitt 4.2.6, Abbildung 19a),
wahrend das Expressionsmuster unter Hy O, - Stress, welches durch eine starke initiale
und im weiteren Verlauf absinkende Expression gekennzeichnet war, wiederum stark
an das Muster unter Sorbitol-Stress erinnert (vgl. Abschnitt 4.2.6, Abbildung 19b).
Auch wenn die Expressionsmuster unter oxidativen Stress denen des osmotischen
Stresses optisch dhnlich sind, ist die Induktion bei oxidativen Stress im Vergleich
zum osmotischem Stress bedeutend niedriger. Dennoch lésst sich, wie schon bei
osmotischen Stress, vermuten, dass die Funktion von NQM1 in der Stressabwehr sehr
abhéngig von der Stressquelle bzw. Substanz ist. Hier ist sie anscheinend wichtiger
bei der unmittelbaren Abwehr von HyO, - induziertem Zellstress, was durch die
im Vergleich zum Menadion-Stress schnellere Induktion der NQM1 - Expression
abzuleiten ist. Bei Menadion-Stress ldsst sich aufgrund der langsam ansteigenden
NQ@M]1 - Expression vermuten, dass die Funktion von NQM1I nicht fiir die initiale
Abwehr des oxidativen Stresses benotigt wird, sondern womoglich erst zeitlich

versetzt zur Wiederherstellung der zelluldren Funktionen erforderlich ist.

4.2.8 Zusammenfassung der Phanotypen von VHRI-,
NQM1 - Mutanten

Im zuriickliegenden Kapitel wurde demonstriert, dass eine Doppeldeletion der Gene
VHR1 und NQM1 zu einer Haploprofizienz sowohl innerhalb eines komplexen Wett-
bewerbs von chronologisch gealterten Doppelmutanten als auch in nicht-kompetitiver
Umgebung fiithrt. Die Haploprofizenz manifestierte sich sowohl im haploiden als auch
im diploid heterozygoten Genotyp unter stationdren Bedingungen phéanotypisch
als gesteigerte Klonogenizitit. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Trans-
aldolase NQM]1, ein Paralog der im PPP lokalisierten TAL1, in ihrer Expression
durch Glucose reprimiert wird und dass sie funktionell ein stressinduziertes Paralog
zu TAL1 darstellt. Dabei wird sie in ihrer Funktion von TALI unabhéngig reguliert

und scheint generell eine andere biochemische Funktion zu erfiillen als ihr Paralog
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TALI. Diese Vermutung ist in dem Umstand begriindet, dass eine Induktion der
NQM1 - Expression unter zahlreichen Bedingungen (alternative Kohlenstoffquellen,
Kalorierestriktion, Salz- bzw. osmotischer Stress, oxidativer Stress) nachgewiesen
wurde und dass die Expressionslevel dabei unabhéngig von TALI waren. Viel-
mehr konnte deutlich nachgewiesen werden, dass die vollstdndige Induktion der
NQ@M1 - Expression unter einigen Bedingungen (alternative Kohlenstoffquellen,
Kalorierestriktion) speziell vom Transkriptionsfaktor VHR1 abhéngig ist, da eine
Deletion von VHR1 in reduzierten NQM1 - Expressionsleveln resultierte. In ande-
ren Féllen (osmotischer Stress, oxidativer Stress) scheint VHR1 weniger Einfluss
auf die Induktion der NQM1 - Expression zu haben. Dies demonstriert, dass die
Regulation der Transaldolase NQM1 zum einen von weiteren Faktoren und zum
anderen sehr stark von der Art der auftretenden Stresses abhéngig ist. Obwohl
bisher relativ wenig tiber die Funktion der Gene VHRI1 und NQM1 bekannt war,
lasst sich zusétzlich zu den bereits beschriebenen induktiven NQM1 - Expressions-
bedingungen bzw. den zahlreichen Stresstoleranzphénotypen sowie anhand der stark
veranderten Zuckerphosphat- und Alditolprofile vermuten, dass NQM1 und VHRI
eine wichtige Rolle im zentralen Kohlenstoffstoffwechsel einnehmen und zuséatzlich

an verschiedenen Anpassungen bzw. Facetten des Alterns beteiligt sind.

4.3 Effekte von Storungen des
Kohlenhydratstoffwechsels auf den

intrazellularen Aminosaurepool

Aminoséduren zeichnen sich durch zahlreiche regulative Funktionen innerhalb des Zell-
und Energiestoffwechsels aus. Eine relativ ungekléarte Frage in diesem Zusammen-
hang ist, welche Effekte genetische Stérungen, die nicht direkt mit den grundlegenden
Aminosdurebiosynthesewegen interferieren, im Zusammenspiel mit verdnderten Um-
weltbedingungen auf die Verteilung des intrazelluliren Aminosdurepools haben.
Dazu wurde im Rahmen der vorliegenden Dissertation untersucht, welche Effekte
Deletionen von ausgewahlten primar glykolytischen bzw. PPP-assoziierten Stoff-
wechselenzymen in Kombination mit wechselnden Umweltbedingungen (verschiedene

Kohlenstoffquellen) auf die Verteilung der intrazelluldiren Aminoséuren haben.
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Dazu wurden der Wildtyp und alle ausgewéhlten Stoffwechselmutanten bis zur mid-
log Phase unter dem Einfluss von fermentierbaren (Glucose), respirativen (Galactose)
und gluconeogenetischen Kohlenstoffquellen (Ethanol) kultiviert und dabei sowohl
das Wachstumsverhalten aufgezeichnet als auch die relative Verteilung der intra-
zelluldren Aminosdurekonzentration bestimmt. Die Ergebnisse sollten aufzeigen,
inwiefern sich die genetischen Storungen in einer charakteristischen Aminosaurever-
teilung manifestieren und welche lokale bzw. globale Wirkung die Deletionen der

Stoffwechselenzyme dabei auf den Gesamtaminosaurespiegel haben.

4.3.1 Wachstumsverhalten von Stoffwechselmutanten

Zur Untersuchung der Effekte von Deletionen des primaren Kohlenhydratstoft-
wechsels (Glycolyse/PPP) wurden die in Abschnitt 2.4 Tabelle 9 aufgelisteten
Deletionsstamme verwendet. Dazu wurden die 20 Mutanten aus unserer Kopie der
MAT a - Deletionsbank ausgewihlt, deren Enzyme entweder direkt in der Glycolyse
lokalisiert sind bzw. durch ihre Funktion nahe an den glykolytischen Reaktionen
liegen. Die Glycolysemutanten Apgil, Atpil, Apgkl waren nicht lebensfahig und
wurden deshalb nicht beriicksichtigt. Unter den 20 untersuchten Glycolysemutanten
sind 10 Isoformen glykolytischer Gene vertreten: (Apgm2, Apgm3, Ahxzk2, Apfk26,
Apfk27, Atdh2, Atdh3, Agpm3, Apyk2, Apycl). Zur Analyse des PPP wurden 18 De-
letionsmutanten ausgewéhlt (vgl. Abschnitt 2.4 Tabelle 9). Der Deletionsstamm
Arkil war nicht lebensfahig und wurde aus diesem Grund nicht berticksichtigt.
Unter den 18 PPP-Mutanten waren neun Isozyme vertreten: Asol2, Asol3, Asoly,
Agnd2, Atkl2, Angml1, Aprs3, Aprss, Aprsd.

Die Wachstumskurven wurden, wie in Abschnitt 3.22 beschrieben, aufgezeichnet. Um
Nebeneffekte der Auxotrophie auszuschliefsen, wurden alle nachfolgend gezeigten
Experimente mit prototrophen Deletionsmutanten durchgefiihrt. Die Mutanten
wurden durch Aufnahme des Plasmids pHLUM (vgl. Abschnitt 2.9 Tabelle 15) zur
Prototrophie gebracht und anschliefend in SM kultiviert.
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Abbildung 30: Wachstumsverhalten von Glycolysemutanten.(Fortsetzung auf nichster Seite)
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(Fortsetzung von vorheriger Seite) Wachstumsverhalten von Glycolysemutanten unter dem Einfluss von ver-
schiedenen Umweltbedingungen, simuliert durch die Kohlenstoffquellen Glucose, Galactose, Ethanol. Das Wachs-
tum auf SM-Glucose und SM-Galactose ist weitestgehend analog mit deutlich erkennbaren Abschnitt der lag- (An-
lauf), log- (exponentiellen) und stationdren Phase. Unter SM-Ethanol ist die stationire Phase am schnellsten
erreicht. Die Apgm2 - Mutante zeigte ein deutliches Wachstumsdefizit unter SM-Galactose. Alle Mutanten wurden
tiber Nacht in SM, unter Zugabe der entsprechenden Kohlenstoffquelle vorkultiviert und zu Beginn des Experiments
in frischem Medium aufgenommen. Das Wachstum wurde in einen Plattenlesegerat iiber 50 h aufgezeichnet. Der
Median sowie die mittlere Standardabweichung sind dargestellt. n=4.

Das Wachstumsverhalten des Wildtyps und der Mutanten war gekennzeichnet
durch eine Anlaufphase (lag-Phase), welche im weiteren Verlauf in die exponentielle
Wachstumsphase (log-Phase) iiberging (Abbildung 30). Diese wies unter SM-Ethanol
allgemein eine geringe Steigung auf. Am Ende der exponentiellen Phase traten die
Mutanten in die stationdre Wachstumsphase ein (stat.-Phase), welche durch keine
weitere Zunahme der optischen Dichte gekennzeichnet war und damit die maximale
Populationsdichte darstellt. Die relativen Wachstumsraten der Mutanten wurden

bestimmt und in Tabelle 22 aufgelistet.

Tabelle 22: Relative Wachstumsraten von Glycolysemutanten

Mutante SM-Glucose SM-Galactose SM-Ethanol
Apgm1 0.98 0.95 0.98
Apgm?2 0.93 0.11 *** 0.92 **
Apgm3 1.06 * 1.07 *** 1.18
Aglk1 0.98 0.93 0.97
Ahzk1 1.07 1.05 *** 1.03
Ahxk?2 0.97 1.01 1.15
Apfkl 0.82 *** 0.88 *** 0.92 *
Apfk26 0.94 0.88 ** 1.13 *
Apfk27 0.91 *** 0.99 0.92 **
Afbpl 0.95 0.98 * 1.04
Atdht 0.99 1.03 1.10
Atdh2 0.97 0.99 0.96
Atdh3 0.94 ** 0.98 0.94 *
Agpm?2 0.94 0.92 1.07
Agpm3 0.99 0.98 1.01
Aenol 1.04 0.98 1.05
Apyk2 0.88 *** 1.00 0.91 **
Apckl 1.07 1.08 1.09
Apycl 0.81 *** 1.05 0.76 ***
Apyc? 1.00 0.97 1.03

Signifikanzintervalle nach Student’s t-Test (p < 0.05 = *, p < 0.01 = ** p < 0.001 = ***)
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Bei den Mutanten Apgm1, Aglkl, Ahxk2, Atdhl, Atdh2, Agpm2, Agpms3, Aenol,
Apckl und Apyc2 ergaben sich zum Wildtyp vergleichbare Wachstumsraten mit
durchschnittlich max. 10% Abweichungen (Tabelle 22). Spezifisch nur bei einer
Kohlenstoftquelle verringerte bzw. erhohte Wachstumsraten fanden sich bei den
Mutanten Afbp! (Galactose, verringert), Ahzkl (Galactose, erhoht) und Ahzk2
(Ethanol, erhoht). Die {ibrigen Mutanten wiesen groftenteils bei ein bis zwei Koh-
lenstoffquellen (Glucose/Galactose bzw. Glucose/Ethanol bzw. Galactose/Ethanol)
signifikant verringerte Wachstumsraten auf. Eine zum Wildtyp abweichende Wachs-
tumsrate unter Glucose und Galactose fand sich nur bei der Mutante Apgm3 (beides
erhoht). Unter Glucose und Ethanol traten bei den Mutanten Apfk27, Atdh3,
Apyk2, Apycl, im Vergleich zum Wildtyp, verringerte Wachstumsraten auf. Unter
Galactose und Ethanol zeigten die Mutanten Apgm2 (Galactose, stark verringert)
und Apfk26 (Ethanol, erhoht) signifikant vom Wildtyp abweichende Wachstumsra-
ten. Besonders auffillig war dabei das signifikante Wachstumsdefizit von Apgm2
unter SM-Galactose. Die Mutante Apfkl wies als einzige sowohl bei allen drei

Kohlenstoffquellen verringerte Wachstumsraten auf.
Die Wachstumskurven bzw. relativen Wachstumsraten von Gendeletion des PPP

wurden analog zu der fiir die glykolytischen Mutanten beschriebenen Methode

aufgenommen.
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Abbildung 31: Wachstumsverhalten von PPP-Mutanten.(Fortsetzung auf nichster Seite)
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(Fortsetzung von vorheriger Seite) Wachstumsverhalten von PPP-Mutanten unter wechselnden Umweltbe-
dingungen, simuliert durch die Kohlenstoffquellen Glucose, Galactose, Ethanol. Der Grofsteil der Stamme zeigte
ein zum Wildtyp vergleichbares Wachstumsverhalten unter allen drei Kohlenstoffquellen. Das Wachstum auf SM-
Glucose und SM-Galactose war weitestgehend analog mit deutlich erkennbaren Abschnitt der lag- (Anlauf), log-
(exponentiellen) und stationdren Phase. Auf SM-Ethanol traten die drei Phasen ebenfalls auf, jedoch war die
stationdre Phase deutlich schneller erreicht. Die Mutanten Agnd1, Atkll, Arpel sowie Aprs3 zeigten teilweise ver-
dndertes Wachstum unter SM-Glucose, SM-Galactose oder beiden Kohlenstoffquellen. Alle Stdmme wurden tiber
Nacht in SM, unter Zugabe der entsprechenden Kohlenstoffquelle, vorkultiviert und zu Beginn des Experiments
in frischem Medium aufgenommen. Das Wachstum wurde in einen Plattenlesegerat iiber 50 h aufgezeichnet. Der
Median sowie die mittlere Standardabweichung sind dargestellt. n—=4.

Die relativen Wachstumsraten der PPP-Mutanten wurden bestimmt und in Tabelle

23 aufgelistet.

Tabelle 23: Relative Wachstumsraten von PPP-Mutanten

Mutante SM-Glucose SM-Galactose SM-Ethanol
Asoll 0.96 1.02 0.89 *
Asol2 0.97 0.95 0.82 ***
Asol3 0.99 0.95 1.09 *
Asol) 0.97 0.97 1.04
Agndl 0.47 *** 0.69 ** 0.90
Agnd2 0.96 1.04 0.92 ***
Atkl1 0.29 *** 0.66 *** 0.80 **
Atkl2 1.00 1.01 1.01
Ashb17 0.97 0.98 0.92 **
Atall 0.91 *** 0.90 * 0.95
Arpel 0.96 0.75 ** 0.85 ***
Arbk1 0.97 0.98 0.87 ***
Aprs2 1.03 1.03 0.93 *
Aprs3 0.59 *** 0.52 *#* 0.55 *#*
Aprs/ 1.00 1.04 0.98
Aprsd 0.92 *** 0.99 1.08
Azwf1 0.74 ** 0.78 ** 0.95

Signifikanzintervalle nach Student’s t-Test (p < 0.05 = *, p < 0.01 = ** p < 0.001 = ***)

Die Wachstumsrate der Mutante Angm! konnte nicht bestimmt werden, da nur eines
der Quadruplikate auswertbar war. Aus Tabelle 23 ergeben sich fiir die Mutanten
Asoly, Atkl2, Aprs/ unter allen drei Kohlenstoffquellen zum Wildtyp vergleichbare
Wachstumsraten (Abweichungen im Durchschnitt max. 5%). Spezifisch nur bei
einer Kohlenstoffquelle verringerte bzw. erh6hte Wachstumsraten fanden sich bei
den Mutanten Asol! (Ethanol, verringert), Asol2 (Ethanol, verringert), Asol3
(Ethanol, erhoht), Agnd2 (Ethanol, verringert), Ashb17 (Ethanol, verringert),
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Arbk1 (Ethanol, verringert), Aprs2 (Ethanol, verringert) sowie fiir Aprss (Glucose,
verringert). Die iibrigen Mutanten wiesen groftenteils unter ein bis zwei Kohlen-
stoffquellen (Glucose/Galactose bzw. Glucose/Ethanol bzw. Galactose/Ethanol)
signifikant verringerte Wachstumsraten auf. Zum Wildtyp abweichende und verrin-
gerte Wachstumsraten unter Glucose und Galactose fanden sich fiir die Mutanten
Agndl, Atall und Azwfl. Unter Galactose und Ethanol zeigte nur die Mutante
Arpel (beide verringert) signifikant vom Wildtyp abweichende Wachstumsraten.
Die Mutanten Atkll und Aprs3 wiesen als einzige sowohl unter Glucose, Galactose
und Ethanol signifikant verringerte Wachstumsraten auf, wobei die Rate bei Atkl1

unter Glucose am starksten signifikant reduziert war.

4.3.2 Aminosaureverteilungsprofil von Stoffwechselmutanten

Zu Beginn des Kapitels wurde bereits erwahnt, dass neben den Wachstumsprofi-
len auch die Verteilung der intrazellularen Aminoséduren in Glycolyse- und PPP-
Mutanten unter verschiedenen Kohlenstoffquellen (Glucose, Galactose, Ethanol)
bestimmt wurde. Dies sollte zum einen aufzeigen, inwiefern die Stoffwechselmutanten
den zelluldren Pool an freien proteinogenen Aminosduren beeinflussen (lokal bzw.
global) und ob die spezifischen Verteilungsprofile bei einer Deletion an der jeweiligen
Stelle im Stoffwechselweg einer gewissen Logik folgen bzw. ob die Auswirkung der
Deletion ein zu erwartendes oder ein komplett iiberraschendes Profil hervorruft.
Dadurch kénnten regulatorische Zusammenhénge einzelner Stoffwechselenzyme auf
die Gesamtverteilung der Aminosduren aufgedeckt werden. Ein weiteres Ziel bestand
darin, zu zeigen, welche Aminosduren am stéarksten in ihrer Konzentration durch
Deletionen in den beiden Stoffwechselwegen Glycolyse und PPP beeinflusst werden.
Zudem ist es durch die parallele Analyse der Aminosédureprofile unter verschiede-
nen Umweltbedingungen in Kombination mit genetischen Perturbationen moglich,
spezifisch gemeinsame bzw. gegenldufige Korrelationscluster einzelner Aminoséure-
gruppen aufzudecken und gleichzeitig deren Dynamik bzw. Konstanz unter den drei
Kohlenstoffquellen zu demonstrieren.

Zur Analyse der Aminoséureprofile wurden die prototrophen Deletionsmutanten in
SM-Glucose, SM-Galactose oder SM-Ethanol kultiviert und die Aminoséduren im
Anschluss, wie in Abschnitt 3.23 beschrieben, extrahiert. Die Quantifizierung der

Aminosauren erfolgte nach der in Abschnitt 3.24 beschriebenen Methode. Die so
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gewonnenen Konzentrationsdaten wurden mit der Methode von Dieterle et al. norma-
lisiert [132]. Im Folgenden werden die Aminoséureverteilungsprofile fiir die Glycolyse-
bzw. PPP-Mutanten fiir die drei Bedingungen (SM-Glucose, SM-Galactose, SM-
Ethanol) der Reihe nach detailliert besprochen und abschliefend zusammenfassend

verglichen.

4.3.2.1 Aminosaureprofil von Glycolyse-/ PPP-Mutanten in SM-Glucose

Im Folgenden sind die Aminosdureverteilungsprofile von Glycolyse- und PPP-
Mutanten nach Kultivierung in synthetischem Glucoseminimalmedium (SM-Glucose)
aufgezeigt. Die relativen Konzentrationen (Quotient aus Mutante und Wildtyp)
wurden dazu zuvor log2-transformiert, um die Abweichungen zum Wildtyp zu ver-
deutlichen. Die signifikanten Anderungen nach Student’s t-Test wurden zusitzlich
abgebildet. Die Aminoséure Cystein ist kein Bestandteil der nachfolgenden Analysen,

da diese aufgrund von Degradierungsprozessen nicht quantifiziert werden konnte.
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Aminosiureverteilungsprofile von Glycolysemutanten in SM-Glucose

* | ]
Agpm?2
Apfk26

Apgm3
Ahxk2

Atdh2
Atdhl
L | Afbpl
[ | || Apfk27
[ Jos [ [ Apgm?2
[ o - Apgm 1

Atdh3
. >1.5 Apckl
Ahxkl
Apfkl

Aenol
Aglkl
& Agpm3

Apye2

[
logz( o )

Leu
Tyr
Trp
Phe
Ile
Val
Met
Arg
Ala
Lys
Asp
Thr
Gly
Gln
Pro
Ser
His
Glu
Asn

- Apyel
| L Agpm?2
Apfk26

Apgm3
Ahxk2

Atdh2

Signifikanz i: E i}tgg

T-p<0.001 ok Apfk27

B p <001 * Apgm?
[ ]p<0.05* Apgm 1
n.s

C s 5
I »<00s | W Apyk
B o <001 | || Atdh3
Il » <0.001 *** Apckl

Ahxk]
|| Apfkl
Aenol
Aglkl
Agpm3
Apye2

H o> E o = w32

- =@

ECOELRED <

=

=
= <<

Leu
Tyr

&

Phe

@
>
=

Val
Asp

o
=

Abbildung 32: Aminosiureverteilungsprofil von Glycolysemutanten in SM-Glucose. Aminosaurever-
teilungsprofil von 20 Glycolysemutanten. Obere Heatmap: Die relativen Konzentrationen (als log2 (Ratio Mutan-
te/Wildtyp)) sind als Heatmap dargestellt, wobei das Wildtyplevel (weif8), erhdhte Konzentrationen (rot), verrin-
gerte Konzentrationen (blau) farblich gekennzeichnet sind. Untere Heatmap: Die Signifikanzintervalle nach Stu-
dent’s t-Test (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 ***) verdeutlichen die signifikant vom Wildtyp abweichenden
Konzentrationen. n=4; Leu (Leucin), Tyr (Tyrosin), Trp (Tryptophan), Phe (Phenylalanin), Ile (Isoleucin), Val
(Valin), Met (Methionin), Arg (Arginin), Ala (Alanin), Lys (Lysin), Asp (Aspartat), Thr (Threonin), Gly (Glycin),
Gln (Glutamin), Pro (Prolin), Ser (Serin), His (Histidin), Glu (Glutamin), Asn (Asparagin).

Die in Abbildung 32 dargestellten Heatmaps lassen folgende Aussagen zu: Die

maximalen Verdnderungen in der Konzentration betrugen im Allgemeinen nicht
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mehr als 1-fach (log2) der Konzentration des Wildtyps. Nur die Mutante Apycl wies
Konzentrationsveranderungen bis tiber 1.3-fach (log2) auf. Der Grofteil der beob-
achteten verdnderten Aminosdurekonzentrationen war nicht signifikant verschieden
zur Wildtypkonzentration. Abbildung 33 fasst die Anzahl und Art der signifikanten
Anderungen, ausgehend von Abbildung 32, spezifisch fiir jede Deletionsmutante

ubersichtlich zusammen.

a) Ubersicht der signifikanten Anderungen in der jeweiligen Deletionsmutante
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Abbildung 33: Signifikant veréinderte Aminosiduren von Glycolysemutanten in SM-Glucose. a) Die
Mutanten wurden entsprechend der Anzahl ihrer signifikant verdnderten Aminosduren gruppiert und die spezifisch
veranderten Aminosduren wurden, relativ zum Wildtyp, farblich gekennzeichnet. Wildtyp (wei8), Signifikant erhdh-
te Konzentrationen (rot), Signifikant verringerte Konzentrationen (blau). b) Prozentuale Verteilung der signifikant
veranderten Aminosduren {iber alle Mutanten. Student’s t-Test (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 ***).
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Aus Abbildung 33a wird die hierarchische Abfolge der Deletionsmutanten ent-
sprechend ihrer Anzahl an signifikanten Aminoséurekonzentrationsverdnderungen
deutlich. So zeigten die Mutanten Apycl (12), Agpm2, Apyc2 (jeweils 8) und
Apyk2 (7) und Atdhl (6) unter dem Einfluss von Glucose die meisten in ihrer
Konzentration verédnderten Aminoséuren. Es folgen die Mutanten, bei denen weniger
als 1/4 der 19 untersuchten Aminosdurenkonzentrationen verédndert waren, d.h. es
traten bei maximal 1-4 Aminoséduren signifikant verdnderte Konzentrationen auf.
Diese Gruppe umfasst die Mutanten Afop1 (4), Apfk26 (3), Atdh3 (3), Ahak2 (2),
Aglk1 (2), Apfk1 (2). Fiir die Gruppe bestehend aus den Mutanten Apgm1, Apgm2,
Agpm3, Aenol, Apckl und Ahzkl trat nur eine verdnderte Aminosdurekonzentarti-
on auf. Die Mutanten Apgm3, Atdh2, Apfk27 zeigten keine signifikant verédnderten
Konzentrationen.

Aus Abbildung 33b wird erkennbar, welche Aminosduren prozentual tiber alle Mu-
tanten betrachtet am héufigsten von Konzentrationsidnderungen betroffen waren.
So zeigten 30% der Mutanten erhohte Konzentrationen von Glutamat (Glu), 20%
von Asparagin (Asn) sowie jeweils 17% von Alanin (Ala) und Glycin (Gly). Jeweils
10% der Mutanten zeigten erhohte Konzentrationen von Lysin (Lys), Arginin (Arg),
Phenylalanin (Phe), Serin (Ser) und Threonin (Thr) an und jeweils 5% der Mutanten
wiesen erhohte Konzentrationen von Prolin (Pro), Glutamin (Gln), Tryptophan
(Trp), Tyrosin (Tyr), Aspartat (Asp), Histidin (His), Methionin (Met) und Leucin
(Leu) auf. Die am h#ufigsten von negativen Anderungen (verringerte Konzentra-
tionen) betroffenen Aminoséuren in den Mutanten waren Isoleucin (Ile) bei 25%
der Mutanten sowie Leucin (Leu) und Valin (Val) bei jeweils 15% der Mutanten.
Zusitzlich zeigten jeweils 10% der Mutanten verringerte Konzentrationen von Glu,
Lys und Arg und weitere 5% der Mutanten jeweils verringerte Konzentrationen
an Asn, Ala, Gly, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr, Asp, His und Met. Daraus ergibt sich,
dass die Mutanten insgesamt am héufigsten von Konzentrationsanderungen fiir die
Aminosauren Glutamat, Asparagin und Isoleucin betroffen waren.

Im néchsten Schritt kann man die Aminosduren entsprechend ihres metabolischen
Vorlaufermetaboliten, d.h. des Metaboliten, der das primére Kohlenstoffgeriist der
spateren Aminoséure bereitstellt, gruppieren, um eventuelle Trends der Vorldufer-
cluster zu erkennen. In Abbildung 34 sind die Aminosduren entsprechend ihres

gemeinsamen metabolischen Vorlaufers gruppiert.
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Asparagin
Oxalacetat —> Aspartat Methlopm . R5P —— Histidin
Threonin —> Isoleucin
Lysin
Alanin Glutamin
Pyruvat % Valin o - KG —> Glutamat Prolin
Leucin Arginin
Tyrosin '
PEP + E4P % Phenylalanin —> Tyrosin 3-PG——> Serin Glycin
Tryptophan Cystein

Abbildung 34: Vorlidufermetaboliten von Aminosduren. Die metabolischen Vorldufer der proteinogenen
Aminoséduren sind dargestellt. Die Vorldufer sind Metaboliten aus den Stoffwechselwegen Glycolyse (Pyruvat, Phos-
phoenolpyruvat (PEP), 3-Phosphoglycerat (3-PG)), PPP (Erythrose-4-phosphat (E4P), Ribose-5-phosphat (R5P))
und Citratzyklus (Oxalacetat, a-Ketoglutarat (a-KG)).

Die Mutanten, welche generell die hiufigsten Anderungen aufwiesen (Apycl, Agpm2,
Apyc?2, Apyk2), zeigten dabei die meisten Konzentrationsinderungen in den Amino-
sduren der Vorlaufercluster ausgehend von Pyruvat, 3-Phosphoglycerat, Oxalacetat
sowie a-Ketoglutarat. Im Speziellen liefs sich bei der Apycl - Mutante erkennen,
dass besonders die Aminosduren der Vorlaufercluster Pyruvat (Leu), a-Ketoglutarat
(Arg, Pro) und zudem die aromatischen Aminoséuren (Trp, Tyr, Phe) aus dem
Phosphoenolpyruvat + Erythrose-4-phosphat-Cluster leicht erhéhte Konzentratio-
nen zeigten. Reziprok dazu verhielten sich die Aminosdurekonzentrationen, welche
aus den Metaboliten Oxalacetat (Lys, Asp, Thr, Asn) und 3-Phosphoglycerat (Ser,
Gly) hervorgehen. Die Mutante Agpm2 wies fiir einzelne Vertreter der Vorldufer
Oxalacetat (Thr, Asn), a-Ketoglutarat (Pro) und 3-Phosphoglycerat (Gly) erhéhte
Konzentrationen auf und zeigte fiir andere Vertreter aus denselben Vorlauferclustern
(Arg, Lys, Glu) sowie fiir His (aus Ribulose-5-phosphat) verringerte Konzentra-
tionen. Die Mutante Apyc2 verhielt sich analog zur Agpm?2 - Mutante und wies
erhohte Konzentrationen fiir Vertreter aus den Vorlduferclustern Oxalacetat (Asn),
a-Ketoglutarat (Glu), 3-Phosphoglycerat (Gly) und zudem Pyruvat (Ala) auf. Ver-
ringerte Konzentrationen betrafen die Aminoséduren Leu und Val aus dem Pyruvat-
sowie Ile und Met aus dem Oxalacetatcluster. Fiir die Mutante Apyk2 ergaben sich
erhohte Konzentrationen fiir die Vertreter aus den Clustern Oxalacetat (Lys), a-
Ketoglutarat (Arg) und 3-Phosphoglycerat (Ser) sowie verringerte Konzentrationen
aus den Clustern Pyruvat (Leu, Val), Phosphoenolpyruvat + Erythrose-4-phosphat
(Trp) und erneut Oxalacetat (Ile).
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Funktionelle paarweise Korrelationsanalyse der Aminosiduren von Glyco-

lysemutanten in SM-Glucose

Als Metaboliten werden organische Molekiile bezeichnet, welche nicht direkt durch
das Genom codiert sind und deren Synthese von zahlreichen Enzymen kontrolliert
wird. Weiterhin sind Metaboliten, im Gegensatz zu Transkripten und Proteinen,
welche in der Regel durch Neusynthese ausgehend von genomischen Informationen
hervorgehen, aufgrund der Tatsache, dass sie zusétzlich ineinander umgewandelt
werden konnen, von der Konzentration anderer Metaboliten abhéngig. Diese Abhén-
gigkeit findet sich bspw. nicht fiir Transkripte bzw. Proteine [133]. Zur Demonstration
der spezifischen Abhéngigkeiten von Stoffwechselmetaboliten werden im Allgemeinen
sogenannte Korrelationsanalysen angewendet.

Zur Beantwortung der Frage, ob es fiir die Aminoséauren ebenfalls gemeinsame Korre-
lationscluster gibt, wurde tiber alle Glycolyseutanten ein Korrelationsdiagramm nach
Pearson erstellt. Dazu wurden die Verhéltnisse des Medianwerts der Mutanten zum

Wildtyp fiir alle analysierten Aminoséduren iiber alle Glycolysemutanten korreliert.
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Abbildung 35: Pearsonkorrelationsdiagramm-/dendrogramm der Aminosiduren von Glycolysemutan-
ten in SM-Glucose. a) Die paarweisen Korrelationswerte (Signifikanzschranke p < 0.01) von 19 Aminoséduren
iiber 20 Glycolysemutanten nach Pearson. Negative Korrelation (rot), Positive Korrelation (blau). b) Das resultie-
rende Korrelationsdendrogramm auf Basis der Korrelationswerte nach Pearson.
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Aus Abbildung 35a geht hervor, dass es unter allen 19 analysierten Aminoséduren
zur Bildung von zwei Hauptkorrelationsclustern kommt. Cluster 1 zeigt eine relativ
gleichméfige, stark positive Korrelation von den Aminoséuren Arg, Ile, Val, Ala, Trp,
Tyr, Phe und Leu. Dies zeigt, dass besonders die aromatischen (aus den Vorlaufer-
metaboliten PEP+E4P) und die pyruvatogenen Aminosduren positiv korreliert sind.
Cluster 2 zeigt ebenfalls eine stark positive Korrelation zwischen den Aminoséuren
Lys, Asn, Thr, Asp, Gly, Pro, Gln und Ser, wobei die Korrelationen von Asn, Thr,
Asp und Gly innerhalb der Gruppe am stérksten ist. In diesem Fall sind bevor-
zugt die aus den Metaboliten Oxalacetat, a-Ketoglutarat und 3-Phosphoglycerat
hervorgehenden Aminoséduren korreliert. Positive Korrelation bedeutet, dass sich
die Konzentrationen der Aminoséduren in Abhéngigkeit voneinander gleichermafsen
erhéhen bzw. verringern. Die beiden Cluster sind gegeneinander antikorreliert, wobei
die deutlichste Antikorrelation einerseits zwischen der Aminosduregruppe Asn, Thr,
Asp und Gly und andererseits zwischen der Gruppe Arg, Ile, Val, Ala, Trp und Tyr
besteht. Im Gegensatz zu positiver Korrelation bedeutet die vorliegende negative
Korrelation, dass sich diese Aminosauren gegenséatzlich in ihrer Konzentration ver-
andern, d.h. wenn die Konzentrationen der einen Gruppe ansteigen, verringern sich
die Konzentration der anderen, antikorrelierten Aminosduren. Aus Abbildung 35b
lassen sich erneut die zwei Hauptkorrelationscluster entnehmen. Zusatzlich werden
die korrelativen Beziehungen innerhalb der beiden Hauptkorrelationscluster noch
deutlicher sichtbar. So ergeben sich bspw. fiir die Gruppe Arg, Trp und Tyr, die
Gruppe Val, Ile, Ala sowie die Gruppe Leu und Phe stirkere Korrelationen un-
tereinander. Fiir die Aminoséduren des antikorrelierten Hauptclusters ergeben sich
fiir die Gruppe Ser, Gln, Pro sowie fiir die Gruppe Asn, Asp, Thr, Gly starkere

Korrelationen untereinander.

Aminosiureverteilungsprofile von PPP-Mutanten in SM-Glucose

Fiir die Deletionsmutanten Azwf1, Agndi, Atkll, Arpel konnten keine Verteilungs-
profile erstellt werden, da die Aminosdurekonzentrationen aufgrund von Wachstums-

defiziten der Mutanten innerhalb dieses Experiments unterhalb des Quantifizierungs-

limits lagen.
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Abbildung 36: Aminosiureverteilungsprofil von PPP-Mutanten in SM-Glucose. Aminosaureverteilungs-
profil von 14 PPP-Mutanten. Obere Heatmap: Die relativen Konzentrationen (als log2 (Ratio Mutante/Wildtyp))
sind als Heatmap dargestellt, wobei das Wildtyplevel (weiff), erhohte Konzentrationen (rot), verringerte Konzen-
trationen (blau) farblich gekennzeichnet sind. Untere Heatmap: Die Signifikanzintervalle nach Student’s t-Test
(p < 0.05* p < 0.01 **¥ p < 0.001 ***) verdeutlichen die signifikant vom Wildtyp abweichenden Konzentrationen.
n=4; Leu (Leucin), Tyr (Tyrosin), Trp (Tryptophan), Phe (Phenylalanin), Ile (Isoleucin), Val (Valin), Met (Me-
thionin), Arg (Arginin), Ala (Alanin), Lys (Lysin), Asp (Aspartat), Thr (Threonin), Gly (Glycin), Gln (Glutamin),
Pro (Prolin), Ser (Serin), His (Histidin), Glu (Glutamin), Asn (Asparagin).

Die in Abbildung 36 dargestellten Heatmaps lassen folgende Aussagen zu: Die
maximalen Verdnderungen in der Konzentration betrugen im Allgemeinen nicht
mehr als 1-fach (log2) der Konzentration des Wildtyps. Nur die Mutante Aprs3 wies
Konzentrationsverdanderungen bis tiber 1.4-fach (log2) auf. Der Grofteil der beobach-
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teten veranderten Aminosdurekonzentrationen war nicht signifikant unterschiedlich
zur Wildtypkonzentration. Abbildung 37 fasst die Anzahl und Art der signifikanten
Anderungen, ausgehend von Abbildung 36, spezifisch fiir jede Deletionsmutante

ubersichtlich zusammen.

a) Ubersicht der signifikanten Anderungen in der jeweiligen Deletionsmutante
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Abbildung 37: Signifikant verinderte Aminosiurekonzentrationen von PPP-Mutanten in SM-
Glucose. a) Die Mutanten wurden entsprechend der Anzahl ihrer signifikant verdnderten Aminosiurekonzentratio-
nen gruppiert und die spezifisch verdnderten Aminosduren wurden, relativ zum Wildtyp, farblich gekennzeichnet.
Wildtyp (wei8), Signifikant erhohte Konzentrationen (rot), Signifikant verringerte Konzentrationen (blau). b) Pro-
zentuale Verteilung der signifikant verdnderten Aminosiuren iiber alle Mutanten. Student’s t-Test (p < 0.05 *,
p < 0.01 ** p < 0.001 ¥*¥),

Aus Abbildung 37a wird die hierarchische Abfolge der Deletionsmutanten entspre-

chend ihrer Anzahl an signifikant in ihrer Konzentration verdnderten Aminoséduren
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deutlich. So zeigten die Mutanten Aprs3 (9), Atall (7), Asol4 (5) und Aprs2 (6)
unter dem Einfluss von Glucose die meisten in ihrer Konzentration verdnderten
Aminoséduren. Es folgen die Mutanten, bei denen weniger als 1/4 der 19 untersuch-
ten Aminosduren in ihrer Konzentration verdndert waren, d.h. es traten maximal
1-4 signifikante Anderungen auf. Diese Gruppe umfasst die Mutanten Arbkl (3),
Agnd2 (3), Asol3 (2), Aprss (2), Ashb17 (2). Fiir die Gruppe bestehend aus den
Mutanten Asoll, Aprs4, und Asol2 tratt nur eine verdnderte Aminosdure auf. Die
Mutanten Angm1, Atkl2 zeigten keine signifikant verdnderten Aminosédurekonzen-
trationen.

Aus Abbildung 37b wird erkennbar, welche Aminosduren prozentual iiber alle
Mutanten betrachtet am haufigsten von Konzentrationséinderungen betroffen waren.
So zeigten 43% der Mutanten erhohte Konzentrationen von Arginin, 29% von
Glutamat, 21% von Serin, 14% von Phenylalanin sowie jeweils 7% von Histidin,
Tyrosin, Prolin, Threonin, Valin, Isoleucin, Lysin und Glutamin. Die am h&ufigsten
von negativen Anderungen (verringerte Konzentrationen) betroffenen Aminosiuren
in den Mutanten waren Tyrosin bei 21% der Mutanten sowie Phenylalanin, Prolin,
Leucin, Tryptophan bei jeweils 14% der Mutanten und Glutamin, Serin, Threonin,
Valin, Alanin, Aspartat, Glycin und Methionin bei jeweils 7% der Mutanten. Leucin
(Leu) und Valin (Val) bei jeweils 15% der Mutanten. Daraus ergibt sich, dass die
Mutanten insgesamt am héufigsten von Anderungen in den Aminoséuren Arginin,
Glutamat, Phenylalanin, Serin, Tyrosin und Prolin betroffen waren.

Nach Gruppierung der Aminoséauren entsprechend ihrer metabolischen Vorlaufer
(vgl. Abbildung 34) ergeben sich folgende Beobachtungen:

Die Mutanten, welche generell die hiufigsten Anderungen aufwiesen (Aprs3, Atall,
Asol4, Aprs2), zeigten dabei die meisten verdnderten Aminosdurekonzentrationen
in den Vorlauferclustern ausgehend von PEP+E4P, a-KG, 3-PG sowie Pyr. Das
OxAc-Cluster war weitestgehend nicht beeinflusst (nur bei Aprs3). Im Speziel-
len liefs sich bei der Aprs3 - Mutante erkennen, dass besonders die aromatischen
Aminoséuren der Vorlaufercluster PEP+E4P (Phe, Tyr) sowie die Aminoséuren
ausgehend von a-KG (Arg, Gln) leicht erhthte Konzentrationen zeigten. Reziprok
dazu verhielten sich die Aminosduren, welche aus den Metaboliten OxAc (Met,
Asp, Thr), 3-PG (Gly) und Pyr (Leu) hervorgehen. Die Mutante Atall wies fiir
einzelne Vertreter der Vorlaufer Pyr (Val), a-KG (Arg, Gln) und 3-PG (Ser) er-

héhte Konzentrationen auf und wiederum fiir einen Vertreter aus dem Pyr-Cluster
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(Ala) leichte sowie fiir die zwei aromatischen Aminosduren Phe und Tyr aus dem
PEP+EA4P - Cluster stark verringerte Konzentrationen auf. Die Mutante Asol4
zeigte erhohte Konzentrationen fiir Vertreter der Cluster PEP+E4P (Phe), OxAc
(Ile) sowie fiir das a-KG - Cluster (Arg, Pro) und zusétzlich fiir Glu noch leicht
verringerte Konzentrationen. Fiir die Mutante Aprs2 ergaben sich erhdhte Kon-
zentrationen fiir die Vertreter aus den Clustern Ribulose-5-phosphat (R5P; His),
3-PG (Ser) sowie a-KG (Arg, Glu) und verringerte Konzentrationen aus den Clu-
stern PEP+E4P (Trp) und erneut fiir einen Vertreter aus dem a-KG - Cluster (Pro).

Funktionelle paarweise Korrelationsanalyse der Aminosiauren von PPP-
Mutanten in SM-Glucose

Fiir die PPP-Mutanten wurde analog zu den Glycolysemutanten ein Pearsonkor-
relationsplot der Aminosduren erstellt, um gegebenenfalls gemeinsame korrelative

Beziehungen der Aminoséuren identifizieren zu konnen.
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Abbildung 38: Pearsonkorrelationsdiagramm-/dendrogramm der Aminosiuren von PPP-Mutanten
in SM-Glucose. a) Die paarweisen Korrelationswerte (Signifikanzschranke p < 0.01) von 19 Aminoséuren {iber
14 PPP-Mutanten nach Pearson. Negative Korrelation (rot), Positive Korrelation (blau). b) Das resultierende
Korrelationsdendrogramm auf Basis der Korrelationswerte nach Pearson.

Fiir die PPP-Mutanten ergeben sich beziiglich der Aminosédurekorrelationen zwei

kleinere Hauptkorrelationscluster. Das erste positiv korrelierte Cluster umfasst die

115



4 Ergebnisse

Aminosduren Arg, Phe, Tyr, Trp. Das zweite positiv korrelierte Cluster umfasst die
Aminosduren Met, Asp, Thr, Gly und Ser. Beide Cluster stehen sich antikorrelativ
gegeniiber. Neben den beiden Hauptkorrelationsclustern treten weitere einzelne
Korrelationen auf. So gibt es bspw. eine relativ starke positive Korrelation zwischen
Lys und Asn sowie eine relativ starke negative Korrelation zwischen Pro und Lys, Asn,
Glu und Arg. Die beiden Aminoséduren Glu und Gln zeigen neben der gemeinsamen
Antikorrelation zu Prolin zudem eine negative Korrelation gegeniiber Ile und Leu.
Gegeniiber Ile und Leu zeigt Prolin, gegensétzlich zu Gln und Glu, eher positive
Korrelationen, was zudem noch fiir Asp und Thr zutrifft. Aus Abbildung 38b lassen
sich erneut die zwei Hauptkorrelationscluster entnehmen. Zusétzlich werden die
korrelativen Bezichungen innerhalb der beiden Hauptkorrelationscluster noch weiter
in kleine Subcluster zerlegt. So ergeben sich bspw. fiir das Cluster, welches die
aromatischen Aminosduren Trp, Phe, Tyr enthélt, starkere Korrelationen zu Ile
und Val als zu Arg, welches sich bevorzugt in Richtung des Lys und Asn - Clusters
verschiebt. Die besténdigste Korrelation bilden weiterhin die Aminosduren des
zweiten Hauptclusters (Thr, Asp, Met, Ser, Gly), welches sich zusétzlich ndher an
Pro und Leu gruppiert.

4.3.2.2 Aminosaureprofil von Glycolyse-/ PPP-Mutanten in SM-Galactose

Analog zu den fiir SM-Glucose gezeigten Analysen werden im Folgenden die Er-
gebnisse fiir die Kohlenstoffquelle Galactose dargestellt. Galactose zéahlt ebenfalls
zu den fermentierbaren Kohlenstoffquellen und wirkt zusétzlich aktivierend auf die

Respiration.
Aminosaureverteilungsprofile von Glycolysemutanten in SM-Galactose
Aufgrund des Wachstumsdefizits der Mutante Apgm2 (vgl. Abbildung 30 bzw.

Tabelle 22) konnten fiir diesen Deletionsstamm keine Aminosduren quantifiziert

werden.
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Abbildung 39: Aminosiureverteilungsprofil von Glycolysemutanten in SM-Galactose. Aminosaurever-
teilungsprofil von 19 Glycolysemutanten. Obere Heatmap: Die relativen Konzentrationen (als log2 (Ratio Mutan-
te/Wildtyp)) sind als Heatmap dargestellt, wobei das Wildtyplevel (weiff), erhohte Konzentrationen (rot), verrin-
gerte Konzentrationen (blau) farblich gekennzeichnet sind. Untere Heatmap: Die Signifikanzintervalle nach Stu-
dent’s t-Test (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 ***) verdeutlichen die signifikant vom Wildtyp abweichenden
Konzentrationen. n=4; Leu (Leucin), Tyr (Tyrosin), Trp (Tryptophan), Phe (Phenylalanin), Ile (Isoleucin), Val
(Valin), Met (Methionin), Arg (Arginin), Ala (Alanin), Lys (Lysin), Asp (Aspartat), Thr (Threonin), Gly (Glycin),
Gln (Glutamin), Pro (Prolin), Ser (Serin), His (Histidin), Glu (Glutamin), Asn (Asparagin).

Die maximalen Veréanderungen in der Konzentration betrugen im Allgemeinen nicht
mehr als 1-fach (log2) der Konzentration des Wildtyps (Abbildung 39). Nur die
Mutante Apfk! wies Konzentrationsveranderungen bis iiber 1.3-fach (log2) auf.

Der Grofteil der beobachteten verdnderten Aminosaurckonzentrationen war nicht
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signifikant unterschiedlich zur Wildtypkonzentration. Abbildung 40 fasst die Anzahl
und Art der signifikanten Anderungen, ausgehend von Abbildung 39, spezifisch fiir

jede Deletionsmutante iibersichtlich zusammen:

a) Ubersicht der signifikanten Anderungen in der jeweiligen Deletionsmutante
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Abbildung 40: Signifikant veréinderte Aminosiurekonzentrationen von Glycolysemutanten in SM-
Galactose. a) Die Mutanten wurden entsprechend der Anzahl der signifikant verdnderten Aminoséurekonzentrati-
on gruppiert und die spezifisch verdnderten Konzentrationen wurden, relativ zum Wildtyp, farblich gekennzeichnet.
Wildtyp (weif), Signifikant erhohte Konzentrationen (rot), Signifikant verringerte Konzentrationen (blau). b) Pro-
zentuale Verteilung der signifikant verdnderten Aminosduren iiber alle Mutanten. Student’s t-Test (p < 0.05 *,
p < 0.01 **, p < 0.001 ***).

In Abbildung 40a wird die hierarchische Abfolge der Deletionsmutanten entspre-

chend ihrer Anzahl an signifikant verdnderten Aminosédurekonzentrationen deutlich.
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So zeigten die Mutanten Apyk2 (7), Afop1 (7), Apfk1 (7) und Apgm3 (6) unter dem
Einfluss von Glucose die meisten in ihrer Konzentration verdnderten Aminoséuren.
Es folgen die Mutanten, bei denen weniger als 1/4 der 19 untersuchten Aminoséuren
in ihrer Konzentration verandert waren, d.h. es traten maximal 1-5 signifikant veran-
derte Aminoséuren auf. Diese Gruppe umfasst die Mutanten Atdh3 (5), Apyc2 (5),
Atdh2 (4), Agpm2 (4), Agpm3 (3), Apfk26 (3) Aenol (3), Apfk27 (2), Apycl (2).
Fiir die Gruppe bestehend aus den Mutanten Atdhl, Aglkl, Ahzk2 trat nur eine
verianderte Aminosdure auf. Die Mutanten Apgm1, Ahxkl, Apckl zeigten keine
signifikant verdnderten Aminosédurekonzentrationen.

Aus Abbildung 40b wird erkennbar, welche Aminosduren prozentual {iber alle
Mutanten betrachtet am haufigsten von Konzentrationsinderungen betroffen waren.
So zeigten 26% der Mutanten erhohte Konzentrationen von Glycin, 21% von Alanin.
16% von Arginin. Jeweils 10% der Mutanten zeigten erhohte Konzentrationen von
Arginin und Isoleucin und jeweils 5% der Mutanten wiesen erhéhte Konzentrationen
von Valin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin, Threonin, Methionin, Glutamat, Asparagin
und Tryptophan auf. Die am hiufigsten von negativen Anderungen (verringerte
Konzentrationen) betroffenen Aminoséuren in den Mutanten waren Isoleucin, Valin
und Prolin bei 26% der Mutanten sowie Tyrosin bei 21% und Phenylalanin, Lysin
und Glutamin bei jeweils 16% der Mutanten. Zuséatzlich zeigten jeweils 10% der
Mutanten verringerte Konzentrationen von Threonin, Serin und Leucin und weitere
5% der Mutanten jeweils verringerte Konzentrationen von Methionin und Histidin.
Daraus ergibt sich, dass die Mutanten insgesamt am hiufigsten von Anderungen in
den Aminoséuren Isoleucin, Valin, Glycin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin, und Alanin
betroffen waren.

Nach Gruppierung der Aminoséduren entsprechend ihrer metabolischen Vorlaufern
(vgl. Abbildung 34) ergeben sich folgende Beobachtungen: Die Mutanten, welche
generell die hiufigsten Anderungen aufwiesen (Apyk2, Afbpl, Apfkl, Apgm3),
zeigten dabei die meisten in ihrer Konzentration verdnderten Aminosauren in den
Vorlauferclustern ausgehend von Pyruvat, 3-Phosphoglycerat, Oxalacetat sowie
a-Ketoglutarat. Im Speziellen liefs sich bei der Apyk2 - Mutante erkennen, dass Ver-
treter der Aminoséuren aus den Vorlduferclustern Pyr (Ala) sowie 3-PG (Gly) leicht
erh6hte Konzentrationen zeigten. Reziprok dazu verhielten sich die Aminoséduren,
welche aus den Metaboliten OxAc (Thr), a-KG (Pro, Gln) und erneut aus 3-PG

(Ser) hervorgehen. Die Mutante Afbop! wies fiir einzelne Vertreter der Vorlaufer
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OxAc (Asp) und a-KG (Glu) erhdhte Konzentrationen auf und zeigte fiir Vertreter
aus den Vorlauferclustern Pyr (Leu, Val), OxAc (Met, Ile) sowie fiir Phe aus dem
PEP-+E4P - Cluster verringerte Konzentrationen. Die Mutante Apfk! verhielt sich
teilweise invers zur Afbp! - Mutante, was an den erhohten Konzentrationen von Ile,
Met, Val und Trp (aus den Vorldufern OxAc, Pyr und PEP+E4P) erkennbar war.
Ebenfalls teilweise invers zu den, in ihrer Konzentration erhohten Aminosauren der
Afbpl - Mutante, sind die Aminosauren, welche in der Apfk! - Mutante in verringer-
ter Konzentration vorlagen, namentlich Pro, Gln und Thr (aus den Vorlaufern a-KG
und OxAc). Fiir die Mutante Apgm3 ergeben sich erhthte Konzentrationen fiir die
Vertreter aus den Clustern OxAc (Thr), Pyr (Ala), PEP+E4P (Tyr) und 3-PG
(Gly) sowie verringerte Konzentrationen fiir Aminoséuren aus dem Vorldufercluster

a-KG (Pro, Gln).

Funktionelle paarweise Korrelationsanalyse der Aminosiduren von Glyco-

lysemutanten in SM-Galactose
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Abbildung 41: Pearsonkorrelationsdiagramm-/dendrogramm der Aminosiduren von Glycolysemutan-
ten in SM-Galactose. a) Die paarweisen Korrelationswerte (Signifikanzschranke p < 0.01) von 19 Aminosduren
iiber 19 Glycolysemutanten nach Pearson. Negative Korrelation (rot), Positive Korrelation (blau). b) Das resultie-
rende Korrelationsdendrogramm auf Basis der Korrelationswerte nach Pearson.
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Fiir die Glycolysemutanten ergeben sich unter Galactose fiir die Aminosduren
zwei kleinere Hauptkorrelationscluster mit sehr hohen Positivkorrelationen sowie
ein groferes ebenfalls positiv korreliertes Cluster. Das eine kleinere Cluster wird
gebildet durch Pro, Lys, His und Gln, wobei die Korrelation zwischen den drei
zuletzt genannten Aminoséduren am stérksten positiv ist. Das zweite kleinere Cluster
umfasst die Aminosauren Gly, Ala, Asn und Thr mit ungefahr gleich stark positiver
Korrelation zwischen den einzelnen Aminoséuren dieser Gruppe. Das etwas grofsere
und zudem erneut positiv korrelierte Cluster umfasst die Aminosauren Ile, Val, Phe,
Leu, Trp, Met und Tyr. Hier sind erneut die letzten vier Aminoséuren und zusétzlich
die Paarung Ile und Val am starksten positiv korreliert. Besonders aufféllige negative
Korrelationen bestehen besonders fiir Tyr gegeniiber Arg, Ser, Glu und zudem
gegeniiber den Aminosduren aus dem ersten kleinen Cluster (Pro, Lys, His, Gln).
Weiterhin treten vereinzelt noch stark negative Korrelationen zwischen His und
Ala bzw. Asn sowie zwischen Gln und Ala und zuletzt zwischen Met und Arg bzw.
Ser auf. Aus Abbildung 41b lassen sich erneut die drei Hauptkorrelationscluster
entnehmen. Zuséatzlich werden die korrelativen Beziehungen innerhalb der beiden
Hauptkorrelationscluster noch weiter in kleine Subcluster zerlegt, sodass die stérksten
Korrelationen innerhalb der drei Hauptcluster, bspw. zwischen Lys, His und Gln

oder Leu, Trp bzw. Gly, Ala, Asn und Thr, noch deutlicher hervorgehoben werden.
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Aminosiureverteilungsprofile von PPP-Mutanten ins SM-Galactose
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Abbildung 42: Aminosdureverteilungsprofil von PPP-Mutanten in SM-Galactose. Aminosiurever-
teilungsprofil von 16 PPP-Mutanten. Obere Heatmap: Die relativen Konzentrationen (als log2 (Ratio Mutan-
te/Wildtyp)) sind als Heatmap dargestellt, wobei das Wildtyplevel (weif), erhhte Konzentrationen (rot), verrin-
gerte Konzentrationen (blau) farblich gekennzeichnet sind. Untere Heatmap: Die Signifikanzintervalle nach Stu-
dent’s t-Test (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 ***) verdeutlichen die signifikant vom Wildtyp abweichenden
Konzentrationen. n=4; Leu (Leucin), Tyr (Tyrosin), Trp (Tryptophan), Phe (Phenylalanin), Ile (Isoleucin), Val
(Valin), Met (Methionin), Arg (Arginin), Ala (Alanin), Lys (Lysin), Asp (Aspartat), Thr (Threonin), Gly (Glycin),
Gln (Glutamin), Pro (Prolin), Ser (Serin), His (Histidin), Glu (Glutamin), Asn (Asparagin).

Die maximalen Verdnderungen in der Konzentration betrugen im Allgemeinen
nicht mehr als 1-fach (log2) der Konzentration des Wildtyps (Abbildung 42). Nur

die Mutante Atkll wies Konzentrationsverdnderungen bis ~ -1.2-fach (log2) fiir
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Leucin auf. Der Grofteil der beobachteten verédnderten Aminosdurekonzentrationen
unterschied sich nicht signifikant von der Wildtypkonzentration. Abbildung 43 fasst
die Anzahl und Art der signifikanten Anderungen, ausgehend von Abbildung 42,

spezifisch fiir jede Deletionsmutante iibersichtlich zusammen.

a) Ubersicht der signifikanten Anderungen in der jeweiligen Deletionsmutante
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b) prozentuale Verteilung der verénderten Aminoséuren in den Deletionsmutanten
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Abbildung 43: Signifikant verinderte Aminosidurekonzentrationen von PPP-Mutanten in SM-
Galactose. a) Die Mutanten wurden entsprechend der Anzahl ihrer signifikant verdnderten Aminosiurekonzen-
trationen gruppiert und die spezifisch verdnderten Konzentrationen wurden, relativ zum Wildtyp, farblich gekenn-
zeichnet. Wildtyp (wei8), Signifikant erhdhte Konzentrationen (rot), Signifikant verringerte Konzentrationen (blau).
b) Prozentuale Verteilung der signifikant verdnderten Aminosauren iiber alle Mutanten. Student’s t-Test (p < 0.05 *,
p < 0.01 **, p < 0.001 ***).

Aus Abbildung 43a wird die hierarchische Abfolge der Deletionsmutanten entspre-

chend ihrer Anzahl an signifikant verdnderten Aminosédurekonzentrationen deutlich.

So zeigten die Mutanten Aprs2 (8), Agnd1 (6), Atall (6), Atkll (6) und Asol2 (6)
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unter dem Einfluss von Glucose die meisten in ihrer Konzentration veréinderten
Aminoséduren. Es folgen die Mutanten, bei denen weniger als 1/4 der 19 untersuchten
Aminosauren in ihrer Konzentration verandert waren, d.h. es traten maximal 1-5
signifikant verédnderte Konzentrationen auf. Diese Gruppe umfasst die Mutanten
Asoll (4), Asolf (5), Atkl2 (4). Es folgt die Gruppe mit 2-3 Anderungen: Ashb17 (3),
Aprs3 (3), Aprss (3), Asol3 (2), Agnd2 (3) Aprs4 (2). Fiir die Gruppe bestehend
aus den Mutanten Arbk! und Angml! trat nur eine veranderte Aminosaure auf.
Unter all den untersuchten Mutanten fand sich im Minimum stets eine verdnderte
Aminosdure. Zudem ist auffallend, dass in der Gruppe der Aprs - Mutanten die
Mutante Aprs2 die meisten Anderungen aufwies, wihrend ihre Isoformen bedeutend
weniger Anderungen zeigten. Genaue Ubereinstimmungen gibt es fiir die Aprs - Mu-
tantengruppe nur bei Prolin. Die Gruppe der Asol - Mutanten zeigte in etwa gleich
viele Veranderungen zwischen den Isoformen, jedoch waren meist unterschiedliche
Aminoséuren betroffen.

Aus Abbildung 43b wird erkennbar, welche Aminosduren prozentual iiber alle
Mutanten betrachtet am haufigsten von Konzentrationséinderungen betroffen waren.
So zeigten 56% der Mutanten erhohte Konzentrationen von Arginin, je 19% von
Lysin und Asparagin, je 12% von Isoleucin und Valin sowie jeweils 6% von Glycin,
Alanin, Glutamat und Tryptophan. Die am héufigsten von negativen Anderungen
(verringerte Konzentrationen) betroffenen Aminoséduren in den Mutanten waren
Prolin bei 37% der Mutanten sowie Glutamin, Phenylalanin, Tyrosin bei jeweils
25% der Mutanten, Alanin, Leucin, Methionin, Serin bei jeweils 19%, Glutamat
und Tryptophan bei 12% sowie Lysin, Asparagin, Isoleucin, Aspartat, Histidin
und Threonin bei jeweils 6% der Mutanten. Daraus ergibt sich, dass die Mutanten
insgesamt am haufigsten von Konzentrationsidnderungen in den Aminosduren Arginin,
Prolin gefolgt von Alanin, Phenylalanin, Lysin, Asparagin, Glutamin und Tyrosin
betroffen waren.

Nach Gruppierung der Aminoséuren entsprechend ihrer metabolischen Vorlaufer
(vgl. Abbildung 34) ergeben sich folgende Beobachtungen:

Die Mutanten, welche generell die hiufigsten Anderungen aufwiesen (Aprs2, Agndi,
Atall, Atkll, Asol2), zeigten dabei die meisten in ihrer Konzentration veranderten
Aminoséuren in den Vorlauferclustern ausgehend von Phosphoenolpyruvat+E4P,
a-Ketoglutarat, 3-Phosphoglycerat, Pyruvat und Oxalacetat. Die Aminoséduren der
Cluster 3-PG (Trp, Phe, Tyr) sowie einiger Vertreter des a-KG - Clusters (Gln, Pro)
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waren zudem héufig in ihrer Konzentration verringert. Im Speziellen liefs sich bei
der Aprs2 - Mutante erkennen, dass jeweils ein Vertreter der Vorlaufercluster a-KG
(Arg), Pyr (Ala), OxAc (Asn) sowie 3-PG (Gly) erhthte Konzentrationen zeigte.
Reziprok dazu verhielten sich die Aminoséuren der Vorlaufercluster a-KG (Gln, Pro)
sowie Vertreter des Ribulose-5-phosphat-Clusters (His) und OxAc (Asp), welche
in verringerten Konzentrationen vorlagen. Die Mutante Agndi wies nur fiir Ile
(aus dem OxAc-Cluster) erhthte Konzentrationen auf. Verringerte Konzentrationen
fanden sich fiir Met (aus OxAc), fiir Leu (aus Pyr), fiir Phe (aus PEP+E4P) sowie
fiir zwei Aminoséuren aus dem a-KG - Cluster (Pro, Gln). Die Mutante Atall zeigte
erhohte Konzentrationen fiir Vertreter der Cluster a-KG (Arg) und Pyr (Val) und
verringerte Konzentrationen fiir die aromatischen Aminoséauren Trp, Phe, Tyr aus
dem PEP+E4P - Cluster und Ala aus dem Pyr - Cluster. Fiir die Mutante Atkl1
ergaben sich ebenfalls erhohte Konzentrationen fiir die Vertreter aus den Clustern
Pyr (Val), OxAc (Ile, Lys) und a-KG (Arg) und verringerte Konzentrationen aus
den Clustern OxAc (Met) und Pyr (Leu). Beziiglich der Asol2 - Mutante ergaben
sich erhéhte Konzentrationen in den Clustern OxAc (fiir Asn und Lys) und o-KG
(Arg) und verringerte Konzentrationen fiir Tle, Ser und Tyr aus den Clustern OxAc,

3-PG sowie PEP+EA4P.
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Funktionelle paarweise Korrelationsanalyse der Aminosiauren von PPP-
Mutanten in SM-Galactose

a) b)
FEEREEE T332zt
v @@ @ e o oo’ Arg
n @@@O e e e L J 038 "
™ Q@@ e o0 oo ' Lys
w0 00000 00000l Gin
w00 000 0 o060 Pro
A @ 00000 000 000 | .. Val
Glu o Y lle
Asp . 0.2 Thr
Ser .. Glu
Ala ... @l to Asp
Gly .. . Ser
Thr [ J . 000 [ 02 Asn
lle . . ... Met
Val @ . . . . .. @ 04 Leu
Pro [ J .. [ ) @ .. [ Trp
Gn @ . [} [ ] .. -0.6 Phe
Lys . . . . ' .. [ J Tyr
s 000000 DO T B oy
A 000000 [ J ... 1 Ala

Abbildung 44: Pearsonkorrelationsdiagramm-/dendrogramm der Aminosiuren von PPP-Mutanten
in SM-Galactose. a) Die paarweisen Korrelationswerte (Signifikanzschranke p < 0.01) von 19 Aminosiuren iiber
16 PPP-Mutanten nach Pearson. Negative Korrelation (rot), Positive Korrelation (blau). b) Das resultierende
Korrelationsdendrogramm auf Basis der Korrelationswerte nach Pearson.

Fiir die PPP-Mutanten ergeben sich aus Abbildung 44a zwei Hauptkorrelationsclu-
ster. Das erste positiv korrelierte Cluster umfasst die Aminosauren Tyr, Phe, Trp,
Leu, Met und Asn. Das zweite positiv korrelierte Cluster umfasst die Aminoséduren
Thr, Ile, Val, Pro, Gln, Lys, His, Arg. Die Korrelationen untereinander sind im
Vergleich der beiden Hauptcluster bei Cluster 1 stérker. Cluster 1 und Cluster 2 sind
weitestgehend antikorrelativ zueinander aufgestellt. Aus Abbildung 44b ergeben sich
besonders fiir das Cluster 2 deutlichere Zusammenhinge. Man erkennt, dass beson-
ders die Gruppe Thr, Ile, Val sowie die Gruppe Lys, His, Arg starke Korrelationen
untereinander aufzeigen. Zudem liegt bei Pro und Gln ebenfalls eine stark positive
Korrelation vor. Die stérksten Korrelationen aus Cluster 1 betreffen einerseits die

aromatischen Aminoséduren sowie die aus Leu, Met und Asn bestehende Gruppe.
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4.3.2.3 Aminosaureprofil von Glycolyse-/ PPP-Mutanten in SM-Ethanol

Im Folgenden sind die Aminoséureverteilungsprofile fiir die Kohlenstoffquelle Ethanol
dargestellt. Ethanol zahlt zu den nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen und wird
demnach iiber Respiration metabolisiert. Zusétzlich erfolgt unter dem Einfluss von

Ethanol eine Aktivierung der Gluconeogenese zum Aufbau von Glucose.
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Aminosiureverteilungsprofile von Glycolysemutanten in SM-Ethanol
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Abbildung 45: Aminosiureverteilungsprofil von Glycolysemutanten in SM-Ethanol. Aminosidurever-
teilungsprofil von 20 Glycolysemutanten. Obere Heatmap: Die relativen Konzentrationen (als log2 (Ratio Mutan-
te/Wildtyp)) sind als Heatmap dargestellt, wobei das Wildtyplevel (weif8), erhohte Konzentrationen (rot), verrin-
gerte Konzentrationen (blau) farblich gekennzeichnet sind. Untere Heatmap: Die Signifikanzintervalle nach Stu-
dent’s t-Test (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 ***) verdeutlichen die signifikant vom Wildtyp abweichenden
Konzentrationen. n=4; Leu (Leucin), Tyr (Tyrosin), Trp (Tryptophan), Phe (Phenylalanin), Ile (Isoleucin), Val
(Valin), Met (Methionin), Arg (Arginin), Ala (Alanin), Lys (Lysin), Asp (Aspartat), Thr (Threonin), Gly (Glycin),
Gln (Glutamin), Pro (Prolin), Ser (Serin), His (Histidin), Glu (Glutamin), Asn (Asparagin).

Die maximalen Verdnderungen in der Konzentration betrugen im Allgemeinen nicht
mehr als 1-fach (log2) der Konzentration des Wildtyps (Abbildung 45). Der Grofteil

der beobachteten verédnderten Aminosdurekonzentrationen unterschied sich jedoch
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nicht signifikant von der Wildtypkonzentration. Abbildung 46 fasst die Anzahl und
Art der signifikanten Anderungen, ausgehend von Abbildung 45, spezifisch fiir jede

Deletionsmutante, iibersichtlich zusammen.

a) Ubersicht der signifikanten Anderungen in der jeweiligen Deletionsmutante
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Abbildung 46: Signifikant verdnderte Aminosiuren von Glycolysemutanten in SM-Ethanol. a) Die
Mutanten wurden entsprechend der Anzahl ihrer signifikant verdnderten Aminosaurekonzentrationen gruppiert
und die spezifisch verdnderten Konzentrationen wurden, relativ zum Wildtyp, farblich gekennzeichnet. Wildtyp
(weiR), Signifikant erhShte Konzentrationen (rot), Signifikant verringerte Konzentrationen (blau). b) Prozentuale
Verteilung der signifikant verdnderten Aminoséuren iiber alle Mutanten. Student’s t-Test (p < 0.05 *, p < 0.01 **,
p < 0.001 ***),

Aus Abbildung 46a wird die hierarchische Abfolge der Deletionsmutanten entspre-
chend ihrer Anzahl an signifikant verdnderten Aminosédurekonzentrationen deutlich.
So zeigten die Mutanten Apyc! (8), Aglk1 (6), Afbpl (6) unter dem Einfluss von
Ethanol die meisten in ihrer Konzentration verédnderten Aminoséduren. Es folgen
die Mutanten, bei denen weniger als /4 der 19 untersuchten Aminoséuren in ihrer

Konzentration verédndert waren, d.h. es traten maximal 1-5 signifikant verdnderte
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Aminoséduren auf. Diese Gruppe umfasst die Mutanten Ahzk2 (5), Apgm3 (4),
Agpm3 (4), Apckl (4), Apfk1 (3). Fiir die Gruppe bestehend aus den Mutanten
Apgm2 (2), Apyc2 (2), Ahxkl (2), Atdhl (1), Agpm2 (1) und Apfk26 (1) traten
1-2 verdnderte Aminosduren. Die Mutanten Apgm1, Aenol, Apyk2, Apfk27, Atdh2,
Atdh3 zeigten keine signifikant veranderten Aminoséurekonzentrationen und wiesen
somit zum Wildtyp vergleichbare Konzentrationen auf.

Aus Abbildung 46b wird erkennbar, welche Aminosduren prozentual, iber alle
Mutanten betrachtet, am haufigsten von Konzentrationséinderungen betroffen waren.
So zeigten 10% der Mutanten erhohte Konzentrationen von Leucin, 4% von Alanin,
3% von Asparagin und Glutamat, 2% von Isoleucin, Glycin, Lysin und Threonin
sowie jeweils 1% von Serin, Valin, Prolin, Glutamin und Tyrosin. Die am haufigsten
von negativen Anderungen (verringerte Konzentrationen) betroffenen Aminosduren
in den Mutanten waren u.a. ebenfalls Leucin bei 10% der Mutanten sowie Serin
und Methionin bei jeweils 3% der Mutanten, Alanin, Valin, Prolin und Aspartat bei
jeweils 2% und Glutamat, Isoleucin, Glycin, Lysin, Glutamin, Arginin, Histidin und
Phenylalanin bei jeweils nur 1% der Mutanten. Daraus ergibt sich, dass die Mutanten
insgesamt am haufigsten von Konzentrationsénderungen in den Aminoséauren Leucin
und Alanin betroffen waren, wobei dies nur einen kleinen Anteil der Mutanten
betraf.

Nach Gruppierung der Aminosduren entsprechend ihrer metabolischen Vorlaufer
(vgl. Abbildung 34) ergeben sich folgende Beobachtungen:

Die Mutanten, welche generell die hiufigsten Anderungen aufweisen (Apycl, Aglki,
Afbpl), zeigten dabei die meisten verdnderten Aminosdurekonzentrationen in den
Vorlauferclustern ausgehend von Oxalacetat, a-Ketoglutarat, 3-Phosphoglycerat
sowie Pyruvat. Im Speziellen liefs sich bei der Apycl - Mutante erkennen, dass
besonders jeweils ein Vertreter aus dem Cluster OxAc (Lys) und a-KG (Thr) sowie
die beiden Aminoséuren Ser und Gly aus dem 3-PG - Cluster erhohte Konzentra-
tionen zeigten. Reziprok dazu (stark verringerte Konzentrationen) verhielten sich
die Aminoséuren Leu, Val, Ala (aus dem Pyr - Cluster) sowie Glu (ausgehend von
a-KG). Die Mutante Aglk! wies fiir einzelne Vertreter der Vorlaufer Pyr (Leu) und
OxAc (Ile) erhohte Konzentrationen auf und wiederum fiir Vertreter aus dem a-
KG - Cluster (Arg, Gln) sowie fiir Ser (aus 3-PG) und His (aus Ribulose-5-phosphat
(R5P)) teilweise stark verringerte Konzentrationen auf. Die Mutante Afbp1 zeigte
ebenfalls (dhnlich zur Mutante Apyc1) fiir je einen Vertreter der Cluster OxAc
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(Lys) und a-KG (Gln) erhohte Konzentrationen auf und zeigte zudem noch leicht
bis stark verringerte Konzentrationen fiir Met und Ile (aus OxAc) sowie Val und

Leu (aus Pyr).
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Funktionelle paarweise Korrelationsanalyse der Aminosiduren von Glyco-

lysemutanten in SM-Ethanol
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Abbildung 47: Pearsonkorrelationsdiagramm-/dendrogramm der Aminosduren von Glycolysemutan-
ten in SM-Ethanol. a) Die paarweisen Korrelationswerte (Signifikanzschranke p < 0.01) von 19 Aminosiduren
iiber 20 Glycolysemutanten nach Pearson. Negative Korrelation (rot), Positive Korrelation (blau). b) Das resultie-
rende Korrelationsdendrogramm auf Basis der Korrelationswerte nach Pearson.

Fiir die Glycolysemutanten ergeben sich zwei Hauptkorrelationscluster. Das erste
positiv korrelierte Cluster umfasst die Aminosduren Pro, Glu, Asn, Ile, Leu, Ala
und Val und zeigt starke Korrelationen der Aminosduren untereinander. Das zweite
positiv korrelierte Cluster umfasst die Aminosduren His, Arg, Gln, Ser, Lys, Tyr,
Gly, Asp, Thr. Das Cluster ist jedoch nicht so homogen korreliert wie Cluster 1. Die
starksten Korrelationen innerhalb des Cluster 2 bestehen zwischen den Gruppen
His, Arg, Gln, Ser und der Gruppe Gln, Ser, Lys und Tyr sowie zwischen Gly,
Asp und Thr. Cluster 1 und 2 zeigen generell einen antikorrelativen Trend, der
jedoch fiir Lys und Thr weitestgehend nicht besteht. Zudem verhalten sich Pro,
Glu und Asn weitestgehend unabhéngig von Gln, Lys, Tyr und Ser, wobei bei
letzterem eine Antikorrelation gegeniiber Glu und Asn wieder ansteigt. Beziiglich
der zwei anderen aromatischen Aminoséuren ergibt sich insbesonders fiir Phe keine

signifikante Korrelation (p < 0.01). Trp zeigt eine positive Korrelazion gegeniiber
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Ile, Leu, Ala und Val sowie eine negative zu His, Arg, Gln, Ser, Lys und Tyr.
Abbildung 47b verdeutlich die zuvor beschriebenen Korrelationen innerhalb der

beiden Hauptkorrelationscluster noch spezifischer.
Aminosiureverteilungsprofile von PPP-Mutanten in SM-Ethanol
Das Aminosédureverteilungsprofil der Mutante Atkl! ist nicht in der nachfolgen-

den Analyse enthalten, da fiir diese Mutante nur ein Replikat der urspriinglich

quantifizierten Quadruplikate auswertbar war.
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Abbildung 48: Aminosiureverteilungsprofil von PPP-Mutanten in SM-Ethanol. Aminosaureverteilungs-
profil von 15 PPP-Mutanten. Obere Heatmap: Die relativen Konzentrationen (als log2 (Ratio Mutante/Wildtyp))
sind als Heatmap dargestellt, wobei das Wildtyplevel (weiff), erhohte Konzentrationen (rot), verringerte Konzen-
trationen (blau) farblich gekennzeichnet sind. Untere Heatmap: Die Signifikanzintervalle nach Student’s t-Test
(p < 0.05*, p <0.01 ¥ p < 0.001 ***) verdeutlichen die signifikant vom Wildtyp abweichenden Konzentrationen.
n=4; Leu (Leucin), Tyr (Tyrosin), Trp (Tryptophan), Phe (Phenylalanin), Ile (Isoleucin), Val (Valin), Met (Me-
thionin), Arg (Arginin), Ala (Alanin), Lys (Lysin), Asp (Aspartat), Thr (Threonin), Gly (Glycin), Gln (Glutamin),
Pro (Prolin), Ser (Serin), His (Histidin), Glu (Glutamin), Asn (Asparagin).

Die maximalen Verénderungen in der Konzentration betrugen im Allgemeinen nicht
mehr als 1-fach (log2) der Konzentration des Wildtyps (Abbildung 48). Nur die
Mutante Aprs3 wies Konzentrationsveranderungen bis +1.3-fach (log2) fiir Tyrosin
und -1.3-fach (log2) fiir Glutamat auf. Der Grofteil der beobachteten verédnderten
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Aminosédurekonzentrationen unterschied sich nicht signifikant vom Wildtyp. Es
traten generell nur sehr wenige Verinderungen in Erscheinung. Abbildung 49 fasst
die Anzahl und Art der signifikanten Anderungen, ausgehend von Abbildung 48,

spezifisch fiir jede Deletionsmutante iibersichtlich zusammen.

a) Ubersicht der signifikanten Anderungen in der jeweiligen Deletionsmutante

Ashb17 Agnd2 Atall Aprs2 Aprs3 Angml
Leu Gin Pra e R Leu Wsec [ as Glu Glu
4 - 6 Phe Ser Phe Ala 1 - 2 Asn Asn
Trp ‘ Lys . Trp Tyr
Asol4 Atkl2
| Pro B
Aprs4 Aprs5 Asol3
3 . Asp 7 val . Asn || Pro Asol2 W »<0.001 ***
Lys Thr 0 Asoll T! p<001**
| p<0.05*
Agndl \ <005+
<0.01 **
Arbkl l=2<o.om e

b) prozentuale Verteilung der verdnderten Aminoséuren in den Deletionsmutanten

100 -

B crhohte [c]
B verringerte [c]
20 4 n.s. Anderungen [c]

Leu
Trp
Lys
Ser
Thr
Pro
Ala
Asp
Glu
Val
Tyr
Gly
His
Ile
Met
Arg

Asn
Gln

% der Mutanten mit signifikant veréinderten Aminoséuren
Phe

Abbildung 49: Signifikant verédnderte Aminosiuren von PPP-Mutanten in SM-Ethanol. a) Die Mu-
tanten wurden entsprechend der Anzahl ihrer signifikant verdnderten Aminosdurekonzentrationen gruppiert und
die spezifisch veranderten Konzentrationen wurden, relativ zum Wildtyp, farblich gekennzeichnet. Wildtyp (weifs),
Signifikant erhShte Konzentrationen (rot), Signifikant verringerte Konzentrationen (blau). b) Prozentuale Vertei-
lung der signifikant verdnderten Aminosduren iiber alle Mutanten. Student’s t-Test (p < 0.05 *, p < 0.01 **
p < 0.001 ***),

Aus Abbildung 49a wird die hierarchische Abfolge der Deletionsmutanten entspre-
chend ihrer Anzahl an signifikant verdnderten Aminosdurekonzentrationen deutlich.
Die Mutanten zeigten im Allgemeinen nur sehr wenige Anderungen, sodass maximal
sechs Aminoséuren signifikant in ihrer Konzentration verdandert waren. So zeigte die

Mutante Ashb17 (6) unter dem Einfluss von Ethanol die meisten in ihrer Konzen-
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tration verdnderten Aminosduren. Es folgen die Mutanten, bei denen weniger als
1/4 der 19 untersuchten Aminoséuren in ihrer Konzentration verdndert waren, d.h. es
traten maximal 1-4 signifikant verdnderte Aminosauren auf. Diese Gruppe umfasst
die Mutanten Agnd1 (4), Atall (4), Aprs4 (3), Aprss (3). Es folgt die Gruppe
mit maximal 1-2 Anderungen bestehend aus Aprs2 (2), Aprs3 (2), Angmi1 (2),
Asoly (1), Atkl2 (1). Die Mutanten Asol3, Asol2, Asoll, Agndl, Arbkl wiesen
keine signifikant verdnderten Aminosdurekonzentrationen auf.

In Abbildung 49b wird erkennbar, welche Aminosduren prozentual iiber alle Mutan-
ten betrachtet am haufigsten von Konzentrationsénderungen betroffen waren. So
zeigten jeweils 13% der Mutanten erhohte Konzentrationen von Phenylalanin, Leucin
und Tryptophan sowie 7% der Mutanten von Lysin, Asparagin, Glutamin, Serin und
Threonin. Die am hiufigsten von negativen Anderungen (verringerte Konzentratio-
nen) betroffenen Aminoséuren in den Mutanten waren Prolin bei 20% der Mutanten
sowie Phenylalanin, Leucin, Lysin, Asparagin, Glutamin, Serin, Threonin, Alanin,
Aspartat, Glutamat, Valin und Tyrosin bei jeweils 7% der Mutanten. Daraus ergibt
sich, dass die Mutanten insgesamt am héaufigsten von Konzentrationsinderungen
der Aminosduren Phenylalanin, Leucin und Prolin betroffen waren.

Nach Gruppierung der Aminosduren entsprechend ihres metabolischen Vorldufers
(vgl. Abbildung 34) ergeben sich folgende Beobachtungen:

Die Mutante, welche generell die hiufigsten Anderungen aufwies (Ashb17), zeigte
dabei speziell fiir die zwei aromatischen Aminosduren Phe und Trp (aus PEP+E4P)
und fiir Leu (aus Pyr) erhohte Konzentrationen. Homolog dazu waren die betroffen
Aminosduren der Mutante Agnd2. Verringerte Konzentrationen traten fiir Gln, Ser
und Lys (aus a-KG, 3-PG, OxAc) auf. Die Mutante Agnd2 zeigte ebenfalls fiir

einen Vertreter des a-KG - Clusters (Pro) verringerte Konzentrationen.
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Funktionelle paarweise Korrelationsanalyse der Aminosiauren von PPP-
Mutanten in SM-Ethanol

a) b)
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Abbildung 50: Pearsonkorrelationsdiagramm-/dendrogramm der Aminosiuren von PPP-Mutanten
in SM-Ethanol. a) Die paarweisen Korrelationswerte (Signifikanzschranke p < 0.01) von 19 Aminosduren iiber
15 PPP-Mutanten nach Pearson. Negative Korrelation (rot), Positive Korrelation (blau). b) Das resultierende
Korrelationsdendrogramm auf Basis der Korrelationswerte nach Pearson.

Fiir die PPP-Mutanten ergeben sich aus Abbildung 50a/b diverse Subgruppen
beziiglich der Aminosédurekorrelationen. Allgemein treten die stiarksten positiven
Korrelationen zwischen Thr, Gln, Ser (Gruppe 1), Asp und Prolin (Gruppe 2), His
und Arg (Gruppe 3), Leu, Phe und Trp (Gruppe 4) sowie Ala und Glu (Grup-
pe 5) auf. Diese eben genannten Gruppen zeigen nun mehr oder weniger starke
Antikorrelation zu den iibrigen Gruppen, wobei sie teilweise nur gegen spezifische
Gruppen antikorrelieren. So zeigt sich bspw. zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2/4/5
eine Antikorrelation. Gruppe 2 antikorreliert vorwiegend nur gegen Gruppe 1 und
zuséatzlich gegen Gly und Tyr. Gruppe 3 antikorreliert hauptsichlich gegen Gruppe 4
sowie gegeniiber Met und Ala, Gruppe 4 umgekehrt vorwiegend gegen Gruppe 3 und
zusitzlich gegen Gruppe 1 sowie gegen Lys. Gruppe 5 zeigt ebenfalls hauptséchlich
spezifische Antikorrelation zu Gruppe 1 und zusétzlich zu Gly und Tyr, wobei dies

vor allem fiir Glu gilt.
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4.3.3 Zusammenfassung der Aminosadureverteilungsprofile

Nach der Einzelanalyse der verschiedenen Deletionsmutanten aus den beiden Stoff-
wechselwegen Glycolyse und PPP sollen in diesem Abschnitt die Ergebnisse noch
einmal vergleichend zusammengefasst werden. Der Fokus liegt dabei u.a. in einem
generellen Vergleich der Effekte, welche die drei Kohlenstoffquellen auf die Ami-
nosaureverteilung der Mutanten haben. Eine weitere zu klarende Frage ist, ob es
zwischen den verdnderten Aminosdurekonzentrationen spezifisch fiir jede Mutante
Gemeinsamkeiten beziiglich der Konstanz der Anderungen im Vergleich von Glucose,
Galactose, Ethanol gibt. Dadurch kénnen u.a. Mutanten unterschieden werden,
welche entweder spezifisch fiir eine gegebene Kohlenstoffquelle Verédnderungen des
Aminosdurepools aufweisen oder gegensatzlich dazu iiber mehrere bzw. alle Koh-
lenstoffquellen eine hohe Konstanz beziiglich der Verdnderungen zeigen und damit
eine potentiell regulatorische Position beziiglich des Aminosédurespiegels einnehmen.
Weiterhin kann man {iber alle Mutanten der Glycolyse bzw. des PPP betrachtet,
analysieren, wie sich die Konzentrationen der Aminosauren unter Glucose, Galactose,
Ethanol im Trend verdndern und zusétzlich Aussagen iiber den Trend dieser Cluster
treffen. Abschlieflend soll anhand der vorangegangenen Korrelationsanalysen die
Konstanz bzw. Variabilitdt der bestehenden Aminosidurekorrelationen vergleichend

zwischen Glucose, Galactose und Ethanol aufgezeigt werden.

4.3.3.1 Vergleich der Aminosaureprofile unter Glucose, Galactose, Ethanol.

Um den generellen Einfluss der Zuckersubstrate auf die Aminosdureverteilung zu
verdeutlichen und die heterogene Verteilung der Aminoséuren bei den verschiedenen
Zuckersubstraten zu kompensieren, wurden alle Konzentrationen der jeweiligen
Aminoséuren zuvor auf einen Mittelwert von 0 und eine Varianz von 1 standardisiert
(Z-Transformation). Die resultierenden Werte bilden dadurch ein Vielfaches der
Standardabweichung vom Mittelwert aller gemessenen Konzentrationen ab. Die

Ergebnisse der Z-Transformation sind in Abbildung 51 dargestellt.
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Abbildung 51: Z-Transformation der Aminosidurekonzentrationen unter Glucose, Galactose, Ethanol.
Die standardisierten Aminosdurekonzentration von Glycolyse-/ PPP-Mutanten unter dem Einfluss von Glucose,
Galactose, Ethanol. Die Konzentrationen aller Aminosduren iiber alle Mutanten wurden auf einen Mittelwert von 0
und eine Varianz von 1 standardisiert. Die Mutanten wurden nach der zugrundeliegenden Kohlenstoffquelle farblich
unterschieden: Mutanten in SM-Glucose (blau), Mutanten in SM-Galactose (rot), Mutanten in SM-Ethanol (griin),
Wildtyp (schwarz).

Aus den Z-Transformationen lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen: fiir
die Mutanten der Glycolyse (Abbildung 51, Bild links) zeigt sich, dass es zu einer
deutlichen Ausbildung von groferen Gruppen kommt, wobei sich die Mutanten
spezifisch nach ihrer zugrundeliegenden Kohlenstoffquelle gruppieren. Dabei fallt auf,
dass jedes Zuckersubstrat zu einem charakteristischen Aminosédureverteilungsprofil
fithrt. Zwischen Glucose und Galactose besteht ein zueinander dhnlicheres Gesamt-
profil als gegeniiber Ethanol. Fiir Glucose sind dabei besonders die durchschnittlich
erh6hten Konzentrationen von Ser, Thr, Gly und Lys auffillig. Daneben finden

sich fiir die iibrigen Aminoséduren Konzentrationsverteilungen, welche nahe bzw.
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leicht verringert zum Mittelwert aller Substrate und Mutanten sind. Fiir Galactose
findet sich ein prinzipiell analoges Profil, jedoch sind dabei die Aminoséduren Trp,
Tyr und Pro im Vergleich zum Durchschnitt in ihrer Konzentration erhéht. Unter
Ethanol tritt besonders fiir die eben genannten Aminosauren Trp, Tyr, Pro, Ser,
Thr, Gly und Lys ein inverser Konzentrationstrend auf. Die Aminoséduren zeigen
im Vergleich zu Glucose und Galactose verringerte Konzentrationen. Des Weiteren
fallt unter Ethanol besonders die in ihrer Konzentration erhéhte Subgruppe der
Aminosauren Ile, Val, Leu, Ala, Glu, Asn auf, welche nur bei einzelnen Mutanten
unter Ethanol erhoht ist (besonders stark fir Apgm1, Apyc2, Ahxk2, Aglkl, Aenol,
Apgm3). Dieses Cluster weicht zudem noch stiarker vom Wildtyp (unter Ethanol)
ab. Unter Glucose und Galactose zeigt der Wildtyp weitestgehend dhnliche Profile
zu den Mutanten auf dem jeweiligen Zuckersubstrat.

Fiir die Mutanten des PPP (Abbildung 51, Bild rechts) ergeben sich prinzipiell
vergleichbare Aussagen, jedoch sind die Unterschiede zwischen den Profilen von
Glucose und Galactose etwas stiarker. Unter Glucose zeigen sich im Vergleich zum
Durchschnitt erneut, wie schon fiir die Glycolysemutanten, erhohte Konzentrationen
von Ser, Thr, Gly und Lys. Gleiches tritt erneut unter Galactose fiir die Aminoséduren
Trp, Tyr und Pro auf. Eine kleine Gruppe von Mutanten unter Glucose weist zudem
leicht erhohte Konzentrationen von His und Gln auf. In dem Zusammenhang fallt
auf, dass sich die Galactoseprofile von Atkll und Atall zwischen die Glucoseprofile
clustern. Unter Ethanol ist ebenfalls die inverse Konzentrationsverteilung zu Glucose
und Galactose, wie schon bei den Glycolysemutanten, sichtbar. Besonders verringerte
Konzentrationen betreffen dabei diejenigen Aminoséduren, welche unter Glucose und
Galactose erhoht waren. Die am stérksten erhohten Konzentrationen unter Ethanol
betreffen erneut die Aminoséduren Ala, Asn, und Glu. Des Weiteren finden sich
ebenfalls tendenziell héhere Konzentrationen von His, Gln, Arg, Leu und Met. Das
Galactoseprofil der Mutante Agndl clustert zudem mit den Ethanolprofilen, wobei
das Profil dieser Mutante insgesamt am meisten von allen anderen Mutanten abweicht.
Fiir die Profile der PPP-Mutanten ergeben sich insgesamt hohere Ahnlichkeiten zu

den Wildtypen innerhalb ihrer zugrundeliegenden Zuckersubstrate.
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4.3.3.2 Ubergreifende Effekte von Glycolyse-/ PPP-Mutanten zwischen

Glucose, Galactose und Ethanol.

Es soll aufgezeigt werden, ob es Gemeinsamkeiten beziiglich der Wirkung von
Stoffwechseldeletionen zwischen den verschiedenen Kohlenstoffquellen Glucose,
Galactose und Ethanol gibt. D.h. gibt es konstante Anderungen, welche sich bei
zwei (Glucose/Galactose, Glucose/Ethanol, Galactose/Ethanol) oder bei allen drei

Kohlenstoffquellen beobachten lassen.
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Abbildung 52: Ubergreifende Effekte von Stoffwechseldeletionen zwischen Glucose, Galactose,
Ethanol. Gemeinsamkeiten in der Wirkung der Mutanten hinsichtlich der betroffenen Aminoséuren zwischen
den drei Kohlenstoffquellen Glucose, Galactose, Ethanol sind jeweils separat fiir die Glycolyse-/ PPP-Mutanten
dargestellt. Die Uberschneidungen der Effekte der Mutanten sind durch farbliche Kreise fiir die jeweiligen Kohlen-
stoffquellen dargestellt und zusétzlich sind die betroffenen Aminosduren in Klammern und die Richtung der Verdnde-
rungen durch die Vorzeichen +/- (erhShte Konzentrationen (+), verringerte Konzentrationen (-)) im Vergleich zum
jeweiligen Wildtyp abgebildet. Gemeinsamkeiten zwischen Glucose/Galactose (orange); Glucose/Ethanol (blau);
Galactose/Ethanol (griin); Glucose/Galactose/Ethanol (rot). Die Aminoséduren wurden als Einbuchstabencode an-
gegeben: Phenylalanin (F); Methionin (M); Arginin (R); Lysin (K); Histidin (H); Leucin (L); Isoleucin (I); Valin
(V); Alanin (A); Glutamat (E); Asparagin (N); Tyrosin (Y); Prolin (P); Aspartat (D); Serin (S).

Sowohl fiir die Glycolyse- als auch fiir die PPP-Mutanten fanden sich jeweils nur
zwel Mutanten, welche konstant verdnderte Aminosdurekonzentrationen unter den
drei Kohlenstoffquellen Glucose, Galactose, Ethanol aufwiesen (Abbildung 52). Das
traf fiir die Glycolysemutanten Apyc2 und Afop! und fiir die PPP-Mutanten Atall
und Aprsd zu. Daneben fanden sich ebenfalls im Vergleich zwischen Glycolyse
und PPP die hédufigsten Gemeinsamkeiten der Mutanten zwischen Glucose und
Galactose. Die wenigsten Mutanten zeigten generell konstante Anderungen unter
Glucose und Ethanol. Insgesamt waren die aufgefiihrten Mutanten der Glycolyse

am héufigsten von Konzentrationsdnderungen der Aminoséduren Alanin betroffen,
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gefolgt von Isoleucin und Methionin. Die PPP-Mutanten, wobei generell die haufig-
sten Uberschneidungen der Kohlenstoffquellen bei den Mutanten Atal! und den
Aprs - Mutanten gefunden wurden, zeigten besonders fiir Arginin die meisten An-
derungen, gefolgt von Prolin und Tyrosin. Abschlieffend muss angemerkt werden,
dass alle Mutanten die nicht in der Abbildung angegeben sind, nur spezifische
Anderungen fiir die jeweiligen Kohlenstoffquellen zeigten. Das betraf die Glyco-
lysemutanten Aglkl, Apgml1, Apgm2, Aenol, Apckl, Ahxkl, Atdh2 und Apfk27
sowie die PPP-Mutanten Aprs3, Arbk1, Ashb17, Asoll, Angm1 und Atkl2. Die
spezifischen Anderungen wurden bereits in den vorangegangen Kapiteln separat
fiir jede Kohlenstoffquelle besprochen (vgl. Abschnitt 4.3.2). Es ldsst sich demnach
zusammenfassend feststellen, dass die meisten der durch Deletionen von Stoffwech-
selenzymen hervorgerufenen Aminosaurednderungen zumeist spezifisch bei einer der

drei untersuchten Kohlenstoffquellen auftraten.

4.3.3.3 Konzentrationstrend der Aminosauren unter
Glucose/Galactose/Ethanol.

Um darzustellen, welche Aminosduren unter dem Einfluss der verschiedenen Kohlen-
stoffquellen generell stabil bzw. variabel in ihrer durchschnittlichen Konzentration
waren, wurden die Aminosauren entsprechend ihres gemeinsamen metabolischen
Vorlaufers (vgl. Abschnitt 4.3.2 Abbildung 34) gruppiert und dabei, innerhalb der
Gruppe, beziiglich der drei Kohlenstoffquellen Glucose, Galactose, Ethanol vergli-
chen. Dazu wurden jeweils die relativen Konzentrationswerte aufgetragen, deren
arithmetisches Mittel bestimmt und nachfolgend eine Trendlinie fiir das gesamte Vor-
laufercluster, ausgehend von der individuellen Mittelwerten, eingefiigt. Daran kann
abgelesen werden, welche Vorlaufercluster und welche individuellen Aminoséduren
unter den drei Kohlenstoffquellen die hochste Konstanz bzw. die gréfste Variabilitat

aufwiesen.
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Konzentrationstrends der Aminosiauren von Glycolysemutanten
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Abbildung 53: Konzentrationstrend der Aminosiuren von Glycolysemutanten. Die Aminosduren wur-
den nach ihren metabolischen Vorlaufern gruppiert und die relativen Konzentrationen (Ratio Mutante/Wildtyp)
aller Mutanten aufgetragen. Ausgehend vom Mittelwert der Konzentrationen in allen Mutanten wurde eine Trendli-
nie eingefiigt, um den Trend der Konzentrationen unter Glucose,/ Galactose/ Ethanol zu vergleichen. Die schwarze
Linie bei y = 1 zeigt das Wildtyplevel an. Methionin (M), Asparagin (N), Aspartat (D), Lysin (K), Isoleucin
(I), Threonin (T), Glutamat (E), Glutamin (Q), Prolin (P), Arginin (R), Alanin (A), Valin (V), Leucin (L), Phe-
nylalanin (F), Tyrosin (Y), Tryptophan (W), Serin (S), Glycin (G), Histidin (H), Phosphoenolpyruvat (PEP),
Erythrose-4-phosphat (E4P).

Fiir die Aminosduren aus dem Oxalacetatcluster lassen sich folgende Aussagen aus
Abbildung 53 entnehmen: Methionin, Lysin und Threonin zeigten die stabilsten
Konzentrationen unter allen drei Kohlenstoffquellen. Asparagin und Isoleucin waren
besonders im Vergleich zu Glucose (Glc) spezifisch unter Ethanol (EtOH) in ihrer

Konzentration erhoht (18% bei Asn, 33% bei Ile) und zeigten ansonsten unter
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Glucose und Galactose (Gal) dhnliche Konzentrationsverhéltnisse. Aspartat ist die
Aminosdure mit der hochsten Variabilitdt, wobei die hdchsten Konzentrationen
unter Galactose (14% Anstieg zu Glc) und die geringsten unter Ethanol (15% weni-
ger als Glc) auftraten. Gruppiert man alle Aminoséduren des Clusters zusammen,
so ergibt sich im Durchschnitt fiir das Oxalacetatcluster ein leicht ansteigender
Konzentrationstrend unter Ethanol. Fiir das a-Ketoglutarat - Cluster ergaben sich
bei Glutamat und Prolin die stabilsten Konzentrationen. Glutamin und Arginin
zeigten unter Glucose und Galactose individuell dhnliche Konzentrationsverhéltnisse.
Unter Ethanol fielen diese jedoch bei beiden ab. Im Durchschnitt aller Aminosduren
des Clusters ergab sich eine relativ homogene Verteilung der Konzentrationen tiber
alle Kohlenstoffquellen, wobei die Konzentrationen unter Glucose und Galactose
leicht iiber denen unter Ethanol lagen. Das Pyruvatcluster zeigte sich insgesamt sehr
variabel. Bei Alanin waren die Konzentrationen insgesamt alle iiber dem Wildtyple-
vel, jedoch war der Unterschied zwischen Glucose und Galactose minimal (6%). Die
hochsten Konzentrationen traten unter Ethanol auf (19% Anstieg zu Gal). Bei Valin
zeigte sich ein analoges Bild zu Alanin mit ebenfalls den hochsten Werten unter
Ethanol (23% Anstieg zu Glc/Gal). Leucin wies die grofste Variabilitét beziiglich
seiner Konzentrationsverhéltnisse unter den drei Substraten auf. Im Vergleich zu
Galactose, wo durchschnittlich Wildtypkonzentrationen erreicht wurden, waren
die Konzentrationen unter Glucose um 29% niedriger und unter Ethanol um 36%
hoher. Somit ergab sich ein Unterschied von 66% zwischen Glucose und Ethanol.
Allein durch Leucin zeichnet sich der Trend des gesamten Clusters zu erhéhten
Konzentrationen unter Ethanol deutlich ab. Das Phosphoenolpyruvat und Erythrose-
4-phosphat - Cluster zeigte die héchste Konstanz unter allen Vorlduferclustern. Die
Konzentrationen der aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und Trypto-
phan waren durchschnittlich unter allen drei Kohlenstoffquellen relativ vergleichbar
mit dem Wildtyplevel. Tendenziell waren die Level unter Galactose und Ethanol,
im Vergleich zu Glucose, jedoch minimal erhéht (~ 5% zwischen Glc/Gal und max.
15% zwischen Glc und EtOH). Fiir das 3-Phosphoglycerat - Cluster ergaben sich
erhohte Konzentrationen von Serin und Glycin unter Glucose und Galactose (6-14%
iiber Wildtyplevel), wihrend unter Ethanol die Konzentrationen tendenziell 5-10%
unter dem Wildtyplevel und damit im Vergleich zu Glucose und Galactose um 17%
verringert vorlagen. Fiir Histidin, dem einzigen Vertreter der aus Ribose-5-phosphat

hervorgehenden Aminoséuren, zeigten sich tendenziell unter Glucose und Galactose
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zum Wildtyp vergleichbare Konzentrationen. Nur unter Ethanol traten durchschnitt-

lich um 10% verringerte Konzentrationen auf.
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Abbildung 54: Konzentrationstrend der Aminosiuren von PPP-Mutanten. Die Aminosduren wurden
nach ihren metabolischen Vorldufern gruppiert und die relativen Konzentrationen (Ratio Mutante/Wildtyp) aller
Mutanten aufgetragen. Ausgehend vom Mittelwert der Konzentrationen in allen Mutanten wurde eine Trendlinie
eingefiigt, um den Trend der Konzentrationen unter Glucose/Galactose /Ethanol zu vergleichen. Die schwarze
Linie bei y = 1 zeigt das Wildtyplevel an. Methionin (M), Asparagin (N), Aspartat (D), Lysin (K), Isoleucin

(I), Threonin (T), Glutamat (E), Glutamin (Q), Prolin (P),

Arginin (R), Alanin (A), Valin (V), Leucin (L),

Phenylalanin (F), Tyrosin (Y), Tryptophan (W), Serin (S), Glycin (G), Histidin (H), Phosphoenolpyruvat (PEP),

Erythrose-4-phosphat (E4P).

Fiir die Aminosduren aus dem Oxalacetatcluster lassen sich folgende Aussagen aus

Abbildung 54 entnehmen: Asparagin, Lysin und Threonin zeigten die stabilsten
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Konzentrationen (Abweichungen max. 5%) unter allen drei Kohlenstoffquellen.
Aspartat zeigte unter Glucose und Ethanol vergleichbare Konzentrationen (5%
unter Wildtyplevel). Fiir Galactose ergaben sich, im Vergleich zum Wildtyp, um
5% erhohte Konzentrationen, sodass die Abweichung zwischen den drei Substraten
bei max. 10% lag. Bei Methionin und Isoleucin ergab sich fiir die PPP-Mutanten
die grofste Variabilitdt. Methionin zeigte die niedrigsten Konzentrationen unter
Galactose (13% unter Wildtyplevel), gefolgt von Glucose (6% unter Wt). Daraus
ergab sich mit 16% die grofste Abweichung zwischen Galactose und Ethanol. Bei
Isoleucin waren die Konzentrationen unter Glucose gegeniiber dem Wildtyp um
8% verringert und unter Ethanol um 20% erhoht, sodass die grofste Diskrepanz
zwischen Glucose und Ethanol auftrat (29%). Insgesamt ergaben sich dadurch fiir
das gesamte Oxalactetatcluster ansteigende Konzentrationen von Glucose nach
Ethanol. Fiir das alpha-Ketoglutarat - Cluster ergaben sich bei Glutamin und
Prolin die stabilsten Konzentrationen. Glutamat und Arginin zeigten beide unter
Glucose und Galactose erhohte und zudem konstante Konzentrationen, jedoch waren
die Konzentrationen bei Arginin durchschnittlich stirker erhoht (24% iiber Wt-
Level). Die beiden Aminosduren zeigten ebenfalls die geringsten Konzentrationen
unter Ethanol (fiir Glu 11% unter Wt, fiir Arg 6% tiber Wt). Somit ergaben sich
insgesamt Unterschiede von 14% von Glucose/Galactose zu Ethanol bei Glutamat
und 18% bei Arginin. Der Konzentrationstrend des gesamten Clusters war demnach
von Glucose nach Ethanol tendenziell abfallend. Das Pyruvatcluster zeigte erneut,
besonders fiir Leucin, die grofste Variabilitdt unter den Kohlenstoffquellen, bei
ansonsten hoher Konstanz von Alanin und Valin. Die mittleren Konzentrationen
von Leucin unter Ethanol waren im Vergleich zum Wildtyp um 30% verringert,
bei Galactose um 8% verringert und unter Ethanol um 13% erhoht, sodass der
Unterschied zwischen Glucose und Ethanol erneut am stérksten (43%) ist. Das
gesamte Cluster wies demnach einen prinzipiell in seiner Konzentrationsverteilung
ansteigenden Trend von Glucose nach Ethanol auf. Fiir das Phosphoenolpyruvat
und Erythrose-4-phosphat - Cluster zeigte sich die hochste Konstanz bei den drei
aromatischen Aminoséuren (Trp, Tyr, Phe) unter Glucose und Galactose (max. 5%
Abweichung zum WT-Level). Alle Aminosduren des Clusters zeigten unter Ethanol
die hochsten mittleren Konzentrationen, wobei sich fiir Tryptophan (17% {iber
Wt-Level) die héchste Steigerung zwischen Glucose/Galactose und Ethanol ergab
(21%, gefolgt von Phe mit 15% und Tyr mit 14%)). Der Trend des Clusters war
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dadurch erwartungsgemafs ebenfalls ansteigend. Fiir das 3-Phosphoglycerat - Cluster
ergab sich bei Glycin eine hohe Konstanz der Konzentrationen zwischen allen drei
Substraten. Serin zeigte nur unter Glucose um 12% erhohte Konzentrationen und
ansonsten fiir Galactose und Ethanol nahezu Wildtyp-ahnliche Verhéltnisse. Der
Trend des Clusters war leicht abfallend von Glucose zu Ethanol, aber dennoch
minimal iiber dem Wildtyplevel. Fiir Histidin, dem einzigen Vertreter der aus
Ribose-5-phosphat hervorgehenden Aminoséuren, zeigte sich grundlegend eine hohe
Konstanz der Konzentrationen unter den drei Substraten. Zum Wildtyp ergaben

sich maximale Abweichungen von 8% bei Galactose.

4.3.3.4 Dynamik der Aminosaurekorrelationen unter
Glucose/Galactose/Ethanol

Um die Dynamik der Aminosdurekorrelationsgruppen fiir sowohl Glycolyse-/ PPP-
Mutanten beziiglich der Kohlenstoffquellen (Glucose/ Galactose/ Ethanol) darzu-
stellen, wurde ein Tanglegramm erstellt. Dadurch kann bestimmt werden, welche
Aminosaurekorrelationen unter den verschiedenen Substraten konstant bestehen

bleiben bzw. welche Korrelationen sich auflosen.
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Glycolyse - Deletionen Pentosephosphatweg - Deletionen
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Abbildung 55: Tanglegramm zum Analyse der Dynamik der Aminos&urekorrelationscluster. Die Kor-
relationsdendrogramme ausgehend von der Pearsonkorrelation iiber alle Mutanten aus Glycolyse bzw. PPP unter
Glucose, Galactose, Ethanol sind dargestellt. Die Farben codieren die Cluster unter Glucose. Die Farbcodierung
wird beibehalten um die Dynamik der Aminosduren zu demonstrieren.
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Fiir die Glycolysemutanten lassen sich aus Abbildung 55 folgende Aussagen ex-
trahieren: im Vergleich zwischen Glucose und Galactose zeigte sich, dass sich das
Korrelationscluster 1 (His, Glu, Met) unter Galactose auflost. Methionin zeigte dabei
weiter Ahnlichkeit zu Cluster 2 (Tyr, Trp, Arg, Val, Ile, Ala) wie schon bei Glucose.
Einzig Glutamat und Histidin gruppierten sich unter Galactose mehr in Richtung
des ehemaligen Cluster 4 (Ser, Gln, Pro) unter Glucose. Fiir Cluster 2, Cluster 3
(Leu, Phe) sowie Cluster 5 (Asn, Thr, Gly, Asp) zeigte sich eine weitestgehend
konstante Korrelation auch unter Galactose. Bei Alanin zeigte sich unter Galactose
eine hohere Ahnlichkeit zum ehemaligen Cluster 5. Arginin wechselte ebenfalls die
Korrelationsgruppe und gruppierte sich unter Galactose nun zusammen mit dem
ehemaligen Cluster 4 sowie Lysin und Glutamat. Im Vergleich zwischen Galactose
und Ethanol wurden die ehemaligen Cluster, welche bei Glucose aufgetreten sind,
teilweise noch weiter aufgelost. Die hochste Konstanz verblieb jedoch weiterhin
zwischen Threonin, Glycin und Aspartat (ehemals Cluster 5) sowie zwischen Serin,
Glutamin (ehemals Cluster 4) und der Gruppe Alanin, Isoleucin Valin und Tryp-
tophan (ehemals Cluster 2). Eine starke Separierung trat vor allem fiir Histidin,
Glutamat und Methionin (ehemals Cluster 1) sowie fiir Leucin und Phenylalanin
(echemals Cluster 3) auf. Im Vergleich von Glucose und Ethanol zeigte sich, wie schon
im Vergleich zwischen Galactose und Ethanol, dass zwischen Threonin, Glycin und
Aspartat (ehemals Cluster 5) sowie zwischen Serin, Glutamin (ehemals Cluster 4)
und der Gruppe Alanin, Isoleucin Valin und Tryptophan (ehemals Cluster 2) wei-
terhin eine relativ konstante Korrelation bestehen blieb. Ebenso verhielt es sich fiir
die deutliche Separierung der ehemaligen Cluster 1 und 3.

Fiir die PPP-Mutanten lassen sich aus Abbildung 55 folgende Aussagen extrahieren:
im Vergleich von Glucose und Galactose zeigte sich, dass das Korrelationscluster 1
(Asn, Lys, Arg, Gln, Glu) unter Galactose weiterhin eine hohe Ahnlichkeit aufwies.
Speziell Arginin, Lysin, Glutamin zeigten dabei weiterhin hohe Korrelationen. Clu-
ster 2 (His, Ala) wurde stark separiert. Das Cluster 3 (Val, Ile, Tyr, Trp, Phe)
separierte sich zwar, zeigte aber weiterhin bestédndige Korrelationen zwischen Valin
und Isoleucin sowie zwischen den aromatischen Aminosduren. Aus Cluster 4 (Thr,
Asp, Met, Gly, Ser) verblieb weiterhin eine hohe Korrelation zwischen Threonin,
Aspartat und Serin. Cluster 5 (Pro, Leu) separierte analog zu Cluster 2 sehr stark.
Im Vergleich von Galactose und Ethanol blieben bei einigen Aminosduren die

Korrelationen unter Galactose auch bei Ethanol weiter bestehen. Dies galt bspw.
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fiir Lysin, Arginin und Glutamin sowie Asparagin und Glutamat (alle ehemals
Cluster 1). Weiterhin néherten sich Prolin und Leucin wieder stirker an (ehemals
Cluster 5). Die Korrelationen zwischen dem ehemaligen Cluster 3 (Val, Ile, Tyr,
Trp, Phe) blieben ebenfalls bestehen, jedoch korrelierte Valin unter Ethanol mehr
mit Phenylalanin und Tryptophan und Isoleucin mehr mit Tyrosin. Zu letzterem
zeigte Glycin ebenfalls weiterhin eine hohe Korrelation. Die starkste Separierung
zeigten weiterhin Histidin und Alanin (ehemals Cluster 2). Im Vergleich von Glucose
und Ethanol zeigte sich die Auflésung von Cluster 1 (Asn, Lys, Arg, Gln, Glu)
bei verbleibender Korrelation zwischen Asparagin und Glutamat sowie zwischen
Glutamin und besonders Lysin und Arginin. Histidin und Alanin separierten, wie
schon bei Galactose, besonders stark. Fiir das Cluster 3 (Val, Ile, Tyr, Phe, Trp)
verblieb weiterhin eine zwei zu drei Korrelation einerseits zwischen Iseleucin und
Tyrosin, andererseits zwischen Tryptophan, Phenylalanin und Valin. Cluster 4 (Thr,
Asp, Met, Gly, Ser) 16ste sich ebenfalls weitestgehend auf. Die stirkste Korrelation
verblieb nur zwischen Serin und Threonin. Prolin und Leucin korrelierten unter

Ethanol erneut starker als unter Galactose.
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In diesem Abschnitt werden die zuvor prasentierten Ergebnisse abschliefsend disku-
tiert. Dabei erfolgt wie zuvor eine Trennung der beiden experimentellen Bereiche.
Zu Beginn des Kapitels werden die Ergebnisse des Haploprofizienzscreens sowie
die daraus resultierende haploprofiziente Doppelmutante Avhr! /Angm1 disku-
tiert. Weiterhin soll diskutiert werden, unter welchen Bedingungen sich genetische
Interaktionen von VHRI und NQM1 als vorteilhaft herausstellen und wie diese
potentiellen regulativen Zusammenhéange im Kontext mit bisher etablierten Model-
len zur Regulation des chronologischen Alterns bzw. der Langzeitadaptation unter
sich verandernden Umweltbedingungen, speziell bei Nahrstoffmangel, in Verbindung

stehen.

Im zweiten Teil der Diskussion werden die Ergebnisse der Wachstums- und Ami-
nosdureverteilungsprofile von Glycolyse-/PPP-Mutanten diskutiert. Dabei soll fiir
ausgewahlte Deletionsmutanten versucht werden die beobachteten Profile anhand
der zugrundeliegenden Deletion bzw. der Position der deletierten Enzyme innerhalb
des Stoffwechselweges zu erklédren und dabei diejenigen Deletionsmutanten zu identi-
fizieren, welche unter den gegeben Umstédnden (variierende Kohlenstoffquellen) den
groften Einfluss auf die Verteilung der intrazelluldren Aminoséduren haben. Gleichzei-
tig soll aufgeklart werden, ob und inwiefern die unterschiedlichen Kohlenstoffquellen
selbst, bereits ein charakteristisches Aminosaureverteilungsprofil ausprégen. Weiter-
hin soll diskutiert werden, welche Aminosduren hauptséchlich von genetischen und
Umweltperturbationen betroffen sind und wie sich deren Konzentrationsverteilungen
zwischen Glucose, Galactose und Ethanol unterscheiden. Abschliefsend soll die Frage
geklart werden, ob sich prinzipiell Korrelationen bestimmter Aminosduregruppen
ergeben bzw. wie sich deren Abhéngigkeit unter wechselnden Umweltbedingungen

entwickelt.
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5.1 Analyse von VHR1-, NQM1 - Mutanten

5.1.1 VHR1-,NQM1 - Deletionen im Zusammenhang mit

chronologischem Altern

In der vorliegenden Arbeit wurden Gene, welche zuvor in den Zusammenhang der
Regulation des chronologischen Alterns bei S. cerevisiae gebracht wurden [104],
in Hinblick auf mogliche genetische Interaktionen untersucht. Da fiir den Grofteil
dieser Gene die spezifische Funktion bzw. deren Assoziation zu bereits bekann-
ten Regulatoren des chronologischen Alterns in Hefe noch relativ unbekannt war,
wurde diesbeziiglich eine Kollektion an heterozygoten Doppelmutanten erzeugt,
um eventuell bestehende und sich, in diesem Zusammenhang vorteilhaft auf die
chronologische Lebensspanne auswirkende, Interaktionen mittels eines kompetitiven
Haploprofizenzscreens nachzuweisen. Im Ergebnis des Haploprofizienzscreens konnte
eine signifikante Anreicherung einer Doppelmutante, welche fiir die beiden Gene
VHR1 und NQM1 heterozygot war, identifiziert werden.

Von VHR1 war bereits bekannt, dass der Transkriptionsfaktor an der Regulation
von VHT1 (Vitamin H - Transporter 1) und BIO5 (Transporter von Vorldufermo-
lekiilen zur Biotinbiosynthese) beteiligt ist [134] und dass seine Expression durch
chemischen Stress induziert wird [135]|. Fiir NQM1 war neben der Kristallstruktur
noch bekannt, dass die typische Transaldolasenreaktion der reversiblen Umsetzung
von Erythrose-4-phosphat und Fructose-6-phosphat zu Glycerinaldehyd-3-phosphat
und Sedoheptulose-7-phosphat bereits in vitro demonstriert wurde [122].

Im Allgemeinen ist die Dynamik bzw. die Prozesse, welche die Lebensdauer von
Hefemutanten wiahrend eines solchen kompetitiven chronologischen Alterungsexperi-
ments beeinflussen sehr komplex. So werden neben den zahlreichen intrinsischen
Alterungsfaktoren wie beispielsweise gesteigerte intrazellulare Beschddigung durch
erh6hten oxidativen Stress, Telomerverkiirzung, Fehlfunktionen von Mitochondrien,
DNA Mutationen, epigenetische Verdnderungen mit Auswirkung auf die generel-
le Genomstabilitiat sowie eine erhchte Proteotoxizitéit auch exogene Faktoren als
Ursache des chronologischen Alterungsprozesses diskutiert [57,136-139]. Um Unter-
schied zu den intrinsischen Faktoren wirken sich die exogenen Faktoren in der Regel
indirekt auf die Fitness der zu untersuchenden Organismen (und damit auf deren

Lebenspanne) aus, ohne dabei direkt die deletierten Gene zu beriicksichtigen. Diese
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exogenen Alterungsfaktoren umfassen dabei die zugrundeliegenden Kohlenstoff-
bzw. Stickstoffquellen selbst, aber auch Stoffe, die sich wahrend des Verlaufs der
chronologischen Alterungsexperimente innerhalb des Kulturmediums bilden. So
wird beispielsweise Glucose selbst als limitierender Faktor fiir die Lebensspanne
diskutiert [140]. Prinzipiell werden Untersuchungen zum chronologischen Altern in
synthetischem Komplettmedium (SC) mit 2% Glucose als Standardzuckerkonzen-
tration durchgefiihrt. Nach ca. 12 Stunden ist die Konzentration von Glucose im
Kulturmedium jedoch kaum noch nachweisbar, was durch den erhéhten Umsatz der
Glucose durch die Hefekulturen erklérbar ist [140]. Es wurde bereits demonstriert,
dass die Glucosekonzentration einen Effekt auf die chronologische Lebensspanne
haben kann. So zeigt sich bei einer Reduktion der Glucosekonzentration von 2%
auf 0.5% bzw. 0.05% im Kulturmedium eine deutlich verlangerte chronologische
Lebensspanne (Kalorierestriktion). Zusétzlich wird neben der Wirkung der néhrstoff-
sensitiven Kinasen (Tor, Ras/PKA, Sch9) diskutiert, dass die zelluldre Antwort auf
Kalorierestriktion iiber zahlreiche stressspezifische sowie generelle Transkriptionsfak-
toren wie Yaplp, Msn2/4p, Hsflp und Hoglp/Hotlp vermittelt wird [124, 141, 142].
Diese Faktoren induzieren als transkriptionelle Stressantwort unter anderem die
Expression von Antioxidanzenzymen und reduzieren dadurch oxidativen Stress,
welcher charakteristisch fiir alternde Kulturen ist [143|. Weiterhin kénnen diese
Faktoren eine generelle Stressresistenz in Abhéngigkeit der Néhrstoffverfiigbarkeit
oder anderen Umweltfaktoren auslésen und dabei auch andere Prozesse wie Au-
tophagie, Proteinsynthese und die Funktion der Mitochondrien beeinflussen [73],
welche alle bereits im Kontext der Regulation des Alterns aufgefallen sind.

Der Metabolismus von Glucose auf primér fermentativen Weg fiihrt zu weiteren
Faktoren, welche die Lebensspanne innerhalb kompetitiver Alterungskulturen be-
einflussen konnen. Glucose wird dabei fermentativ zu Ethanol umgesetzt. Sobald
Glucose zum limitierenden Faktor wird, erfolgt im Metabolismus eine Umstellung
von fermentativen zu respirativen Metabolismus, wobei Ethanol dabei respirativ
zu Essigsdure umgesetzt wird. Die damit verbundenen Anderungen im pH-Wert
des Kulturmediums bzw. die ansteigende Azidifizierung des Mediums kénnen sich
ebenfalls auf die Dauer der chronologischen Lebensspanne auswirken [140]. Dabei
wird angenommen, dass die exogen im Medium entstehende Essigsdure in ihrer
protonierten Form die Plasmamembran iiberschreiten kann und als Resultat zur

Azidifizierung des intrazelluldren Milieus fithrt. Diese Anreicherung von Essigsdure
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im intrazelluldren Milieu fiihrt nachfolgend zur Aktivierung des programmierten
Zelltods (Apoptose) [144]. Das apoptotische Programm ist in der Regel begleitet
von den typischen apoptotischen Merkmalen wie der Kondensation der Chromo-
somen, Fragmentierung, Exposition von Phosphatidylserin sowie der Freisetzung
von Cytochrom ¢ und der Depolarisierung der Mitochondrienmembran [62,143,145].
Bei chronologisch gealterten Hefekulturen wurden diese typischen Apoptosemar-
ker ebenfalls identifiziert und weiterhin konnte demonstriert werden, dass sich die
chronologische Lebenspanne von Hefekulturen durch eine Deletion in dem Meta-
caspasegen YCAI verldngern lésst [143]. Generell dufsert sich die Auslosung eines
apoptischen Programms nicht nur negativ auf die Kulturen. So wird u.a. diskutiert,
dass besonders dltere Organsimen bewusst einen apoptotischen Zelltod wéhlen, um
den verbleibenden jiingeren Organismen Nihrstoffe zum weiteren Uberleben bereit
zu stellen und sich damit sozusagen altruistisch zum Erhalt ihrer Population opfern.
Diese Hypothese wurde von Fabrizio et al. formuliert [62]. Im Detail wurde gezeigt,
dass sich nach 10 Tagen eines chronologischen Alterungsexperiments ein adaptives
Neuwachstum [engl. adaptive Regrowth] einzelner Mutanten zeigte, welches u.a. be-
reits fiir stationére Bakterienkulturen bekannt war [146]. Das adaptive Neuwachstum

sicherte damit den Fortbestand der Population in einer sich verandernden Umwelt.

Das generelle Verhéltnis der Nahrstoffe in chronologischen Alterungskulturen wird
ebenfalls zunehmend als Regulator des Alterns diskutiert [147,148]. So wurde bspw.
gezeigt, dass die Ammoniumkonzentration, speziell bei Aminosaure-auxotrophen
Stammen drastische Effekte auf die chronologische Lebensspanne haben kann und
dass die dabei auftretenden Effekte speziell von der jeweiligen limitierten Amino-
séure abhéngen [149, 150]. Die Wirkung von Aminoséduren bei der Regulation der
chronologischen Lebensspanne wurde besonders fiir die Aminosduren Glutamat,
Methionin und Leucin dokumentiert [151,152|. Dabei zeigten sich bei einer Vermin-
derung der Methioninkonzentration oder bei einer Erhohung der Glutamat- bzw.
Leucinkonzentration positive Effekte auf die Lebensdauer. Dass die Auxotrophie
der zugrundeliegenden Kulturen auch direkten Einfluss auf die zu untersuchen-
den physiologischen Parameter haben kann, wurde zudem durch Miilleder et al.

aufgezeigt [107].

Zusammengefasst konnten daher alle Faktoren die sich positiv auf einen oder mehrere

der erwihnten Prozesse auswirken (bspw. eine erhéhte generelle Stressresistenz) zur
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Anreicherung der heterozygoten VHR1/NQM1 - Doppelmutante in den kompetitiven

Alterungsexperimenten gefiihrt haben.

Der Uberlebensvorteil der heterozygoten VHR1/NQM]1 - Doppelmutante wurde
neben dem komplexen kompetitiven Wettbewerbsexperiment ebenfalls individuell fiir
haploide, diploid heterozygote und prototrophe Kulturen in nicht-kompetitiver Um-
gebung analysiert und gleichzeitig bestétigt (vgl. Abschnitt 4.1.4 Abbildung 8/9/10).
Die Unterschiede vom kompetitiven zum nicht-kompetitiven chronologischen Altern
waren dabei u.a. an der Dauer des Experiments ersichtlich. Wahrend das kompe-
titive Altern iibern einen Zeitraum von 32 Tagen beobachtet wurde, zeigte sich
besonders bei den haploiden Hefekulturen eine deutlich kiirzere Lebensdauer in
nicht-kompetitiver Umgebung. Die Ursache dafiir konnte in der Préasenz des LEU2 -
Auxotrophiemarkers begriindet sein, der zur Herstellung der diploid heterozygoten
Doppeldeletionsbank verwendet wurde. Die positiven Effekte von Leucin auf die
chronologische Lebensspanne wurden bereits demonstriert [152]. Zudem zeigte sich
im Vergleich zu den prototrophen Stdmmen (vgl. Abschnitt 4.1.4 Abbildung 10), bei
denen die Auxotrophie durch die Priasenz des Plasmids pHLUM aufgehoben wurde,
eine deutlich verlangerte Lebenspanne, was zuséatzlich die Hypothese der positiven
Aminosédureeffekte bestéitigt. Bei den nicht-kompetitiven Alterungsexperimenten war
vor allem auffillig, dass sich der Uberlebensvorteil der Avhrl /Angm1 - Doppelmu-
tante nicht in dem klassischen Phénotyp des chronologischen Alterns manifestierte,
welcher durch ein zeitlich fritheres Absterben des Wildtyps charakterisiert ist, son-
dern als gesteigerte Klonogenizitat der Avhr! /Angm1 - Doppelmutante zu einem
spiteren Zeitpunkt der stationdren Phase. Obwohl dieser Phénotyp vom klassischen
Phénotyp abweicht, wurde er dennoch bereits in anderen Studien beobachtet [153].
Es ist daher moglich, dass die Avhr! /Angm1 - Doppelmutante dadurch eine erhoh-
te Viabilitdt innerhalb der stationdren Phase aufweist, da sie eventuell effizienter
im adaptiven Neuwachstum ist [62]. Daher wird der hier présentierte Phénotyp
vom kanonischen Phénotyp des chronologischen Alterns unterschieden und fortlau-
fend als Phénotyp des gesteigerten Uberlebens innerhalb der spiten stationéiren
Phase definiert. Im Allgemeinen ergibt sich durch die gesteigerte Fahigkeit des
erneuten adaptiven Wachstums innerhalb von alternden Kulturen die Moglichkeit,
speziell bei schwierigen Umweltbedingungen wie bspw. erhohtem N&ahrstoffman-

gel /Nahrstofflimitierung den Fortbestand der Population zu sichern.
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5.1.2 VHR1-, NQM1 - Mutanten zeigen charakteristische
Metabolitprofile

Da NQM1 ein Paralog zu der im PPP aktiven Transaldolase 1 (TAL1) darstellt,
wurde untersucht inwiefern Avhr! und Angmi - Mutanten ebenfalls charakteri-
stische Metabolitenverteilungsprofile aufweisen, wodurch sich Riickschliisse auf die
funktionelle Lokalisation der Gene ziehen lassen. Typischerweise zeigt bspw. eine
TAL1 - Deletion eine Akkumulation ihres katalytischen Edukts Sedoheptulose-7-
phosphat [6, 8.

Im Ergebnis des Metabolitenverteilungsprofils zeigte sich ein Einfluss der Dele-
tionen von VHRI und NQM1I1 auf die Zuckerphosphatmetaboliten des zentralen
Kohlenhydratstoffwechsels am Beispiel von Glycolyse und PPP (vgl. Abschnitt 4.2.1
Abbildung 11). Dabei zeigten sich Unterschiede zwischen den einzelnen Mutanten
und ihrem jeweiligen Ploidigrad. Wahrend haploide Avhr! und Angm1 - Mutanten
verringerte Konzentration der Metaboliten der oberen Glycolyse bzw. des PPP
aufwiesen, zeigte sich bei den heterozygoten Mutanten ein potentiell umgekehrter
Phénotyp. Fiir humane Zelllinien wurden bei einer Transaldolasedefizienz bereits
erhohte Aktivitdten der beiden Enzyme des oxidativen PPP Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase sowie 6-Phosphogluconatdehydrogenase festgestellt, was eventuell
mit den hier aufgefithrten geringen Konzentrationen der oxidativen PPP-Metabolite
korrelieren konnte [154]. Die héchsten Konzentrationen im haploiden Zustand wurden
besonders bei Glycerinaldehyd-3-phosphat (G3P) und 2-/3-Phosphoglycerat(2PG,
3PG) beobachtet. Die Akkumulation von G3P konnte in der Deletion der Trans-
aldolase NQM1, welche G3P zur Katalyse verwendet, begriindet sein. Die ebenfalls
erhohten Konzentrationen der nachfolgenden Metaboliten 2PG und 3PG konnten
ebenfalls mit der NQM1 - Deletion in Zusammenhang stehen. Der genaue Mechanis-
mus dahinter ist noch nicht genau aufgeklart, jedoch gibt es Hinweise dass zwischen
den Genen der Phosphoglyceratmutase (GPM1) und der Transaldolase NQM1I
ein funktioneller Zusammenhang besteht. Eine Untersuchung von Phosphoglyce-
ratmutasemutanten unter gluconeogenetischen Bedingungen zeigte, dass bei einer
GPMT1 - Deletion u.a. NQM1 eines der am hochsten exprimierten Gene iiberhaupt
ist [155]. Daher ist es vorstellbar, dass eine umgekehrte Deletion von NQM1 in einer
Akkumulation von 2PG/3PG resultiert. Diese Annahme wurde im Rahmen dieser

Arbeit jedoch nicht tiberpriift und muss daher in weiterfithrenden Studien aufgeklért
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werden, wobei darauf hingewiesen werden muss, dass eine GPM1 - Deletion bei
Abkémmlingen des parentalen Hefestamms S288C nicht lebensfihig ist. Unabhingig
davon lasst sich trotzdessen bereits eine Funktion von NQM1 unter gluconeoge-
netischen Bedingungen vermuten, welche gleichzeitig fiir alternde Kulturen eine
Relevanz hétte, da sich wihrend des chronologischen Alterns eine Verschiebung des
Metabolismus von fermentativen auf einen vermehrt gluconeogenetischen Metabolis-
mus vollzieht. Beim Vorhandensein eines funktionellen NQM1 - Allels zeigte sich
diese Akkumulation von G3P sowie den nachfolgenden Metaboliten jedoch nicht.
Interessanterweise zeigten im heterozygoten Zustand vermehrt die PPP-Metaboliten
in den VHR1 und NQM1 - Mutanten erh6hte Konzentrationen. Generell konnte
beobachtet werden, dass sich die Metabolitprofile von Avhrl und Angml - Mu-
tanten &hnlicher sind. Die Doppelmutante Avhri /Angml zeigte grofstenteils einen
abgeschwachten bzw. inversen Phanotyp beziiglich ihrer Metabolitkonzentrationen.
Uber die Funktion des Transkriptionsfaktors VHRI lassen sich aufgrund der vorlie-
genden Metabolitprofile jedoch nur schwer Aussagen treffen. Offensichtlich zeigen
sich bei einer VHRI - Deletion ebenso weitreichende Auswirkungen wie bei ei-
ner NQM1 - Deletion. Inwiefern VHR1 hingegen generell an der Regulation von
Glycolyse bzw. PPP-assoziierten Genen beteiligt ist bleibt bisher weiterhin unge-
klart. Aufgrund seiner bekannten Funktion, der Regulation von Biotin-abhéngigen
Transportern bzw. Biosynthesegenen [134], lasst sich aber eine Korrelation zu
nahrstoffumsetzenden Prozessen ableiten. Studien des ribosomalen Transkriptions-
faktors Ifth1p zeigten eine Assoziation von Ifhlp mit TORC1, wobei TORC1 dabei
die dynamische Acetylierung und Phosphorylierung von Ithlp in Abhéangigkeit
des Néhrstoffangebots regulierte [156]. Innerhalb der Studie wurde zudem {iber
Chromatin-Immunoprazipitations-Sequenzierung (ChIP-Seq) - Daten gezeigt, dass
Ifthlp in der Lage ist an den genomischen Lokus von VHRI zu binden [156]. Daher
konnte es moglich sein, dass VHR1 auf indirekten Weg ebenfalls in bekannten
nahrstoffsensitiven Signalwegen eine Funktion erfiillt.

Neben den glykolytischen und PPP-assoziierten Zuckerphosphaten wurde zusétzlich
die Verteilung der Zuckeralkohole (Alditole/Polyole) in Avhr! und Angm! - Mutan-
ten analysiert (vgl. Abschnitt 4.2.2 Abbildung 12). Polyole sind niedermolekulare,
l6sliche Verbindungen, welche sich in vielen Organismen als Antwort auf primér
Salz- und osmotischen Stress intrazelluldr akkumulieren. Sie werden gemeinhin als

kompatible Substanzen bezeichnet, da ihre Anwesenheit bzw. ihre Akkumulation
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nicht mit dem zelluldren Stoffwechsel interferiert. Polyole sind fiir ihre protekti-
ven Eigenschaften in zahlreichen Organismen bekannt. Sie sind beteiligt an der
Osmoregulation, der Abwehr von oxidativem Stress und dienen zusétzlich als Kohlen-
hydratspeicherstoffe [157,158]. Fiir die quantifizierten Polyole zeigte sich groftenteils
iiber alle untersuchten Deletionsstimme, dass ihre Konzentrationen im Vergleich
zum Wildtyp verringert waren. Erhohte Konzentrationen wurden sowohl in den
haploiden und heterozygoten Mutanten nur bei Sedoheptulose festgestellt. Weiterhin
fanden sich erhohte Konzentrationen bei Threitol (Avhrl) sowie bei Erythritol und
Xylitol in der heterozygoten Avhri /Angm1 - Doppelmutante. Die intrazelluliren
Polyole entstehen durch Umwandlung der Zuckerphosphatmetaboliten, wobei dafiir,
in Abhéangigkeit des jeweiligen Polyols, mehrere Zwischenschritte notwendig sind.
Polyole sollten aus diesem Grund die Verteilung der Zuckerphosphate widerspiegeln
koénnen.

Fiir Arabitol, welches osmoprotektive Eigenschaften aufweist [159] und aus den
PPP-Metaboliten Ribulose-5-phosphat/Xylulose-5-phosphat (RI5P/X5P) iiber die
Zwischenstufen Ribulose/Xylulose entsteht [160], zeigte sich fiir die haploiden Stdm-
me ein analoges Bild zur Zuckerphosphatkonzentration. Interessanterweise verblieben
die Arabitolkonzentrationen in den heterozygoten Mutanten weiterhin verringert,
obwohl die Zuckerphosphate erhoht waren.

Mannitol zahlt zu den am meisten verbreiteten Polyolen der Biosphére und ist
speziell im Reich der Pilze eines der am héufigsten vorkommenden 16slichen Koh-
lenhydrate in Mycellen und Fruchtkorpern [161]. Bei Pilzen wurden zahlreiche
Funktion von Mannitol und dessen Metabolismus postuliert, wobei Mannitol dabei
als Speicherkohlenhydrat, zur NADPH-Regeneration und zur Abwehr von um-
weltbedingten Stress Verwendung findet [162|. Mannitol geht aus Fructose bzw.
Fructose-6-phosphat(F6P) hervor [161]. Fiir Mannitol war im Falle der haploiden
Stamme ebenfalls zu beobachten, dass die geringen Zuckerphosphatkonzentrationen
in ebenso geringen Polyolkonzentrationen resultierten. Im heterozygoten Zustand
schien die Polyolverteilung nicht direkt die Zuckerphosphatverteilung widerzuspie-
geln. Die kann darin begriindet sein, dass Glucose-6-phosphat (G6P) und F6P als
Summe quantifiziert wurden. Zudem wurde die Konzentration von Fructose nicht
bestimmt, welches auch auf direkten Weg zu Mannitol umgesetzt werden kann.
F6P wird {iber den Zwischenschritt mit der Bildung von Mannitol-1-Phosphat zu
Mannitol konvertiert [161].
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Ribitol findet vor allem Verwendung als Bestandteil von Riboflavin (Vitamin Bs) und
ist damit Teil des Coenzyms FAD™, welches als ein bedeutender Elektronendonor-
bzw. Akzeptor in verschiedenen Stoffwechselprozessen wie bspw. der oxidativen
Phosphorylierung sowie der g-Oxidation von Fettsduren Anwendung findet. Ob
Ribitol daneben noch andere biologische Funktionen erfiillt ist bisher nicht bekannt.
Ribitol wird auf &hnlichen Weg wie Arabitol iiber RI5P synthetisiert und spiegelte
fiir die haploiden Mutanten die Verteilung der Zuckerphosphate wider. Analog zu
Arabitol zeigte sich jedoch bei den heterozygoten Stdmmen ein gegensétzliches Bild
mit verringerten Polyolkonzentrationen bei erhohten Zuckerphosphaten.

Wie bereits eingangs erwahnt, zeigten sich fiir Sedoheptulose erhohte Konzentra-
tionen in den haploiden bzw. heterozygoten Mutanten. Da das korrespondierende
Zuckerphosphat Sedoheptulose-7-phosphat (S7TP) nicht quantifiziert werden konnte,
kann iiber die relative Konzentration nur spekuliert werden. Ausgehend von den
erhdhten Sedoheptulosewerten lésst sich fiir die haploiden Mutanten vermuten, dass
STP ebenfalls in erhéhter Konzentration vorlag, da einerseits Sedoheptulose aus S7P
hervorgeht und andererseits die Mutanten gleichzeitig erhohte G3P-Konzentrationen
aufwiesen, welches als Nebenprodukt der Transaldolasenreaktion auftritt. Demnach
miissten aufgrund der deletierten Transaldolase eventuell verringerte Konzentratio-
nen an F6P und Erythrose-4-phosphat (E4P) zu erwarten sein. Die Konzentrationen
von F6P wurden hier als Summe mit G6P bestimmt und zeigten verringerte Werte.
E4P konnte hier ebenfalls nicht quantifiziert werden, jedoch lasst sich aufgrund der
verringerten Konzentration an Erythritol, welches aus E4P unter Bildung des Zwi-
schenprodukts Erythrose hervorgeht [163|, annehmen, dass die E4P-Konzentration
ebenfalls verringert sein konnte. Fiir die heterozygoten Mutanten schien die um-
gekehrte Transaldolasenreaktion mehr wahrscheinlich zu sein, dass sich einerseits
erhohte F6P Konzentrationen und generell erhohte PPP-Metabolitkonzentrationen
und damit eventuell auch E4P-Konzentrationen ergeben wiirden. Indikativ dafiir
sind auch die erhéhten Erythritolkonzentrationen. Daher kénnte S7TP und G3P
entstehen, wobei letzteres effizienter weiter verstoffwechselt wird, da die fiir die
haploiden Mutanten beobachtete Akkumulation ausbleibt. Generell kann S7P auch
durch die Transketolasereaktion gebildet werden, wobei dabei ein Cy-Korper von
X5P auf Ribose-5-phosphat (R5P) iibertragen wird und somit zur Entstehung von
S7P und G3P fiihrt. Da einige, fiir das Verstdndnis des Mechanismus essentiellen

Metaboliten nicht quantifiziert werden konnten, und weiterhin das NQM1 - Paralog
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TAL1 in den Mutanten funktionell war, verbleibt die beschriebene Reaktionskette
bis auf weiteres spekulativ.

Fiir Sorbitol, dessen zelluldre Funktion &hnlich zu der von Glycerol in der Abwehr
von osmotischen Stress liegt [164] und welches direkt aus Glucose bzw. Fructose
hervorgeht, lédsst sich ebenfalls ein logischer Zusammenhang der Zuckerphosphat-
und Polyolprofile vermuten. Obwohl Glucose und Fructose nicht direkt quantifi-
ziert werden konnten, zeigten die nachfolgenden Umwandlungsprodukte G6P /F6P
im haploiden Zustand der Mutanten leicht verringerte und im heterozygoten Zu-
stand leicht erhohte, aber dennoch nahe am Wildtyplevel liegende Konzentrationen.
Ahnlich verhielten sich dazu die Sorbitolwerte.

Die Polyolverteilung fiir Threitol kann nicht direkt mit dem korrespondierenden
Zuckerphosphat E4P korreliert werden. Besonders fiir die heterozygoten Mutanten
zeigten sich bei erhohten Erythritolwerten, woraus sich ebenfalls erhéhte E4P-
Konzentrationen vermuten lassen, stark verringerte Threitolwerte. Threitol wird
prinzipiell aus E4P synthetisiert, wird aber vorher zu Threose-4-Phosphat epimeri-
siert bzw. isomerisiert und nachfolgend durch eine NADPH-abhéngige Polyoldehy-
drogenase reduziert und zusatzlich mittels einer Zuckerphosphatase dephosphoryliert
und somit in Threitol iiberfithrt [165]. Aufgrund dieser Zwischenschritte, welche hier
nicht untersucht wurden, ist die Aufklarung des Threitolprofils nicht moglich. Fiir
Threitol sind bis heute keine genauen biologischen Funktionsmechanismen bekannt.
Die Synthese von Xylitol erfolgt ausgehend von X5P iiber den Zwischenschritt der
Bildung von Xylulose [166]. Wéhrend die haploiden Polyolprofile aus den Zuckerphos-
phaten hervorgehen kénnten, was sich anhand der verringerten X5P bei gleichzeitig
verringerten Xylitolkonzentrationen vermuten lésst, zeigten die heterozygoten Mu-
tanten, obwohl die Konzentrationen von RI5SP bzw. X5P erhcht waren, weiterhin
verringerte Xylitolkonzentrationen. Nur bei der heterozygoten Avhri /Angm1 - Dop-
pelmutante traten erhdhte Xylitolkonzentration auf. Die Ursache dafiir bleibt jedoch
weiterhin ungeklart. Die biologische Funktion von Xylitol ist bis heute ungeklért.
Zusammenfassend lasst sich im Vergleich der Zuckerphosphat- und Polyolprofile
sagen, dass sich Deletionen in den Genen VHRI und NQM1 auf die zentralen
Metaboliten von Glycolyse und PPP auswirken und zu zahlreichen Konzentrati-
onsveranderungen fithren konnen. Die genaue Verteilung der Metaboliten ist dabei
nicht abschliefsend im Detail erkléarbar, da dazu zuséatzlich weitere Untersuchungen

beziiglich der Enzymaktivititen sowie eine Ausweitung der Metabolitenprofile auf
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bisher nicht quantifizierte Metaboliten notwendig wére. Dennoch konnten fiir einige
Zuckerphosphate und deren korrespondierenden Polyole korrelative Beziige gekniipft
werden. Um die Frage zu klédren, inwiefern sich die metabolischen Veranderungen
langfristig auf die Fitness unter bspw. umweltbedingten Néahrstoffmangel auswir-
ken sind ebenfalls zusatzliche Studien erforderlich. Im Hinblick auf die langfristige
Aufrechterhaltung der physiologischen Funktionen der Zelle kann man dennoch
festhalten, dass es unter sich verdndernden Umweltbedingungen, speziell bei Néhr-
stofflimitierung, haufig zu einer Umstellung des Metabolismus kommt. Einer der
bekanntesten Umstellungsprozesse bezieht sich dabei auf den Wechsel von glyko-
lytischen hin zu gluconeogenetischen Kohlenstoffquellen, gemeinhin als diauxische
Verschiebung [engl.: diauxic shift] bezeichnet. Systemweite Untersuchungen mit
S. cerevisiae haben dabei ergeben, dass die Funktion der Transaldolasen zu spateren
Zeiten(nach Glucoseverbrauch) besonders wichtig werden, da sie zusammen mit
den Transketolasen unter gluconeogenetischen Bedingungen weiterhin die Synthese
der zum Aufbau von Biomasse notwendigen Metaboliten R5P und E4P ermogli-
chen [167].

Damit lésst sich fiir die Transaldolasen festhalten, dass ihre Funktionen im Stoff-
wechsel offenbar von groferer Bedeutung sind als bisher angenommen. Indem Trans-
aldolasen die Balance zwischen dem oxidativen und nicht-oxidativen Teil des PPP
regulieren, nehmen sie direkt Einfluss auf die Level der als Antioxidanzien wirkenden
Metabolite bzw. Peptide NADPH und GSH und sind damit an der Beseitigung
von oxidativen Stress beteiligt und beeinflussen zusétzlich die zelluldre Antwort
auf apoptotische Signale [168]. Gleichzeitig kommt es durch die Verschiebungen im
Kohlenhydatstoffwechsel zur Bildung von Polyolen, welche zahlreiche zytoprotektive
Eigenschaften aufweisen, sodass sich die Vermutung dufern lasst, dass die Zelle
durch die Kombination all dieser Faktoren eine adiaquate Antwort auf potentiell

auftretenden Umweltstress geben kann.

5.1.3 Die Regulation von NQM1 durch VHR1 ist spezifisch

unter diversen Bedingungen

Eukaryotische Zellen zeichnen sich durch eine Vielzahl regulativer Mechanismen
aus, um ihre intrazellulare Homoostase aufrecht zu erhalten. Dies bedeutet unter

anderem, dass sie in der Lage sind ihren Metabolismus als Antwort auf verschie-
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dene Stressquellen wie bspw. oxidativen/reduktiven Stress, osmotische Stérungen,
Toxine, Temperaturschwankungen oder variierende Néhrstoffverfiigharkeiten anzu-
passen [5,169-172|. Die Fahigkeit der Zelle auf diese Reize zu reagieren und mit Hilfe
spezieller Abwehrmechanismen gegen die Stressquelle vorzugehen ist dabei {iber-
lebenswichtig fiir die Zelle. Besonders fiir alternde Zellen sind diese Mechanismen
essentiell und iiberlebenswichtig. Neben der dynamischen Flexibilitat des Metabolis-
mus in Bezug auf die Stressabwehr konnte ebenfalls die Rolle der transkriptionellen
Regulation als adaptive Antwort auf Stress demonstriert werden. Dabei wurden
u.a. stressabhéngige Gene sowie regulatorische Systeme zur Stressabwehr identifi-
ziert [173-176]. Die transkriptionelle Stressantwort ist dabei in der Regel spezifisch
fiir den auftretenden Stress und variiert demnach unter verschiedenen Bedingungen.
Dennoch lassen sich u.a. Gene und Kontrollmechanismen identifizieren, welche gene-
rell eine iibergreifende Funktion in der Abwehr von diversen Stressarten aufweisen.
Einige dieser Gene wurden bereits im vorigen Abschnitt erwdahnt und gewéhrleisten
die transkriptionelle Antwort auf Stress. Dazu zéhlen u.a. Yaplp, Msn2/4p, Hsflp,
sowie das Hoglp/Hotlp - System [124,141,142]. Durch diese Regulatoren wird der
Zelle ermoglicht, sich direkt gegen den vorliegenden Stress zu wehren, indem es bspw.
die Induktion effizienter Abwehrmechanismen wie Chaperone und Antioxidanzpro-
teine einleitet. Jedoch sind die transkriptionellen Regulatoren nicht die einzigen
wichtigen Vermittler auf sich verdndernde Umwelt- bzw. Nahrstoffmangelbedingun-
gen [27,103,177]. Es hat sich gezeigt, dass der zelluldre Metabolismus ebenfalls eine
wichtige Funktion in der Abwehr umweltbedingter Storungen erfiillt. Die primére
Herausforderung fiir die Zelle besteht unter diesen Bedingungen darin, den zelluldren
Stoffwechsel aufrecht zu erhalten und dabei gleichzeitig die erforderlichen Anteile an
Metaboliten sowie Cofaktoren wie ATP und NADPH zu garantieren, um der Zelle
damit ein Uberleben innerhalb der Stressphase und dariiber hinaus zu gewihrleisten.
Es hat sich bereits gezeigt, dass die Stoffwechselwege Glycolyse und PPP sowie die
Aminosédure- und Polyaminsynthese dabei eine zentrale Funktion erfiillen, da sie
zu einer schnellen und effektiven Abwehr von bspw. oxidativen Stress fithren, ohne
dass zuvor eine transkriptionelle Antwort vorrausgeht [5,6,8,173,178|.

Ein wichtiger Faktor, der eine schnelle adaptive Stressantwort auf der Ebene der
Metaboliten bzw. der genomischen Ebene wihrend der Evolution ermdoglicht hat,
war die Duplikation von gesamten Genomen, wobei speziell im Reich der Pflanzen

die hochsten Grade an Polyploidien beobachtet werden [179,180]. Fiir S. cerevisiae
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wurde ebenfalls eine Genomduplikation vor 100 Millionen Jahren datiert [181].
Diese Genomduplikation kann als Ausgangspunkt zur Evolution von Isoenzymen
gedient haben, welche nachtréaglich eine funktionelle Spezialisierung hinsichtlich der
Abwehr von diversen Stressarten ermoglichten [182,183]. Funktionelle Separierungen,
speziell unter Stressbedingungen, wurden bereits fiir einige Isoenzyme wie bspw.
Isocitratdehydrogenasen [184,185], Alkoholdehydrogenasen [186], Sirtuine [187,188|,
Néhrstofftransporter [189] und glykolytische Enzyme beschrieben [5].

Fiir die Transaldolase NQM1 wurde zuvor in vitro demonstriert, dass sie prinzipiell
dieselben katalytischen Eigenschaften zu ihrem direkten Paralog TAL1 aufweist [122].
Unter normalen Laborbedingungen ist TALI jedoch ausreichend um die Aktivitét
des PPP zu garantieren. Daher wurde vermutet, dass NQM1 eventuell unter anderen
Wachstums- bzw. Umweltbedingungen eine Funktion erfiillt [123|, welche entweder
direkt im Metabolismus der Gluconeogenese angelegt ist oder fiir die Bereitstellung
von Vorldufermetaboliten aus dem PPP, unter Bedingungen in denen die normale
Synthese iiber Glucose-6-phosphat behindert wird, zur nachfolgenden Synthese von
Aminoséure- bzw. Nukleinsdurevorlaufern benétigt wird. Demnach kénnte NQM1
ebenfalls ein Beispiel der funktionellen Separierung von Isoenzymen darstellen.

In der vorliegenden Dissertation konnte demonstriert werden, dass NQM1 vermehrt
unter gluconeogenetischen Bedingungen exprimiert wird (vgl. Abschnitt 4.2.3 Ab-
bildung 13). Die Aktivitdt von NQM1 war dabei unabhéngig von ihrem Paralog
TAL1, welches eine konstante Expression unter den getesteten Kohlenstoffquellen
(Glucose, Galactose, Glycerol) aufwies und nur unter Ethanol eine minimal erhdhte
Expression zeigte, welche jedoch im Vergleich zur Expression von NQM1 deutlich
geringer war. Weiterhin konnte deutlich gezeigt werden, dass NQM1I ein durch
Glucose reprimiert wid, was durch Expressionanalysen unter Kalorierestriktion
bestatigt wurde und dass diese Repression ebenfalls unabhéngig von ihrem Paralog
TAL1 erfolgt (vgl. Abschnitt 4.2.4 Abbildung 14).

Da NQM1 urspriinglich im Kontext mit VHRI wahrend des initialen Haploprofi-
zenzscreen aufgetaucht ist, wurde weiterhin die Interaktion von VHRI und NQM1
untersucht. Das DNA-Bindemotiv von Vhrlp wurde erst kiirzlich aufgekléart [190].
In dem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass Vhrlp prinzipiell in
der Lage ist bZIP (basische Leucin-Zipper) sowie Gendp-dhnliche Motive zu bin-
den [190]. Auch wenn fiir den genomischen NQM1 - Lokus noch keine direkten

Bindungsstellen nachgewiesen wurden (Yeastract Datenbank), was eventuell auf die
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erst kiirzlich erfolgte Aufklarung des VHR - Motivs zuriickzufiihren ist, konnten
dennoch Bindungsstellen fiir Gendp sowie fiir die zuvor angesprochenen generellen
stressinduzierten Transkriptionsfaktoren Yaplp, Hsflp, Msn2/4p im NQM1 - Lo-
kus identifiziert werden (Yeastract Datenbank). Der experimentelle Nachweis der
Bindung von VHR1 im NQM1 - Lokus ist zwar noch nicht vollstédndig erbracht,
jedoch weisen die Gnedp-Bindungsmotive sowie die Fahigkeit von Vhrlp zur Bin-
dung Gnedp-dhnlicher DNA-Motive daraufhin, dass vermutlich eine Verbindung von
VHR1 zu NQM1 besteht, wobei weiterhin ungeklart ist, ob diese Verbindung direkt
oder indirekt erfolgt.

Weitere experimentelle Beweise fiir eine Interaktion zwischen VHR1 und NQM1
konnten im Rahmen der beschriebenen Ergebnisse aufgezeigt werden. So zeigte
sich bei den Analysen zur Expression von NQM1! in der Mutante Avhrl eine
Abhéngigkeit der beiden Gene unter verschiedenen Kohlenstoffquellen sowie unter
Kalorierestriktion. Die Deletion des VHR1 - Transkriptionsfaktors war dabei nicht
generell reprimierend fiir die NQM1 - Expression. Jedoch zeigte sich bei vorliegender
VHR1 - Deletion eine deutliche reduzierte Expression von NQM]I. Das generelle
Induktionsmuster von NQM1 unter variierenden Kohlenstoffquellen bzw. unter
Kalorierestriktion sowie die Expression von TAL1 wurden durch eine VHRI -
Deletion jedoch nicht beeinflusst (vgl. Abschnitt 4.2.5 Abbildung 15).

Dem Einfluss von oxidativen und osmotischen Stress in der Regulation des chro-
nologischen Alterns wurde bereits eine bedeutende Rolle zugesprochen [125-129].
Beispielsweise wurde an fiinf Tage alten Hefekulturen gezeigt, dass sie reduzierte
Level an Glutathion (GSH), Superoxiddismutase (SOD), eine erhohte Katalase-
aktivitdt sowie erhdhte Level an ROS und carbonylierten Proteinen aufwiesen,
was auf eine, durch oxidativen Stress geprégte, Umgebung hindeutete [191]. Die
Fahigkeit von Zellen sich diesen auftretenden Stérungen anzupassen verleiht den
Zellen unter Umsténden Vorteile unter kompetitiven Wachstumsbedingungen. In
der Tat konnte durch Stresstoleranztests gegeniiber verschiedenen Oxidanzien und
Reduktanzien gezeigt werden, dass sich VHRI und NQM1 - Deletionen durch
erhohte Resistenz- und Sensitivitdtsphénotypen, in Abhéngigkeit der getesteten
Substanz, auszeichnen (vgl. Abschnitt 4.2.7). Beispielsweise zeigte die haploide
Mutante Avhr! und die haploide Doppelmutante Avhr! /Angml eine gesteigerte
Resistenz gegeniiber Menadion, wihrend die Mutante Angm1 gegeniiber Menadion

sensitiv war. Die Mutante Angm1 zeigte jedoch gegeniiber erhéhten HoOy Konzen-

164



5.1 VHRI und NQM1 - Mutanten

trationen, im Gegensatz zu den anderen Stdmmen (besonders bei Atall-assoziierten
Doppel- bzw. Tripelmutanten), eine gesteigerte Resistenz (vgl. Abschnitt 4.2.7
Abbildung 21/24). In nachfolgenden Analysen der Expression von NQM1 in der
Awvhrl - Mutante konnte zudem bestétigt werden, dass die Expression von NQM1
unter dem Einfluss von HyO5 und Menadion induziert wird (vgl. Abschnitt 4.2.7
Abbildung 29). Interessanterweise verstirkte eine VHR1 - Deletion im Fall von
Menadionstress teilweise die Expression von NQM1 im Vergleich zum Wildtyp.
Die Reduktion von Menadion fiihrt zur Bildung von Semiquinonradikalen, welche
generell sehr instabil sind und ebenfalls sehr schnell mit Sauerstoff reagieren und so
zur Bildung von ROS fiithren [192]. Eine Assoziation von NQM1 zur Abwehr von
Menadionstress wurde bereits indirekt durch Mikroarrayanalysen gekniipft [174].
Des Weiteren wurde eine durch Menadion hervorgerufene Toxizitét durch verschie-
dene Studien mit einem Mangel an Glutathion in Verbindung gebracht [193-195].
Da innerhalb der hier vorliegenden Studie die Level an Glutathion nicht mit der
NQM1 - Aktivitat in Verbindung gebracht wurden, kann nur spekuliert werden,
dass der bei Avhr! und Avhri /Angml1 aufgetretene Resistenzphénotyp eventuell
durch erh6hte Glutathionlevel zu erklaren ist. Transaldolasen wurden bereits zuvor
mit der Regulation der Toleranz gegeniiber Oxidanzien und der damit verbundenen
auftretenden Apoptose in Verbindung gebracht. Fiir alternde Kulturen zeigte sich,
dass Apoptose ein Mechanismus darstellt um das Uberleben bestimmter Zellen in
gepoolten Kulturen zu garantieren [196]. In dem Zusammenhang wurde demon-
striert, dass reduzierte TALI - Level mit erhchten Glutathionleveln korrelierten
und das nachfolgend die Sensitivitit von Zellen gegeniiber apoptotischen Signalen
beeinflusste [168]. Auch wenn zuvor deutlich gemacht wurde, dass die Expression
von NQM1 unter dem Einfluss von Menadion induziert wird, erfolgte die Induktion
erst nach 1.5 h. Demnach kann spekuliert werden, dass die Menadionresistenz von
Avhr! und Avhr! /Angm1 dennoch durch die zu diesem Zeitpunkt noch reduzierten
NQM1 - Level bzw. TALI - Level und damit verbundenen erhohten Glutathionlevel
ausgelost worden sein kann und demnach die Induktion von NQM1 erst in den
nachfolgenden Adapationsphase notwendig wird.

Unter HyO, - Stress waren nur minimale Expressionsunterschiede zwischen Wildtyp
und der Mutante Avhr! erkennbar. Die Starke der Expression von NQM1 war jedoch
unter HoO, (6-fach) geringer als bei Menadion (~ 45-fach). In einer Ayap! - Mutante

konnten bereits Assoziationen zu der Expression von NQM1 unter HyO5 - Stress
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gezogen werden [174]. Somit ldsst sich zusammenfassend eine Beteiligung von NQM1
in der Abwehr von oxidativen Stress erkennen, wobei die Regulation von NQM1
dabei weitestgehend unabhéngig vom Transkriptionsfaktor VHR1 erfolgt.

Studien zur Langzeitadaptation von Zellkulturen resultieren des Ofteren in einer
Veranderung der Kulturmedienzusammensetzung. In der Regel metabolisieren Hefe-
kulturen dabei primér Glucose durch anaeroben Metabolismus zu Ethanol. Wahrend
der fortschreitenden Inkubation fiihrt die respirative Umsetzung von Ethanol zur
Bildung von Essigsédure, welche daraufhin im Medium akkumuliert und zu einer
Azidifizierung des Kulturmediums fiihrt, wodurch ebenfalls die Uberlebensfihigkeit
der Zellen beeinflusst werden kann [140]. Neben diesen direkten metabolischen
Effekten beeinflussen Anderungen in der Konzentration der gelosten Stoffe im Me-
dium zusatzlich das osmotische Potential des Mediums. Dazu wurde im Rahmen
der vorliegenden Studie der Trend der Osmolalitdt des Mediums fiir die VHR und
NQ@M1 - Mutanten untersucht. Im Ergebnis konnte beobachtet werden, dass die
Osmolalitéat wihrend des chronologischen Alterungsexperiments in allen Medien fiir
die getesteten Mutanten gesunken ist. Der stirkste Abfall der Osmolalitat wurde
im Medium der Avhr1 /Angml - Doppelmutante verzeichnet (vgl. Abschnitt 4.2.6
Abbildung 19). Generell lassen sich durch den unterschiedlichen Verlauf der Osmo-
lalitdt auch metabolische Unterschiede in den Mutanten vorhersagen, die, wie sich
bereits gezeigt hat, tatsichlich vorlagen (vgl. Abschnitt 5.2). Da die Anderungen
der Osmolalitédt jedoch im Vergleich zum Ausgangswert gering waren, kann man
davon ausgehen, dass die Osmolalitdt des Medium nicht direkt limitierend auf
das Uberleben der Mutanten sein kann. In diesem Zusammenhang konnte durch
Stresstoleranztests gegeniiber osmotisch wirksamen Substanzen wie NaCl, Sorbitol,
KCI und MnCl; ebenfalls kein phénotypischer Einfluss auf die Mutanten festgestellt
werden (vgl. Abschnitt 4.2.6 Abbildung 17/18). Man kann dennoch spekulieren,
dass eine geringere Osmolalitit des Mediums mit einer erhéhten Néahrstoffaufnahme
durch die Mutanten korrelieren kénnte, wonach die Doppelmutante Avhri /Angm1
durch eine bessere Nihrstoffakquise einen Uberlebensvorteil im chronologischen
Alterungsexperiment gehabt hétte.

Obwohl unter den getesteten Deletionsmutanten keine auffélligen Resistenz- bzw.
Sensibilitdtsphanotypen gegeniiber osmotisch wirksamen Substanzen identifiziert
werden konnten, wurde trotz dessen, aufgrund bestimmter Assoziationen die Ex-
pression von NQM1 bei Kontakt mit NaCl und Sorbitol untersucht. Die Fahigkeit
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der Osmotoleranz wurde bereits zuvor mit einer erhéhten Uberlebensfiahigkeit in
Verbindung gebracht [70]. In einer Studie zur Untersuchung der zelluldren Antwort
auf osmotischen Stress wurde demonstriert, dass die Hauptstoffwechselroute, der
durch Osmose kontrollierten Genexpression, iiber die Gene HOG1-HOT1 vermittelt
wird, und dass diese ebenfalls die Expression von NQM1 beeinflussen kénnen [124].
Mit Northern Blot - Analysen wurde dabei fiir den Wildtyp demonstriert, dass
NQ@M1 bei hohen NaCl-Konzentrationen induziert wird und dass die Expression
von NQM1 durch eine Deletion von HOG1 iiber 75% reduziert wurde [124].

In der Tat konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden, dass
die Expression von NQM1 unter NaCl- und Sorbitolstress induziert werden kann
(vgl. Abschnitt 4.2.6 Abbildung 19). Die Induktion war dabei sehr stark und erreichte
Werte von bis zu 750-fach erh6hten mRNA Leveln. Fiir die VHRI - Deletion zeigte
sich bei NaCl-Stress, dass die Induktion von NQM1 relativ unabhéngig von VHR1
war. Bei Sorbitolstress zeigte sich nach einer Deletion von VHRI eine ebenfalls stark
reduzierte Expression von NQMI (analog zu den Phénotypen unter verschiedenen
Kohlenstoffquellen und Kalorierestriktion).

Die zelluldre Antwort auf osmotische Storungen in Eukaryoten wird hauptséchlich
tiber den MAP [engl.: mitogen activated protein] Kinase - Signalweg vermittelt [197].
Der am besten charakterisierte Signalweg fiir Hefe ist in dem Zusammenhang der
HOG lengl.: high osmolarity glycerol] - Signalweg [198]. Dabei werden die initia-
len Signale iiber eine serielle MAP Kinasekaskade (MAPK) vermittelt und fiihren
letztlich zu einer Translokation der MAPK Hoglp in Richtung des Zellkerns. Neben
Hoglp wurde kiirzlich auch Hotlp als Teil des HOG - Signalweges identifiziert [199].
Fir NQM1 wurde bereits gezeigt, dass HOGI-HOT1 die Induktion von NQM1
unter osmotischen Stress beeinflussen [124]. Eine weitere Erkenntnis dieser Studie
war, dass viele der im Normalzustand schwach exprimierten Isoformen wie bspw.
NQM1 und GND2 spezifisch unter osmotischem Stress induziert werden, wobei
gleichzeitig die Aktivitét der Hauptisoformen reduziert wurde [124]. Die zellulére
Antwort, die zur Abwehr von osmotischen Stress iiber Hoglp vermittelt wird, wurde
zusatzlich mit der Regulation der Lebensspanne in Verbindung gebracht, indem sie
die Produktion von Glycerol iiber glykolytische Intermediate anregt [70]. Glycerol
gilt unter anderem als Speicherstoff, welcher gleichzeitig osmo-protektive Eigen-
schaften aufweist [200]. Es wurde vermutet, dass die lebensverlangernden Effekte

von Glycerol durch kombinierte Effekte von Kalorierestriktion und der Aktivierung
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von osmosensitiven Signalwegen iiber Hoglp vermittelt werden, welches nachfol-
gend bspw. die mit der Regulation des Alterns in Verbindung stehenden Sirtuine
beeinflusst [70]. Da Nqmlp als Transaldolase an der Bildung des glykolytischen
Metaboliten G3P beteiligt ist, welches im néchsten Schritt durch die Triosephospha-
tisomerase zu Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) isomerisiert werden kann, kann
spekuliert werden, dass der Langzeitiiberlebensvorteil von NQM1 - Deletionen mit
der Produktion von Glycerol in Verbindung steht. Das glykolytische Metabolitprofil
ergab fiir die haploiden VHR1-, NQM1 Einzel- bzw. Doppelmutanten erhohte Kon-
zentrationen G3P, jedoch zeigten sich keine erh6hten DHAP-Konzentrationen, sodass
der Nachweis der Glycerolakkumulation auf weiterfiihrende Studien vertagt werden
muss und hier vorerst nur spekulativ verbleibt. Uber die detaillierte transkriptionelle
Regulation von NQM1 ist bisher nur sehr wenig bekannt. Jedoch zeigen Analysen
des NQM1 - Lokus potentielle Bindungsstellen fiir die generellen stressinduzierten
Transkriptionsfaktoren Msn2/4p (Yeastract Datenbank). Diese Faktoren wurden
ebenfalls als transkriptionelle Regulatoren der HOG1I - abhéngigen zelluldren Ant-
wort auf osmotischen Stress diskutiert [201-203| und représentieren daher eine
mogliche Verbindung von NQM1 zu bisher bekannten regulativen Signalwegen der
zelluliren Antwort auf osmotischen Stress, welche die erhhte Uberlebensfihigkeit

bei vorliegender Heterozygotie von NQM1 und VHRI1 erklaren konnten.

5.2 Analyse von Glycolyse-/
PPP-Stoffwechselmutanten

5.2.1 Glycolyse- und PPP-Mutanten zeigen

charakteristisches Wachstumsverhalten

Bei ausreichender Néhrstoffverfiigharkeit lasst sich das Wachstumsverhalten von
Hefe auf Glucose klassisch in vier Phasen unterteilen. Die anfangliche Start bzw.
Verzogerungsphase (lag-Phase),in der sich der Stoffwechsel auf primér fermentative
Prozesse (Glycolyse) einstellt und demnach alle nachfolgenden, fiir den Glucose-
katabolismus, erforderlichen Enzyme aktiviert wird gefolgt von der exponentiellen
Wachstumsphase (log-Phase). Die exponentielle Wachstumsphase ist charakterisiert

durch einen fermentativen Umsatz von Glucose zu Ethanol, der auch bei ausreichen-
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der Sauerstoffversorgung erfolgt (Crabtree-Effekt) und weist zusétzlich eine hohe
Biomassezuwachsrate auf [203|. Die dafiir notwendige Energie in Form von ATP
bzw. die erforderlichen Vorlaufer zur Biosynthese von Nukleotiden (DNA/RNA) und
Coenzymen (NAD, FAD, CoA) werden dabei iiber die Stoffwechselwege Glycolyse
und PPP bereitgestellt. Sobald Glucose vollstdndig metabolisiert wurde, vollziehen
die Zellen den Diauxic shift. Dieser ist durch eine Umstellung des Metabolismus
auf Respiration und Gluconeogenese gekennzeichnet. Zeitgleich treten dabei eine
Reduzierung der Wachstumsrate sowie die Aktivierung des Citratzyklus und der oxi-
dativen Phosphorylierung in den Mitochondrien auf [204,205|, was in der Oxidation
der akkumulierten Fermentationsprodukte und einem hohen Energiegewinn in Form
von ATP resultiert. Eine Umstellung der fermentativen Umsetzung von Glucose zu
Ethanol sowie die nachfolgende oxidative Respiration von Ethanol zu Kohlenstoffdi-
oxid erfordern zudem umfangreiche Umstellungen im Zellstoffwechsel, die sowohl auf
transkriptioneller als auch metabolischer Ebene erkennbar sind [206-210]. Beispiels-
weise werden dabei viele der zuvor durch Glucose reprimierten Gene aktiviert [206].
Zusétzlich bedingt eine hohere Respiration gleichzeitig die Ausbildung von Abwehr-
mechanismen gegeniiber ROS, welche typische Begleiterscheinungen der Respiration
sind [5, 6, 8]. Sobald der aus Glucose entstandene Ethanol ebenfalls verbraucht
ist, treten die Zellen in die vierte und letzte Wachstumsphase (stationére Phase)
ein. Diese Phase ist gekennzeichnet durch Wachstumsstillstand bei gleichzeitigem
Zellteilungsstillstand sowie der Akkumulation von Kohlenhydratspeicherstoffen [211],
Autophagie [212] und einer generell gesteigerten Resistenz gegeniiber Hitze-, osmo-

sowie oxidativen Stress [213].

Im Zuge der Charakterisierung von Glycolyse-/ PPP-Mutanten wurden zunéchst
Wachstumsprofile aller prototrophen Mutanten aus Glycolyse und PPP aufgezeichnet.
Dabei zeigten sich fiir den Grofsteil der Glykolyse- als auch der PPP-Mutanten die
typischen Wachstumsphasen mit lag-, log- und stationédrer Phase. Das exponentielle
Wachstum war am stéarksten unter Glucose (fermentative Umsetzung von Glucose).
Unter Galactose zeigte sich eine etwas abgeschwichte exponentielle Phase (geringere
Steigung), was in dem gleichzeitigen Abbau der Glucose iiber den fermentativen
sowie respirativen Weg begriindet ist [214|. Unter Ethanol ergab sich allgemein
die geringste Steigung innerhalb der exponentiellen Phase sowie die, im Vergleich

zu Glucose/Galactose, niedrigste maximale Populationsdichte, was sich durch den
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respirativen Abbau von Ethanol zu Kohlenstoffdioxid bei gleichzeitig erhohter
Aktivitdt der Gluconeogenese begriinden lasst.

Fiir die Glykolysemutanten war besonders bei der Mutante Apgm2 eine Auffalligkeit
beim Wachstumsverhalten zu erkennen (vgl. Abschnitt 4.3.1 Abbildung 30 und
Tabelle 20). Die Apgm2 - Mutante zeigte unter dem Einfluss von Galactose ein
signifikant verringertes Wachstum (p < 0.001). PGM2 katalysiert die reversible
Umsetzung von Glucose-1-phosphat zu Glucose-6-phosphat (G6P) und erfiillt ca.
80-90% der zelluldren Gesamtaktivitat der Phosphoglucomutase. In der Literatur
finden sich zudem Hinweise, dass die Expression von PGM2 unter anderem durch
Galactose sowie durch diverse Stress auslosende Substanzen wie bspw. Ethanol, Salz
und bei Glucoselimitierung induziert wird [215-220]. Deletionen in PGM2 zeigen
eine Akkumulation von Glucose-1-phosphat und intrazelluldren Ca** [221]. Das
minimale Wachstum unter Galactose wird bei Apgm2 - Mutanten auf die Aktivitét
von PGM1 zuriickgefiihrt, da Apgm1/Apgm2 - Doppelmutanten, obwohl lebens-
fahig, Galactose nicht metabolisieren kénnen [222]. In diesem Fall kann zusétzlich
davon ausgegangen werden, dass die Viabilitdt, neben der Aktivitdt von PGM]I,
eventuell durch das Isozym PGMS3 gewihrleistet wird. PGM3 ist in seiner Haupt-
funktion eine Phosphoribomutase, welche die Umsetzung von Ribose-1-phosphat
zu Ribose-5-phosphat katalysiert [223]|. Diese Aktivitédt wurde ebenfalls fiir PGM1
und PGMS berichtet und zudem konnte in diesem Zusammenhang die katalytische
Aktivitdt von PGM3 am Substrat Glucose-1-phosphat nachgewiesen werden [223].
Jedoch zeigt sich im Fall von Galactose deutlich, dass die Aktivitdten von PGM1
und PGMS3 offensichtlich nicht ausreichen, um den Ausfall von PGM2 vollstéandig
zu kompensieren. Generell deuten diese Ergebnisse auf eine essentielle Funktion von
PGM?2 im respirativen Metabolismus hin. Des Weiteren zeigte sich bei der Mutante
Apfkl unter Glucose, Galactose und Ethanol ein signifikant verringertes Wachstum
(vgl. Abschnitt 4.3.1 Tabelle 20; Glucose/Galactose p < 0.001, Ethanol p < 0.05).
PFK1 codiert fiir eines der wichtigsten regulatorischen Kontrollenzyme der Glykoly-
se, die Phosphofructokinase 1. Sie katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt der irreversiblen ATP-abhéngigen Umwandlung von Fructose-6-phosphat
(F6P) zu Fructose-1,6-Bisphosphat (F1,6BP) und ist somit in der Lage den Flux
der Glykolyse zu kontrollieren. Die Regulation der Pfklp erfolgt allosterisch, wobei
ATP und Citrat sowie das Produkt der Enzymreaktion F1,6BP inhibitorisch und
im Gegensatz dazu AMP und der Metabolit Fructose-2,6-Bisphosphat (F2,6BP)
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aktivierend wirken [224]. Unter Glucose erfolgt zudem eine gesteigerte Induktion von
PFK1 sowie PFK2 [225], sodass Phosphofructokinasen als regulatorischer Schalter
zwischen der Glykolyse und der Gluconeogenese fungieren. Die zentrale Bedeu-
tung von PFK1 wird zudem aufgrund der Tatsache ersichtlich, dass Deletionen
von PFKI in einem verringerten Wachstum unter fermentierbaren Zuckerquel-
len, bei zuséatzlich auftretenden Akkumulationen der vorgeschalteten Metaboliten
Glucose-6-phosphat (G6P) und F6P sowie Sedoheptulose-7-phosphat (S7P), resultie-
ren [226,227]. Die enzymatische Katalyse wird bei vorliegender PFK1 - Deletion von
PFK?2 iibernommen. PFK1 und PFK2 codieren fiir die o und 3 - Untereinheiten
des hetero-oligomeren Enzymkomplexes Phosphofructokinase, bestehend aus vier
a/ B-Untereinheiten, welche als vier a/S-Heterodimere arrangiert sind [228]. Neben
den Mutanten Apgm2 und Apfkl zeigte die Deletionsmutante Apycl ebenfalls
besonders auffallige Wachstumsraten unter Glucose und Ethanol. PYC1 codiert
fiir das Enzym Pyruvatcarboxylase, welches die Umsetzung von Pyruvat zu Oxala-
cetat (OxAc) katalysiert. Das Enzym ist einerseits wiahrend der Gluconeogenese
von Bedeutung, da sie im ersten Schritt die irreversible Pyruvatkinasereaktion
umgeht und zur Generierung von OxAc beitriagt, welches nachfolgend durch die
Pyruvatcarboxykinase zu Phosphoenolpyruvat (PEP) umgesetzt wird. PYC1 hat
zudem auch im Normalzustand (fermentativer Metabolismus) eine anaplerotische
Funktion in der Bildung von OxAc und dient damit der Zulieferung und Regenerie-
rung des OxAc-Pools fiir den Citratzyklus. Rund 70% des zelluldren OxAc entstehen
durch die Reaktion der Pyruvatcarboxylase [229]. Deletionen von PYC1? fiihren
zu retardiertem Wachstum unter Glucose und besonders unter Ethanol, wodurch
deutlich wird, dass die Expression von PYC1 zum Wachstum essentiell ist [230].
Der Ausfall von PY(C1 kann zwar durch ihr Paralog PYC2 kompensiert werden,
jedoch ist die Aktivitdt von PYC2 zumeist auf die frithe log-Phase beschrénkt (sie
wird spéater reprimiert und normalerweise durch eine hohere PY(C1 - Expression
kompensiert) [230], sodass dies zu einem, im Vergleich zur vollen Funktionalitit von
PY(C1, geringerem Wachstum fithrt (vgl. Abschnitt 4.3.1 Tabelle 20). Umgekehrt
resultiert eine Deletion von PY(C?2 in keinem sichtbaren Phéanotyp und einem zum
Wildtyp vergleichbaren Wachstum (vgl. Abschnitt 4.3.1 Tabelle 20). Letztlich muss
noch angemerkt werden, dass der Glyoxalatzyklus bei funktioneller PYC1 nur

minimale Aktivitdt zeigt [230]. Bei allen anderen Glycolysemutanten zeigte sich
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ein, dem Wildtyp sehr dhnliches, Wachstumsverhalten unter den drei getesteten
Kohlenstoffquellen mit einer durchschnittlichen maximalen Abweichung von ~ 10%.
Beziiglich der PPP-Mutanten bzw. dessen topologisch assoziierter Mutanten zeigte
sich groftenteils ein wildtypahnliches Wachstumsverhalten (Abweichungen max.
5%). Bei den Mutanten Agnd1, Atkll, Arpel, Aprs3 und Azwfl konnten jedoch
einige Wachstumsanomalien beobachtet werden (vgl. Abschnitt 4.3.1 Abbildung 31
und Tabelle 21).

GND1 codiert fiir eine Phosphogluconatdehydrogenase und ist ein essentieller Be-
standteil des oxidativen PPP. GND1 ist beteiligt an der zweiten oxidativen Re-
duktion von NADP* zu NADPH. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass
sich GND1 - Deletionen unter Glucose negativ auf das Wachstumsverhalten aus-
wirken und dabei eine Art Seneszenz, speziell bei Tumorzellen, verursachen, was
auf die Akkumulation der Metaboliten 6-Phospho-D-Gluconat und D-Glucono-d-
lacton-6-Phosphat und die damit verbundenen Umverteilungen des metabolischen
Fluxes zuriickzufiihren ist [231]. Dabei wird vermutet, dass die Zellen durch die
GND1 - Deletion trotz dessen versuchen ihre Level an NADPH und NTPs durch eine
Neuverteilung der Uberschneidungen von Glycolyse, PPP und Glutaminolyse (eine
weitere Quelle zur NADPH-Synthese) konstant zu halten [231]. Da diese Anderungen
in den metabolischen Stoffwechselwegen sehr drastisch sind, wird vermutet, dass
die Zellen auf bisher ungeklarte Weise in der Folge Glucose als Wachstumsinhibitor
wahrnehmen [231], was im beobachteten Wachstumsverhalten resultiert.

Die natiirliche Funktion der Transketolase 1 (codiert von TKL1) besteht in der re-
versiblen Umsetzung von Xylulose-5-phosphat (X5P) und Ribose-5-phosphat (R5P)
zu STP und Glycerinaldehyd-3-phosphat (G3P). Zusammen mit den Transaldolasen
(TAL1, NQM1) bilden die Transketolasen (TKL1, TKL2) eine reversible Verbindung
zwischen den zwei Hauptwegen des Kohlenhydratstoffwechsels (Glycolyse/PPP),
welche der Zelle erlauben ihre NADPH- und R5P-Produktion den erforderlichen
Bediirfnissen anzupassen [232]. TKL1 - Mutanten zeigen in der Regel ein normales
Wachstumsverhalten auf komplexen Vollmedium, jedoch in Abhéngigkeit des geneti-
schen Hintergrunds Wachstumsdefizite auf Minimalmedium [233-235]. TKL1 wird
fiir die effiziente Nutzung fermentierbarer Kohlenstoffquellen und zur Synthese der
aromatischen Aminosiuren benétigt [234]. Eine Uberexpression bzw. Deletion von
TKL1 resultiert in einem Wachstumsdefizit auf fermentierbaren (Glucose, Raffinose)

sowie gluconeogenetischen Kohlenstoffquellen (Pyruvat, Ethanol, Glycerol) und ver-
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deutlicht dadurch, dass eine angemessene Balance zwischen Glycolyse und PPP zur
effizienten Nutzung fermentierbarer Kohlenstoffquellen von essentieller Bedeutung
ist [234]. Dieser Phénotyp konnte in diesem Fall ebenfalls bestétigt werden.

RPFE1 codiert fiir das Enzym Ribulose-5-phosphatepimerase 1 und katalysiert die
Umsetzung von R5P zu X5P. Die signifikant reduzierte Wachstumsrate (p < 0.01)
der Arpel - Mutante unter Galactose konnte in der Ursache auf verminderte Level
von NADPH zuriickzufiihren sein, wodurch allgemein die Biosynthese beeintrachtigt
wird [234]. Gleiches betrifft die Mutante Azwf1. ZWF1 codiert fiir das Enzym
Glucose-6-phosphatdehydrogenase, das erste Enzym des oxidativen PPP, welches
G6P unter NADPH-Gewinn zu 6-Phospho-D-Gluconat umsetzt. ZWF'1 ist in seiner
Funktion wichtig zur Abwehr von oxidativen Stress, was u.a. an der erhéhten
Sensitivitat der Azwfl - Mutante gegeniiber HyOy deutlich wird [8]. Deletionen
von ZWEF1 verhindern damit den Flux entlang des oxidativen PPP und blockieren
dadurch eine Route zur NADPH-Synthese, womit dieser wichtige Cofaktor bei der
Biosynthese limitierend wird. Generell zeigen PPP-Mutanten haufiger Fitnessdefekte,
was auf einen NADPH-Magel zuriickgefithrt wird [25].

In S. cerevisiae wird der Metabolit Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP), wel-
chen unter anderem an der Synthese von Purinen, Pyrimidinen, Tryptophan und
Histidin beteiligt ist, durch die Genprodukte von PRS2, PRS3, PRS/, PRS5 syn-
thetisiert. Die genaue Funktion von PRS3 ist noch nicht aufgeklart, es wird jedoch
vermutet, dass aufgrund der verdnderten Wachstumsraten und Enzymaktivitédten
besonders PRS1 und PRSS3 einen starken Einfluss auf den zellularen Metabolismus
ausiiben [236]. Offenbar wirkt sich eine Deletion von PRS3 bei gleichzeitiger Dele-
tion von PRS5 auf die Viabilitdt der Mutanten aus. Doppeldeletionen von PRS1
und PRS5 bzw. PRS3 und PRSS5 sind letal, wodurch erkennbar wird, dass PRS3
neben PRSI! und PRS5 essentielle Funktionen zur Aufrechterhaltung der Viabilitét
innerhalb der Zelle erfiillen [237]. Hinweise deuten darauf hin, dass PRS3 im Kontext
mit PRS1 zur Aufrechterhaltung der zelluldren Integritdt notwendig sind. Dabei
sind die beiden Proteine offensichtlich an der Synthese der Zellwand beteiligt, da
sich deren Deletionen in erhohten Chitinkonzentrationen &ufern [238|. Zudem wurde
bei Untersuchungen von Stoffen bzw. Mutationen, welche mit der Zellwandsynthese
interferieren, eine Anreicherung von Genen gefunden, dessen Produkte zum einen an
der Energieproduktion und zum anderen am Metabolismus beteiligt sind [239, 240].
Die PRS - Gene wurden ebenfalls dahingehend kategorisiert, da sie zur Synthese
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von PRPP notwendig und somit auch an der Nukleotidsynthese beteiligt sind [238].
Beispielsweise tragen sie zur Bildung von Uridintriphosphat (UTP) bei, welches
u.a. wihrend der Chitinsynthese an der Herstellung von UDP-N-Acetylglucosamin
beteiligt ist [238]. In PRS - Mehrfachmutanten konnten bereits stark reduzierte
Konzentrationen an UTP, UDP, UMP nachgewiesen werden, sodass man davon
ausgeht, dass die reduzierten Nukleotidlevel eventuell die Ursache von Zellwandschéa-
den sein konnten [238|. Der genaue Zusammenhang zum respirativen Stoffwechsel
unter Galactose ist dabei noch nicht geklart. Somit kann iiber die beobachtete
Wachstumsstorung unter Galactose nur vermutet werden, dass es sich dabei um

Nebeneffekte der gestorten Zellwandsynthese handeln konnte.

5.2.2 Kombinierte genetische und umweltbedingte
Perturbationen beeinflussen die Verteilung

proteinogener Aminosaduren

Uber die Effekte von Stoffwechselenzymdeletionen aus Glycolyse und PPP beziiglich
der Ebene der Aminoséuren ist bisher wenig bekannt. Aus diesem Grund wurde
im Rahmen dieser Arbeit versucht, den Einfluss von kombinierten genetischen
und umweltbedingten Stérungen auf die intrazellularen Konzentrationen der freien,
proteinogenen Aminosduren zu verdeutlichen. Dazu wurden Deletionsmutanten aus
den beiden Stoffwechselwegen Glycolyse und PPP systematisch auf die Verteilung
ihrer intrazelluldren Aminosduren hin untersucht.

An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden, dass sich die Interpretation der zu-
vor gezeigten Ergebnisse, beziiglich der Aminoséaureverteilungsprofile von Glycolyse-/
PPP-Mutanten, aufgrund verschiedener Aspekte als relativ schwierig erweist. Die
Griinde dafiir liegen u.a. an der relativ weiten Distanz der regulativen Ebenen von
Genom und Aminosduren. Die Auswirkungen von Deletionen in glykolytischen bzw.
PPP-assoziierten Genen, speziell auf die Ebene der Metaboliten und Aminosauren,
sind bisher nicht vollstdndig systematisch analysiert worden. Einzelne Studien zeig-
ten bereits, dass die Auswirkungen von umweltbedingten Stérungen einen globaleren
Effekt auf die Metabolitenverteilung haben und dass dieser im Allgemeinen stérker
ist als selektive Deletionen einzelner Enzyme des zentralen Kohlenhydratstoffwech-
sels, welche hauptséchlich in lokalen Konzentrationsveranderungen in topologischer

Néhe der untersuchten Deletionen resultierten [103]. In diesem Zusammenhang
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wurde ebenfalls festgestellt, dass die Schliisselmetaboliten zur Biosynthese von
bspw. Aminosduren in ihrer Konzentration wohl weitestgehend konstant unter den
getesteten Perturbationen waren. Aufgrund der Tatsache, dass die Aminosduren
metabolische Vorlaufer besitzen, konnte eine dhnliche Konstanz in der Ebene der
Aminoséuren zu erwarten sein. Jedoch kénnen allein durch die spezifischen Ami-
nosaurebiosynthesegene sowie der dabei auftretenden Interkonnektion zu anderen
Biosynthesewegen (bspw. Shikimatweg/ Folatsynthese) zahlreiche weitere regulative
Moglichkeiten der Auswirkung von umweltbedingten und genetische Stérungen
ergeben, sodass die Konstanz der Aminosédurelevel dadurch beeintrachtigt werden
konnten. Zudem koénnen feine Unterschiede in der Nahrstoffverfiigharkeit drastische
Auswirkungen auf die Biosynthese und Degradation zahlreicher Stoffwechselinterme-
diate haben und sich daher auch auf die Ebene der Aminoséuren auswirken [16,241].
So registriert bspw. der Transkriptionsfaktor Leu3dp die intrazelluldren Leucinkonzen-
trationen in Abhéngigkeit des Intermediats a-Isopropylmalat und aktiviert darauthin
die Leucinbiosynthese [242]. Umgekehrt verhilt sich Put3p, welcher die Prolindegra-
dation in Abhéngigkeit der Prolinlevel aktiviert [243]. Fiir die zahlreichen Gene der
Glycolyse und des PPP sind aktuell kaum regulatorische Effekte beziiglich der Ebene
der Aminosiuren bekannt. Mogliche regulatorische Uberschneidungen von Glycolyse
bzw. PPP mit der Ebene der Aminosduren kénnten dabei potentiell {iber diverse
Signalwege erfolgen. Unter Aminosduremangelbedingungen wird bspw. der generelle
Aminosaurekontrollweg (GAAC) aktiviert, um die Beeintrachtigung der Transla-
tion gering zu halten, da Aminosduremangel zur Akkumulation von unbeladenen
t-RNAs fiihrt [244|. Bei der Reaktion auf Aminosduremangel gilt der Transkripti-
onsfaktor Gendp als besonders wichtig. GCNJ induziert darauthin eine Vielzahl
von Genen in diversen Biosynthesewegen [244|, wobei GCN/ dabei auch durch
Metaboliten anderen Aminoséurebiosynthesewege bspw. von [-Aspartatsemialdehyd
aus der Threoninsynthese spezifisch bei Isoleucin- und Valinmangel, reguliert werden
kann [245]. Zwischen dem generellen Aminosaurekontrollweg und der nihrstoffsensi-
tiven Tor-Kinase bestehen ebenfalls regulatorische Beziehungen, da GCN/ zusétzlich
als transkriptioneller Effektor des Tor-Signalwegs identifiziert wurde und sich damit
sehr &hnliche transkriptionelle Regulationsprogramme zwischen GAAC und dem
Tor-Signalweg ergeben. Das betrifft neben der Induktion der Aminoséurebiosynthese,
des Intermediarstoffwechsels und diverser Transportprozesse zusétzlich, analog zum

Tor-Signalweg, zahlreiche Gene des Stickstoffstoffwechsels [21]. Tor-Signale regulie-
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ren vor allem das Zellwachstum und die Proliferation und kontrollieren verschiedene
Aspekte des zellularen Metabolismus durch Induktion der Expression metabolischer
Gene (z.B. Glucose-6-phosphatdehdyrogenase vermittelt tiber HIF1 [engl.: hypoxia
inducible factor 1] und SREBP [engl.: sterol regulatory element-binding protein] [246].
In dem Zusammenhang wurde nachgewiesen, dass die Aktivierung des humanen
Tor-Homologs mTORC1 ausreicht, um den Flux durch die Glycolyse und den PPP
zu vermitteln [246]. Zusétzlich wurde demonstriert, dass das glykolytische Enzym
Glycerinaladehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) iiber eine Interaktion mit
Rheb Signale an mTOR {ibertragen kann und als Reporter des glykolytischen Flu-
xes dient [247]. Eine Aktivierung des TOR-Signalwegs kann zudem direkt iiber
Aminoséuren erfolgen, was u.a. fiir Glutamin belegt ist [248]. Letztlich muss auch
darauf hingewiesen werden, dass viele der Aminoséurebiosynthesreaktionen zudem
héufig von verschiedenen Cofaktoren abhéngig sind (ATP, NADH, NADPH), wo-
bei diese entweder verbraucht oder gebildet werden, sodass sich Storungen in den
Konzentrationen der Cofaktoren drastisch auf die Biosynthese von Aminoséduren
auswirken konnen. Unter anderem wurden fiir glykolytische Deletionen unter dem
Einfluss von Glucose allgemein verringerte ATP-Level beschrieben [249]. Dane-
ben sei erwihnt, dass einige Aminosduren héufig als Aminogruppendonor wirken
(Glutamat, Glutamin, Alanin, Serin), sodass deren intrazellularen Konzentrationen
ebenfalls sehr variabel sein konnen. Anhand dieser Beispiele wird deutlich, dass die
Regulation des Aminoséurepools durch viele Faktoren beeinflusst werden kann und
das individuelle Effekte von Deletionen innerhalb eines Stoffwechselwegs, aufgrund
der Komplexitat der Mechanismen nur sehr schwer direkt mit den beobachteten
Storungen des Aminoséurestoffwechsels korreliert werden kénnen. Zur vollsténdigen
Interpretation der Aminosaureverteilungsprofile sind weitere systematische Analysen
bspw. des Transkriptoms, Proteoms, Metaboloms, Fluxoms der zu untersuchenden
Deletionsmutanten unter den getesteten Bedingungen erforderlich, da sich meta-
bolische Unterschiede aufgrund epistatischer Effekte auf weit mehr regulatorische
Ebenen auswirken konnen ( [250]; unverdffentlichte Ergebnisse, zur Zeit im Review).
Die hier beschriebenen systematischen Studien geben daher einen ersten Eindruck
der Effekte von Deletionen des zentralen Kohlenhydratstoffwechsels auf die Ebene
der Aminosduren wieder und koénnen zukiinftig fiir weitere Analysen wie bspw. fiir
in silico - Modelle als Grundlage verwendet werden. Weiterhin kénnen die hier

aufgefithrten Aminoséureverteilungsprofile zur Identifikation potentieller Regula-
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toren des intrazellularen Aminosdurepools genutzt werden und zudem aufzeigen,
inwiefern Deletionen von Genen des zentralen Kohlenhydratstoffwechsels generell
die Ebene der Aminosduren beeinflussen und weisen damit ein hohes diagnostisches

und biotechnologisches Potential auf.

5.2.2.1 Unterschiedliche Kohlenstoffquellen erzeugen charakteristische

Aminosaureprofile

Anhand der zuvor beschriebenen Ergebnisse konnte der Einfluss der verschiedenen
Kohlenstoffquellen Glucose, Galactose und Ethanol auf die Aminoséaureverteilung
demonstriert werden (vgl. Abschnitt 4.3.3.1 Abbildung 51). Dabei konnte beob-
achtet werden, dass die Profile unter Glucose und Galactose, iiber die Gesamtheit
der Mutanten betrachtet, prinzipiell eine héhere Ahnlichkeit zueinander aufweisen,
als im Vergleich zu den Ethanolprofilen. Die generelle Ahnlichkeit der Profile un-
ter Glucose/Galactose ist insofern durchaus zu erwarten, da unter Glucose und
Galactose der katabolische Abbau der Kohlenhydrate in beiden Féllen iiber die
Glycolyse vermittelt wird. Sobald Glucose als primére Energiequelle in ausreichender
Menge zur Verfiigung steht, erfolgt deren Abbau in S. cerevisiae strikt fermentativ.
Ist Galactose verfiigbar, so erfolgt zusétzlich eine Aktivierung des Citratzyklus
sowie der oxidativen Phosphorylierung, wodurch Galactose respirativ umgesetzt
wird. Ethanol wird ebenfalls respirativ umgesetzt und gelangt nach einer NADH-
abhingigen Oxidation zu Acetaldehyd und nachfolgender Bindung von Coenzym A
als aktiviertes Coenzym A in den Citratzyklus. Daneben wird unter dem Einfluss von
Ethanol die Gluconeogenese aktiviert, die zum Aufbau von Glucose die Glycolyse
in umgekehrter Richtung durchlauft. Aus diesen Griinden ist ersichtlich, dass sich
die Aminosiureverteilungsprofile zwischen Glucose/Galactose mehr Ahnlichkeiten
aufweisen, da der Katabolismus iiber die Glycolyse in Richtung Glucose-6-phosphat
zu Pyruvat vermittelt wird. Ethanol verursacht dagegen einen retrograden Flux
durch die Glycolyse und zeigt damit ein zu erwartendes, stirker abweichendes und
in Teilen inverses Aminosaureverteilungsprofil, da die Umstellungen im Stoffwechsel
umfassender sind als bei Glucose und Galactose.

Der Vergleich der Profile zwischen Glucose, Galactose und Ethanol fiir beide Mutan-
tensets (Glycolyse/PPP) anhand der Z-Transformation ergab zudem, dass sich die

Aminoséurekonzentrationen der Mutanten fiir die jeweilige Kohlenstoffquelle weitest-
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gehend an der Konzentrationsverteilung des dazugehorigen Wildtyps orientierten.
Nur unter dem Einfluss von Ethanol traten fiir einzelne Mutanten deutliche Abwei-
chungen zum korrespondierenden Wildtyp auf (vgl. Abschnitt 4.3.3.1 Abbildung 51).
Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Kohlenstoffquellen zu spezifischen
und charakteristischen Konzentrationsverteilungen der Mutanten fiihrten, was im
Konsens zu vorangegangenen Studien steht [103] und dass diese relativ unabhéngig
vom Mutantenset waren. Sowohl fiir die glykolytischen als auch die PPP-Mutanten
zeigten sich dabei besonders unter Glucose erhohte Konzentrationen fiir die Amino-
sduren Serin, Threonin, Glycin und Lysin; unter Galactose fiir Tryptophan, Tyrosin
und Prolin sowie unter Ethanol fiir Alanin, Asparagin und Glutamin. Dieses Ergeb-
nis deckt sich mit der Theorie des erhchten glykolytischen Fluxes unter Glucose,
wodurch der Metabolit 3-Phosphoglycerat entstehen kann, welcher wiederum Aus-
gangspunkt zur Bildung von Serin und Glycin ist. Pyruvat wird nachfolgend zu
Oxalacetat umgesetzt, was die erhohten Konzentrationen an Threonin und Lysin
erkldren konnte, da sie aus diesem Metabolit hervorgehen. Da Galactose zudem
respirativ metabolisiert wird und eine erhohte Respiration die Aktivitdt des PPP zur
Abwehr oxidativer Schiden bedingt [5], erscheinen die hoheren Konzentrationen der
aromatischen Aminosduren Tyrosin und Tryptophan insofern logisch. Da Ethanol
iiber den Citrat- bzw. Glyoxalatzyklus metabolisiert wird, kann angenommen wer-
den, dass die Metaboliten dieser Zyklen in erhéhten Konzentrationen vorliegen,
sodass die daraus synthetisierten Aminoséuren teilweise durchaus ebenfalls diesen
Anstieg aufzeigen konnen. Letztlich lasst sich generell ein retrograder bzw. inverser
Konzentrationstrend fiir Ethanol im Vergleich zu Glucose/Galactose erkennen, der
mit groker Wahrscheinlichkeit durch die Kohlenhydratsynthese iiber den Weg der
Gluconeogenese erklarbar ist.

Zusammenfassend lésst sich daher sagen, dass die Effekte der verschiedenen Zucker-
substrate prinzipiell iber die Effekte genetischer Deletionen dominieren und es
dadurch zur Ausbildung deutlich voneinander unterscheidbaren Aminosaurekonzen-

trationsverteilungen kommt.
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5.2.2.2 Der intrazellulire Aminosiaurepool zeigt Stabilitdt gegeniiber

genetischen Perturbationen

Durch die Bestimmung der Aminoséureverteilungsprofile konnten Mutanten identifi-
ziert werden, die je nach vorliegender Kohlenstoffquelle, mehr oder weniger Einfluss
auf die generelle Aminosdureverteilung ausiiben. In diesem Abschnitt sollen die
wichtigsten Mutanten, welche den grofsten Einfluss auf den Aminoséaurepool zeigten,

zusammenfassend diskutiert werden.

Dazu konnen vorab bereits einige Aussagen iiber das generelle Verhalten der Mutan-
ten beziiglich ihrer Aminosdureverteilung gemacht werden. Beispielsweise konnten
allgemein sowohl fiir die Glycolyse- als auch fiir die PPP-Mutanten nachgewiesen
werden, dass es zwar haufiger Abweichungen zum Profil des dazugehorigen Wildtyps
gab, jedoch waren viele der beobachteten Unterschiede nicht signifikant verandert.
Weiterhin wurde sehr deutlich, dass die Anderungen in der Regel nicht stirker
als das 1.5-fache (log2) von der Konzentration des Wildtyps abwichen. Mit ande-
ren Worten, die Abweichungen betrafen in Einzelfidllen maximal das Vierfache des
Wildtyplevels, sodass die meisten Anderungen somit als relativ marginal angesehen
werden konnen, wodurch deutlich wird, dass der Aminosaurepool weitestgehend eine
Konstanz bzw. eine Stabilitdt gegeniiber genetischen Perturbationen im zentralen
Kohlenhydratstoffwechsel aufweist. Dies deckt sich ebenfalls mit anderen Studien,
welche diese Stabilitét bereits anhand der Metabolitenverteilung sowie fiir einige
Aminosduren demonstriert bzw. vermutet haben [103]|. Die Ursache fiir diese Kon-
stanz der verschiedenen regulatorischen Ebenen wird in der Wirkung von speziellen
regulatorischen Kreisldufen vermutet, welche iiber Riickkopplungseffekte im Ein-
klang mit der Aktivierung bzw. Inaktivierung der Genexpression einhergeht, was
bspw. anhand der Leucinbiosynthese gezeigt werden konnte [251]. Fiir einige Mutan-

ten konnten dennoch besonders zahlreiche Aminosauredanderungen detektiert werden.
Glycolysemutanten

Fiir die Glycolysemutanten ergaben sich spezifisch fiir jede Kohlenstoffquelle Grup-
pen von Mutanten die besonders zahlreiche Verdanderungen in ihrer Aminosaure-
verteilung aufwiesen. Das waren unter dem Einfluss von Glucose besonders die

Mutanten Apycl, Agpm?2, Apyc2, Apyk2. Daran wurde deutlich, dass die Mutan-
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ten mit den meisten Anderungen in den Aminosiurekonzentrationen besonders
diejenigen Positionen im Stoffwechselweg Glycolyse betreffen, welche Ausgangs-
punkt zur Synthese von Aminosiuren sind. Uber die Ursachen der beobachteten
Aminosdureverdnderungen kann in Einzelféillen spekuliert werden, jedoch lassen
sich nicht fiir alle Anderungen detaillierte Griinde auffithren. Beispielsweise wurde
fiir GPM2 (Phosphoglucomutase; katalysiert Umwandlung von 3-Phosphoglcerat
(3PG) zu 2-Phosphoglycerat(2PG)) berichtet, dass es sich vermutlich um ein nicht-
funktionelles Paralog zu GPM1 handelt und das Deletionen von einer GPM2 keine
Effekte auf die Metabolitenverteilung der Glycolyse ausgehen [252], sodass eine zu
erwartende Akkumulation von 3PG ausbleibt und somit fiir die erhohte Glycin-
konzentration der Agpm?2 - Mutante (vgl. Abschnitt 4.3.2.1 Abbildung 33) kein
Zusammenhang zu 3PG besteht. Alternativ konnte Glycin daher aus Threonin
hervorgehen (vgl. Abschnitt 1.2 Tabelle 1), welches ebenfalls erhoht war.

Die zahlreichsten Verdnderungen wurden fiir die Apyc1 - Mutante festgestellt. PYC1
codiert fiir die Pyruvatcarboxylase, welche die Umsetzung von Pyruvat zu Oxala-
cetat katalysiert. Sie ist einerseits wahrend der Gluconeogenese von Bedeutung,
da sie im ersten Schritt die irreversible Pyruvatkinasereaktion umgeht und zur
Generierung von Oxalacetat beitragt, welches nachfolgend durch die Pyruvatcar-
boxykinase zu Phosphoenolpyruvat (PEP) umgesetzt wird. PYC1 hat zudem auch
im Normalzustand eine anaplerotische Funktion in der Bildung von Oxalacetat und
dient damit der Zulieferung und Regenerierung Oxalacetatpools des Citratzyklus.
Das Aminosaureprofil der Apycl - Mutante weist aufgrund der Briickenfunktion
von PYC1 zwischen Glycolyse und Citratzyklus starke positive und negative Ande-
rungen in nahe jeder der 19 untersuchten Aminoséduren auf und zusétzlich zeigt die
Apycl - Mutante nahezu in jeder Aminosaure invertierte Konzentrationstrends zu
den restlichen glykolytischen Mutanten. Ca. 70% des zellularen Oxalacetats entstehen
durch die Reaktion der Pyruvatcarboxylase [229]. Eine Deletion von PYC1 limitiert
die Umsetzung von Pyruvat zu Oxalacetat, sodass die Synthese der oxalacetatogenen
Aminoséduren theoretisch gestort werden miisste, wohingegen die pyruvatogenen
Aminosduren aufgrund die Akkumulation von Pyruvat in erhéhten Konzentratio-
nen vorliegen miissten. In der Tat zeigte sich, dass die Konzentrationen der aus
Oxalacetat hervorgehenden Aminosduren Aspartat, Asparagin, Threonin, Lysin
verringert waren, wihrend von den pyruvatogenen Aminoséduren Alanin, Valin und

Leucin erhoht waren (wobei nur Leucin signifikant erhéht war). Zudem zeigten sich
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fiir die Apycl - Mutante erhohte Konzentrationen der aromatischen Aminoséuren,
was womoglich mit erhohten PEP-Leveln korreliert. PEP garantiert zusammen mit
Erythrose-4-phosphat (E4P) die Bildung der aromatischen Aminoséuren. In anderen
Studien zeigte sich bereits, dass der Wildtyp unter Glucose normalerweise konstante
Level der aromatischen Aminosiduren aufweist und dass diese Level zudem von den
natiirlich auftretenden glykolytischen Oszillationen, welche u.a. fiir PEP auftreten,
weitestgehend unbeeinflusst waren, was wahrscheinlich in der konstanten Versorgung
mit E4P begriindet liegt [253|. Die verringerten Serin- bzw. Glycinkonzentrationen
konnten eventuell durch verringerte 3PG begriindet sein oder durch verringerte
Threoninkonzentrationen hervorgerufen werden, da Threonin auch zur Synthese
von Glycin verwendet wird und Serin nachfolgend aus Glycin hervorgehen kann.
Unter dem Einfluss von Glucose konnten fiir alle Glycolysemutanten die haufigsten
positiven Anderungen (erhéhte Konzentrationen) fiir die Aminosiuren Glutamat,
Asparagin, Alanin und Glycin (17-30% der Mutanten betroffen) beobachtet wer-
den. Von negativen Anderungen (verringerte Konzentrationen) waren besonders
Isoleucin, Valin und Leucin betroffen (15-25% der Mutanten) betroffen. Damit
betreffen die Auswirkungen glykolytischer Deletionen besonders die Aminoséuren,
welche aus den terminalen Positionen der Glycolyse (ausgehend von Pyruvat) sowie
der Stoffwechselwege (Citratzyklus; ausgehend von Oxalacetat/ a-Ketoglutarat)
hervorgehen.

Der Metabolismus von Galactose erfordert die Aktivierung von spezifischen Genen
des Galactosekatabolismus (GAL - Gene), da Galactose nicht direkt iiber die
Glycolyse metabolisiert werden kann, sondern zuvor in Glucose-6-phosphat (G6P)
umgewandelt werden muss (vgl. Abschnitt 1.2 Abbildung 1). Unter Verwendung von
Galactose als Kohlenstoffquelle zeigten die Glycolysemutanten tendenziell verringer-
te Aminosdurekonzentrationen (vgl. Abschnitt 4.3.2.2 Abbildung 39). Im Vergleich
zu Glucose ergaben sich zudem weitaus weniger Verdnderungen. Zu den am stérk-
sten betroffenen Mutanten zahlten Apyk2, Afbpl und Apfki. Die Effekte einer
PYK2 - Deletion sollten im Allgemeinen, was das Aktivitdtslevel bzw. dessen Meta-
bolitenverteilung betrifft, relativ gering sein. PYK?2 ist normalerweise durch Glucose
reprimiert und zeigt erst unter Ethanol ein erhohtes Transkriptlevel und stellt zu-
mindest unter fermentativen Bedingungen ein relativ inaktives Homolog zu Pyklp
(CDC19) dar [254]. Daher sind die beobachteten Verdnderungen, wie schon bei

Glucose, unerwartet und deren mechanistische Erklarung an dieser Stelle begrenzt.
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Aufgrund einer nachgewiesenen héheren Expression von PYK2 unter Ethanol sollten
daher stérkere Effekte der Deletion unter Ethanol zu erwarten sein [254]. FBPI
und PFK1 codieren fiir die Enzyme Fructose-1,6-bisphosphatase sowie Phospho-
fructokinase 1, wobei Fbplp hauptséichlich unter gluconeogenetischen Bedingungen
aktiv ist und dabei die Umkehrreaktion zur irreversiblen Pfk1p-Reaktion katalysiert.
Zusétzlich stellen die beiden Enzyme wichtige regulatorische Positionen innerhalb
der Glycolyse dar [224,255,256]. Durch das gemeinsame Substrat bzw. Produkt
Fructose-1,6-Bisphosphat stellen sie zudem einen weiteren Regulator der Glycolyse
bereit, der unter anderem an der Regulation des terminalen glykolytischen En-
zyms Pyruvatkinase beteiligt ist und somit den Efflux der Glycolyse beeinflussen
kann [257]. Da sich beide Enzyme in topologischer Nihe des Eintrittspunktes von
Galactose (in Form von G6P) befinden, erscheint es durchaus logisch, dass bei
Deletionen dieser Enzyme Storungen des Kohlenhydratfluxes auftreten. Der durch
die Deletion von PFK1 blockierte glykolytische Flux wird dabei womdoglich durch
eine Umleitung der Metaboliten G6P/F6P {iber den PPP umgangen, sodass die
Metaboliten nach Durchlaufen des PPP in Form von G3P wieder zur Glycolyse
riickgefiihrt werden kénnen, was die erhohten Level an Methionin, Isoleucin, Valin
und Tryptophan erklaren konnte. Interessanterweise treten fiir die Afbp! - Mutante,
entsprechend ihrer gluconeogenetischen Funktion, welche anscheinend zu einem
gewissen Prozentsatz unter Galactose ablaufen, genau fiir diese Aminoséuren in-
verse Konzentrationstrends auf. Zu den am stérksten verdnderten Aminosduren im
Vergleich aller Mutanten zéhlten unter Galactose besonders Glycin, Alanin und
Arginin. Isoleucin, Valin, Prolin zeigten héufig verringerte Konzentration, jedoch
waren von diesen Anderungen maximal 10-25% der Mutanten betroffen, sodass sich
fiir die Mutanten unter Galactose eine hohere Variabilitdt beziiglich der verdanderten
Aminoséuren zeigte.

Fiir die Glycolyseutanten unter dem Einfluss von Ethanol ergaben sich die héu-
figsten Storungen des Aminosadurepools fiir die Mutanten Apycl, Aglkl, Afbpl
(vgl. Abschnitt 4.3.2.3 Abbildung 46). Speziell PYC1 sowie FBP1 wurden be-
reits zuvor als primér gluconeogenetische Gene beschrieben, die am Metabolismus
nicht-fermentierbarer Kohlenstoffquellen beteiligt sind. GLK1 codiert fiir die Gluco-
kinase 1 und katalysiert zusammen mit HXK1 die Phosphorylierung von Glucose zu
Glucose-6-phosphat [258]. Unter fermentativen Bedingungen sind diese beiden En-

zyme reprimiert und die Phosphorylierungsreaktion von Glucose wird hauptséchlich
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tiber HXK2 vermittelt [258]. Damit betreffen die stérksten Aminoséurednderungen
vor allem die zu erwartenden Positionen im Stoffwechsel, welche fiir das Wachstum
unter nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen wichtig sind. In diesen Mutanten
wurden besonders verringerte Level der pyruvatogenen Aminoséduren beobachtet,
was sich mit der Theorie deckt, dass ausgehend von Oxalacetat nach Umwandlung
zu Pyruvat dieses ebenfalls weiter umgesetzt wird, sodass die Konzentrationen von
Pyruvat vermutlich geringer sind, was sich zudem an den Konzentrationsspiegel der
entsprechenden Aminosauren zeigt. Fiir die Mutante Apyc! konnten die geringen
Konzentrationen von Pyruvat in der Deletion begriindet sein, da bei Ausfall der
Pyruvatcarboxylase Oxalacetat nicht in Pyruvat umgesetzt werden kann und somit
die erhohten Level an Threonin und Lysin auch damit begriindet werden kénnten.
Die Synthese von Pyruvat muss dabei dann auf anderem Wege gewihrleistet werden.
Beispielsweise konnte PY(C?2 die Umsetzung von Oxalacetat zu Pyruvat bei Ausfall
von PYC1 katalysieren. Daneben existieren noch die Moglichkeiten der Transami-
nierung von Alanin (was die verringerten Level an Alanin erklaren kénnte) sowie
die Synthese von Pyruvat ausgehend von Lactat mittels der NAD -abhéingigen
Lactatdehydrogenase. Durch Aktivierung des Glyoxalatzyklus ergibt sich zudem eine
weitere Moglichkeit der Glycinsynthese. Uberraschenderweise zeigte die Mutante
Apyk2 entgegen der Erwartungen keine signifikant verdnderten Aminosduren unter
Ethanol.

Insgesamt wurden unter Ethanol im Vergleich aller Mutanten die hiufigsten Ande-
rungen fiir Leucin und Alanin beobachtet.

Durch den Vergleich der spezifisch verdnderten Aminoséuren der jeweiligen Mutan-
te zwischen den drei Kohlenstoffquellen ergab sich, dass die meisten Anderungen
sehr spezifisch fiir eine der drei Kohlenstoffquellen waren. Fiir einige Mutanten
traten jedoch Gemeinsamkeiten beziiglich der betroffenen Aminoséuren auf (vgl. Ab-
schnitt 4.3.3.2 Abbildung 52). Dabei zeigte sich, dass vor allem zwischen Glucose und
Galactose die hiufigsten Uberschneidungen beobachtet werden konnten (in 8 von 20
Mutanten). Zwischen Glucose und Ethanol sowie zwischen Galactose und Ethanol
gab es deutlich wenigere Uberschneidungen (3-4 von 20 Mutanten). Konstant verin-
derte Konzentrationen traten nur fiir die beiden Mutanten Apyc2 (bei Alanin) und
Afbopl (bei Leucin, Isoleucin, Methionin) auf, sodass man davon ausgehen kann,
dass diese Gene eine wichtige Rolle in der Regulation dieser Aminoséduren einneh-

men. Auf welche Art und Weise diese Regulation erfolgt, kann an dieser Stelle nicht
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abschliefend beantwortet werden, da dafiir zukiinftig weitere Studien notwendig sind.
PPP-Mutanten

Fiir die PPP-Mutanten ergaben sich beziiglich der Aminosédureprofile unter dem
Einfluss von Glucose besonders bei den Mutanten Aprs2/3, Atall und Asol)
vermehrt signifikante Anderungen in den Konzentrationen (vgl. Abschnitt 4.3.2.1
Abbildung 37). Die Funktionen der PRS - Gene wurden bereits im Abschnitt 5.2.1
angesprochen. Interessanterweise zeigte sich fiir die PRS - Deletionen kaum ein
Einfluss auf die Histidinkonzentration, obwohl der an der Histidinsynthese beteiligte
Metabolit durch die Deletionen beeintrachtigt sein miisste. Aufgrund der Tatsache,
dass bspw. die SOL4 - Deletion neben Aprs3 unter allen Mutanten die hochste
Anzahl an veranderten Aminosauren aufwies, lasst sich annehmen, dass sich eventuell
die gestorte NADPH-Synthese nachteilig auf die Aminoséduren auswirkt. Die Gene
SOL1-4 sind zusammen mit den Genen GNDI1-2 und ZWF1 als Bestandteil des
oxidativen PPP zur Synthese von NADPH notwendig [8]. PRPP dient u.a. ebenfalls
als Cofaktor der NAD*/NADP*-Synthese [259]. Als weitere intrazellulire NADPH-
Quellen dienen u.a. Acetaldhyddehydrogenasen, Isocitratdehydrogenasen sowie das
Malatenzym [260,261]. Unter den drei Mutanten zeigten sich als Gemeinsamkeiten
ebenfalls erhéhte Konzentrationen der Aminosduren, welche aus a-Ketoglutarat
hervorgehen (Prolin, Arginin, Glutamin, Glutamat) sodass angenommen werden
kann, dass ein erhohter Umsatz des Citratzyklus vorliegt. Zusétzlich waren bei der
Atall - Mutante die verringerten Konzentrationen von Phenylalanin und Tyrosin
auffillig. Die Ursache dafiir liegt vermutlich darin, dass durch den Ausfall von
TAL1, welche die Umsetzung von G3P und S7P zu E4P und F6P katalysiert, nur
geringe Konzentrationen an E4P vorhanden sind, welches zusammen mit PEP die
effiziente Synthese der aromatischen Aminosduren garantiert. Insgesamt konnten fiir
alle PPP-Mutanten unter Glucose die hiufigsten positiven Anderungen fiir Arginin,
Glutamat, Serin festgestellt werden (20-43% betroffene Mutanten).

Unter dem Einfluss von Galactose zeigte sich fiir die PPP-Mutanten ein stérkerer Ef-
fekt auf den Aminoséurepool (vgl. Abschnitt 4.3.2.2 Abbildung 43). Es traten erneut
die meisten Anderungen fiir die PRS- und SOL - Mutanten sowie fiir die Mutanten
Atall und Atkll auf. Die Effekte der Deletionen wirkten sich unter Galactose jedoch

starker auf die aromatischen Aminosiduren aus, deren Konzentrationen zumeist
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verringert waren. Die Deletionen von der Hauptisoformen der Transaldolasen (Tallp)
und Transketolasen (Tkllp) zeigten die Relevanz dieser Reaktionen zum Aufbau der
aromatischen Aminoséuren, da diese tendenziell in ihrer Konzentration verringert
waren. TKL1 ist unter anderem fiir die Synthese der aromatischen Aminoséduren
essentiell [234]. Die Auswirkungen der TKL1 - Deletion waren jedoch schwécher als
erwartet, was womoglich in der generellen Prototrophie der Stamme begriindet war
bzw. daran, dass sie teilweise durch deren Isoform komplementiert werden konnten.
Die Auswirkungen der PPP-Deletionen auf die Aminosduren, welche nicht aus
dem PPP hervorgehen, sind erneut nur relativ schwierig zu erkléaren. Moglichweise
bietet die Interkonnektion des PPP mit der Glycolyse iiber die Metaboliten G6P,
F6P und G3P dabei eine regulative Moglichkeit die Konzentrationen der, aus der
Glycolyse und dem Citratzyklus hervorgehenden, Aminosauren zu beeinflussen,
was jedoch hier nicht abschlieffend geklért werden kann. Weiterhin sind zahlreiche
Interkonversionen zwischen den Aminoséduren vorstellbar, was die inhomogene Kon-
zentrationsentwicklung einiger Aminosauren aus gleichen metabolischen Vorlédufern
erklaren wiirde. Beispielsweise finden sich unter den Mutanten erneut am héufigsten
erhohte Argininkonzentrationen, jedoch zeigen Glutamin, Glutamat und Prolin hier
eher gegenlaufige Trends zu Arginin. Moglicherweise werden einzelne Aminosduren
zu Arginin konvertiert (zumeist Glutamat). Dennoch ist eine direkte Verbindung
des PPP und dessen Beeinflussung der Argininlevel weiterhin nicht klar. Neben den
erhohten Argininleveln (56% der Mutanten betroffen) zeigten sich allgemein bei
allen Mutanten besonders verringerte Level an Prolin (bei 37% der Mutanten.

Unter Ethanol traten fiir die PPP-Mutanten im Vergleich zu den Zuckern Glucose
und Galactose allgemein die wenigsten Anderungen in den Aminosiurekonzentratio-
nen auf (vgl. Abschnitt 4.3.2.3 Abbildung 49). Eine mégliche Ursache konnte darin
begriindet sein, dass der PPP unter Ethanol eine vergleichsweise relativ geringe
Aktivitit aufweist. Untersuchungen zur Adaptation von Hefezellen beim Ubergang
von glykolytischen zum gluconeogenetischen Stoffwechsel haben gezeigt, dass es nach
der Verwertung von Glucose zu Umstellungen im Stoffwechsel kommt [167]. Dabei
wurde vor allem beobachtet, dass es beziiglich der Bildung des Cofaktors NADPH
zu einer Verlagerung der NADPH-Produktion vom PPP in Richtung der oxidativen
Reaktionen der Acetaldehyddehydrogenase sowie der Isocitratdehydrogenase kommt.
Dies wurde zudem durch Genexpressionsanalysen unterstiitzt. Diese Verlagerung

der NADPH-Produktion war begleitet von einer vollstdndigen Inaktivierung des
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oxidativen Teils des PPP, wihrend aus dem nicht-oxidativen Teil nur die Reaktionen,
welche zur Bildung von Ribose und Erythrose fiihrten, weiterhin aktiv blieben. Die
Autoren der Studie nahmen an, dass der Grund fiir die Umstellung der NADPH-
Quelle in der Erhohung der energetischen Effizienz der Zelle zu suchen ist, da die
Zellen unter nicht-fermentativen Bedingungen den Flux durch die Gluconeogenese
erhohen miissten, was zuséatzlich Energie in Form von ATP verbrauchen wiirde.
Unter normalen Glycolysebedingungen erfordert die Produktion von NADPH {iber
die Route des PPP keine Energieinvestition. In Anbetracht dieser Studie erscheinen
die beobachteten erhohten Level von Leucin, Tryptophan und Phenylalanin logisch,
wenn man, wie fiir Ethanol typisch, eine erhohte Aktivitdt der Gluconeogenese sowie

nur die Aktivitat des nicht-oxidativen Teils des PPP voraussetzt.

Der Vergleich beziiglich gemeinsam verédnderter Aminosauren unter den verschiede-
nen Kohlenstoffquellen ergab ein dhnliches Bild zu den Glycolysemutanten (vgl. Ab-
schnitt 4.3.3.2 Abbildung 52). Viele der beobachteten Konzentrationsdnderungen
traten spezifisch nur unter einer der drei Kohlenstoffquellen auf. Dabei wurden fiir
die PPP-Mutanten ebenfalls die meisten Gemeinsamkeiten zwischen Glucose und
Galactose beobachtet. Nur die beiden Mutanten Atall (bei Tyrosin, Alanin) und
Aprs5 (bei Prolin) zeigten unter allen drei Kohlenstoffquellen konstant verédnderte
Konzentrationen, sodass sich hier diese beiden Gene als potentielle Regulatoren

dieser Aminoséuren ergeben.

Als abschlieftendes Fazit zur Beurteilung der Aminoséureprofile von Glycolyse- und
PPP-Mutanten lassen sich folgende Beobachtungen verallgemeinern. Diejenigen
Deletionsmutanten des Stoffwechselwegs Glycolyse, welche Enzyme betreffen, deren
Metabolite nachfolgend zur Synthese von Aminoséduren verwendet werden konnen,
zeigen unter Glucose die hiufigsten Anderungen in einer Vielzahl an Aminosiuren.
Das betraf besonders die durch PYC1, PYC2, GPM2 und PYK2 codierten Enzyme.
Unter Galactose zeigten vor allem diejenigen Mutanten, welche nahe am Eintritts-
punkt von Galactose in die Glycolyse (Eintritt iiber Glucose-6-phosphat) lokalisiert
sind, die starkste Wirkung auf den Aminosadurepool. Dies betraf besonders Enzy-
me, welche durch FBP1, GLK1 und PFK1 codiert werden. Unter Ethanol traten
besonders die Mutanten mit der stirksten Wirkung auf den Aminoséurepool in

Erscheinung, welche fiir den Metabolismus unter Ethanol (Gluconeogenese) wichtig
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sind. Diese codierten fiir die klassischen Enzyme der Gluconeogenese PY(C1, GLK1
und FBPI.

Im Falle der PPP-Mutanten traten die grofiten Stérungen des Aminosédurepools
unter allen Kohlenstoffquellen vor allem fiir die Mutanten der PRS - Gene sowie der
SOL - Gene und fiir TALI bzw. TKL1 auf, wobei dies vermutlich auf Stérungen des
NADPH-Haushalts bzw. dem verringerten Gesamtumsatzes des PPP (am Beispiel

des relativ inaktiven PPP unter Ethanol) zuriickzufiihren ist.

5.2.2.3 Aminosauren zeigen stabile Korrelationen und Konzentrationen

unter Glucose, Galactose, Ethanol

Da die verschiedenen Aminosauren teilweise aus gemeinsamen metabolischen Vor-
laufern hervorgehen, wurde angenommen, dass sich eventuell, iiber alle Mutan-
ten betrachtet, korrelative Aussagen beziiglich der Aminoséduren treffen lassen
miissten. Im Zuge der Analyse der Aminosaureverteilungsprofile von Glycolyse-
/ PPP-Mutanten konnten verschiedene korrelative Abhéngigkeiten beziiglich der
Aminosauren fiir die jeweiligen, spezifischen Umweltbedingungen aufgedeckt werden
(vgl. Abschnitt 4.3.3.4 Abbildung 55). Einige dieser Korrelation waren sehr variabel
zwischen den Kohlenstoffquellen, andere wiederum zeigten iiber alle Kohlenstoff-
quellen eine hohere korrelative Konstanz. Fiir die glykolytischen Mutanten bestand
dabei die hochste Korrelation zwischen den Aminoséduregruppen Threonin, Aspartat,
Glycin sowie zwischen Serin, Glutamin und Alanin, Isoleucin, Valin, Tryptophan.
Fiir die PPP-Mutanten zeigte sich die korrelative Konstanz vor allem fiir Lysin,
Arginin, Glutamin und Serin, Threonin sowie zwischen Valin, Isoleucin, Trypto-
phan, Tyrosin, Phenylalanin, wobei die Korrelationen zwischen Phenylalanin und
Tryptophan besonders ausgepriagt waren.

Korrelationsanalysen von Aminoséuren bei Storungen des Kohlenhydratstoffwechsels
wurden bisher nicht untersucht. Allgemein belaufen sich Korrelationsanalysen von
Aminoséuren bisher zumeist auf Studien zur Aminoséureverteilung in Proteinen [262]
bzw. auf pathologische Fragestellungen [263|. Studien zum korrelativen Verhalten
von Aminosduren beziiglich des Metabolismus sind selten. Am Beispiel der glykolyti-
schen Oszillationen wurden dennoch einige korrelative Beziehungen zwischen einigen
Aminoséduren beobachtet. Als glykolytische Oszillationen werden in der Regel die

zeitabhéngigen Konzentrationsénderungen von Metaboliten der Glycolyse bezeich-
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net, wobei die Metaboliten dabei periodisch in ihrer Konzentration ansteigen bzw.
abfallen [264]. Daneben existieren noch weitere Oszillationen die bspw. Metaboliten
des Citratzyklus betreffen [253]. Die Ursachen dieser Oszillationen liegen an der
gegenseitigen Beeinflussung der Metaboliten untereinander iiber die klassischen Re-
gulationsmoglichkeiten (Feedback-Inhibierung/Aktivierung etc.) [265]. Studien von
Hans et al. ergaben dabei beispielsweise, dass die Oszillationen bei den Aminoséduren
vor allem diejenigen betreffen, die direkt aus den metabolischen Vorlaufern (3-PG,
Pyruvat, Oxalacetat) entstehen. In dem Zusammenhang traten konstante periodi-
sche Veranderungen vor allem bei Valin, Serin, Leucin, Aspartat, Lysin, Alanin und
Asparagin auf, welche ebenfalls mit den metabolischen Oszillationen korrelierten.
Die Aminoséduren Glutamat, Glutamin, Glycin, Methionin sowie die aromatischen
Aminosauren zeigten ebenfalls zeitabhédngige Konzentrationséinderungen, jedoch
waren diese Anderungen eher chaotisch, d.h. ohne klar erkennbares periodisches
Muster. Anhand der Konzentrationstrends iiber einen gewissen Zeitraum wurde
zudem beobachtet, dass besonders die Gruppe Valin, Serin, Leucin; die Gruppe
Aspartat und Lysin (mit leichter Phasenverschiebung) und die beiden Paarungen
Alanin und Asparagin sowie Glutamin und Glutamat Korrelationen beziiglich ih-
rer Konzentrationstrends aufwiesen [266]. Andere Studien zu Glucose limitierten,
kontinuierlichen Wachstumsbedingungen identifizierten u.a. Lysin als stark oszil-
lierende Aminosédure, wobei Lysin dabei stark von a-Ketoglutarat abhédngig war
und des Weiteren eine korrelative Bezichung zwischen Serin und 3PG bestand [253].
Inwiefern die hier beobachteten Korrelationen mit den intrazelluldren Oszillationen
bzw. Zellzyklus abhéngigen Verhalten der Metaboliten oder anderen regulativen
Mechanismen der Zelle in Zusammenhang stehen muss in weiterfiihrenden Studien
separat beantwortet werden.

Neben den Korrelationsanalysen wurden zuséatzlich die Konzentrationstrends der
einzelnen Aminosduren entsprechend ihrer gemeinsamen metabolischen Vorldufer
untersucht (vgl. Abschnitt 4.3.3.3 Abbildung 53/54). Im Vergleich der Mutanten aus
Glycolyse und PPP war zu beobachten, dass die hochste Konstanz unter den drei
Kohlenstoffquellen im Fall der Glycolysemutanten fiir die Aminosduren Methionin,
Lysin, Threonin, Glutamat, Prolin, Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin auftrat.
Spezifisch nur fiir eine Zuckerquelle abweichende Konzentrationen traten in der
Regel nur unter Ethanol fiir die Aminosduren Asparagin, Isoleucin, Glutamin,

Arginin, Alanin, Valin, Serin, Glycin und Histidin auf. Die héchste Variabilitat
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ergibt sich fiir Aspartat und Leucin (vgl. Abschnitt 4.3.3.3 Abbildung 53). Bei
den PPP-Mutanten fand sich die hochste Konstanz unter den Aminoséuren Lysin,
Threonin, Glutamin, Prolin, Alanin, Valin, Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin,
Glycin und Histidin. Spezifisch unter einem Substrat abweichende Konzentrationen
traten fiir Glutamat, Arginin unter Ethanol und fiir Serin unter Glucose auf. Die
insgesamt grofste Variabilitdt in der Konzentration trat bei Methionin, Isoleucin
und erneut Leucin auf (vgl. Abschnitt 4.3.3.3 Abbildung 54).

Daraus ergab sich insgesamt fiir die beiden Mutantensets aus Glycolyse und PPP fiir
Lysin, Threonin, Prolin, Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin die hochste Konstanz
unter allen drei Kohlenstoffquellen (Glucose, Galactose, Ethanol). Fiir Arginin und
Serin traten spezifische Anderungen bei nur einer Kohlenstoffquelle auf. Leucin
zeigte allgemein die hochste Variabilitdt der Konzentration unter allen untersuchten

Kohlenstoffquellen.

5.2.2.4 Diagnostisches und biotechnologisches Potential von

Aminosaureprofilen aus Stoffwechselmutanten

Im einleitenden Kapitel dieser Dissertation wurden bereits die Vorziige von systembio-
logischen Analysen angesprochen. Die Moglichkeiten, welche sich durch die Analyse
der verschiedenen regulativen Ebene der Zelle ergeben sind vielseitig. Aus diesen
Griinden ist in den letzten Jahren auch das Interesse an Aminoséuren speziell fiir das
Gebiet der Metabolomics gewachsen, welches darauf ausgelegt ist, die metabolischen
Antworten der Zelle auf interne und externe Stérungen zu untersuchen. Aminoséduren
wirken u.a. als Energielieferant, was besonders an der Funktion der Glutaminolyse
im Zusammenhang mit proliferierenden Zellen wiahrend der Tumorgenese bzw. der
Krankheit Krebs deutlich wird, wobei die Glutaminolyse neben der Glycolyse als
eine der wichtigsten Energiequellen verwendet wird [267-269]. Einige Studien haben
zudem bereits den medizinischen Nutzen der Metabolomanalysen im Kontext mit
den Aminosduren aufgezeigt. So konnte u.a. Glycin als ein wichtiger Onkometabolit
identifiziert werden, da dieser sehr stark mit der Proliferation von Krebszellen
korreliert [270]. Aminosdureprofile wurden zudem zur Erkennung bzw. Fritherken-
nung von Krebs genutzt, wobei dabei besonders Glutamat, Histidin, Prolin und
Tyrosin als Marker Anwendung fanden [271]. Die Untersuchungen der Effekte von

genetischen bzw. umweltbedingten Perturbationen auf das Level der Aminoséauren
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konnten daher eine Relevanz fiir therapeutische Ansétze im Zusammenhang mit
genetisch bedingten Stoffwechselstérungen haben.

Abseits ihres diagnostischen Potentials ermdglichen Kenntnisse der Aminosédurever-
teilungsprofile die Entwicklung biotechnologischer Anwendungen in Hinblick auf
die Aminosduregewinnung aus gentechnisch modifizierten Mikroorganismen bzw.
Pflanzen wie bspw. Corynebacterium glutamicum oder Arabidopsis thaliana |272].
Der Fokus dabei vor allem in der Entwicklung von Alternativen zur kostspieligen
chemischen Synthese von Aminosduren. Anwendung finden Aminoséuren heutzutage
besonders in den Bereichen der Lebensmittel-, Futtermittel- sowie pharmazeutischen
Industrie. Zur biotechnologischen Gewinnung von Aminosduren werden verschie-
dene Konzepte verfolgt. Einerseits konnen bestehende Aminosédurebiosynthesewege
derart modifiziert werden, dass eine gesteigerte Produktion spezifischer Amino-
sauren moglich wird. Beispielsweise kann dabei der intrazelluldre regulatorische
Riickkopplungsmechanismus (Feedback-Regulation), welcher u.a. charakteristisch
fiir die Aminoséurebiosynthese ist, durch genetische Modifikationen umgangen wer-
den, sodass die gewiinschte Aminoséure tiberproduziert wird. Dies konnte bspw. fiir
den Aspartatbiosyntheseweg in A. thaliana demonstriert werden, dessen Enzym
Dihydrodipicolinatsynthase auf Insensitivitédt hinsichtlich der Feedback-Regulation
mutiert wurde, was in der gesteigerten Produktion von Lysin resultierte [273].
Modifikationen andere Enzyme desselben Synthesewegs in Bacillus methanolicus
resultierten in einer 80-fachen Steigerung der Lysinkonzentration [274]. Neben den
eigentlichen Aminoséurebiosynthesewegen konnen zudem Modifikationen im Koh-
lenhydratstoffwechsel gezielt zur Uberproduktion von Aminoséuren genutzt werden.
Dies wurde am Beispiel des Enzyms Fructose-1,6-Bisphosphatase (FBPase) des
Bakteriums C. glutamicum demonstriert, wobei eine Uberproduktion dieses Enzyms
zu einem erhohten Flux durch den PPP und der damit verbundenen Steigerung
der intrazellulairen NADPH-Level fiihrte, was wiederum eine gesteigerte Lysinpro-
duktion aufgrund der erhhten NADPH-Level nach sich zog [275]. Eine weitere
Moglichkeit die Produktion spezifischer Aminoséduren zu steigern liegt in der Wahl
des Wachstumsmediums bzw. in der Kombination verschiedener Medien. Auf diese
Art wurde in E. coli und C. glutamicum eine gesteigerte Methioninproduktion durch
variierende Schwefelquellen erreicht. Der Einsatz von Thiosulfat, Thiosulfid oder
Methanthiol anstelle von Sulfat resultierte dabei in einer deutlich gesteigerten Me-

thioninsynthese [276]. Anhand dieser biotechnologischen Anwendungen, von denen

190



5.2 Glycolyse-/ PPP-Mutanten

sich zahlreiche Beispiele in diversen Organismen finden lassen, konnte exemplarisch
das Potential von Studien des Stoffwechsels beziiglich der Ebene der Aminoséuren
verdeutlicht werden. Trotz dessen sind selbstverstandlich weitere Studien notwendig,
um die Effekte genetischer Deletionen im Zusammenhang mit unterschiedlichen
Umweltbedingungen weiter aufzukléaren und daraus mogliche Ziele zur Manipulation

des intrazelluldren Aminosaurepools zu identifizieren.
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6 Zusammenfassung

Der erste Teil der Dissertation befasste sich mit der Analyse zweier Gene, welche
sich in einem kompetitiven Haploprofizienzscreen zur chronologischen Alterung
angereichert haben. Die Studien an VHR1 und NQM1 haben gezeigt, dass sich die
Interaktion der beiden Gene in einem Haploprofizienzphénotyp in sowohl kompetiti-
ven als auch nicht-kompetitiven chronologischen Alterungsexperimenten auspragt,
welcher sich als erhohte Klonogenizitat wiahrend der stationédren Phase manifestiert.
Es konnte nachgewiesen werden dass NQM1 ein durch Glucose reprimiertes Gen
darstellt, dessen Funktion vermehrt unter gluconeogenetischen Bedingungen anzusie-
deln ist. NQM1 stellt zudem eine, durch diverse Stressarten induzierte, Isoform von
TALI dar, wird aber unabhéngig von dieser reguliert und erfiillt daher héchstwahr-
scheinlich eine abweichende biochemische Funktion. Die Expression von NQM1 wird
in Abhéngigkeit der zugrundeliegenden Stressquelle durch den Transkriptionsfaktor
VHR1 reguliert (Kalorierestriktion, osmotischer Stress) und ist dabei in ihrer Auspré-
gung von der Priasenz des VHRI - Transkriptionsfaktors abhéngig. Der detaillierte
molekulare Mechanismus iiber den NQM1 in den Metabolismus unter stationéren
Bedingungen involviert ist und inwiefern VHR1 generell an der Langzeitadaptation
bzw. der Langzeitregulation von NQM1 beteiligt ist, muss in zukiinftigen Studien
weiter aufgeklart werden. Dennoch zeigen die hier beschriebenen Ergebnisse deutlich,
dass NQM1 den zentralen Kohlenhydratstoffwechsel beeinflusst und zusétzlich in
die, fiir den Alterungsprozess charakteristischen Facetten wie bspw. der Abwehr von
oxidativen und osmotischen Stress, sowie Kalorierestriktion involviert ist.

Im zweiten Teil der Dissertation wurden die Effekte von kombinierten geneti-
schen und umweltbedingten Perturbation (alternative Kohlenstoffquellen Glucose,
Galactose, Ethanol) der zentralen Kohlenhydratstoffwechselwege Glycolyse und
Pentosephosphatweg auf die Verteilung der intrazellularen Aminosduren hin un-
tersucht. Dabei wurde demonstriert, dass sich die Aminosédureverteilungsprofile

innerhalb der Gruppe von entweder Glycolyse bzw. Pentosephosphatwegmutanten
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unter dem Einfluss von Glucose und Galactose dhnlicher sind als unter Ethanol,
wo die Konzentrationsverhéaltnisse zumeist im Trend invertiert waren. Der Einfluss
der Kohlenstoffquellen dominierte dabei iiber die genetischen Deletionen, sodass
deutlich separierte Muster in den Aminosdureverteilungsprofilen zwischen Glucose,
Galactose und Ethanol identifiziert werden konnten. Allgemein offenbarte sich eine
Konstanz des intrazellularen Aminosdurepools hinsichtlich genetischer Perturba-
tionen der Stoffwechselwege Glycolyse- und PPP, da die Konzentrationen in den
Deletionsmutanten maximal um das Vierfache zum Wildtyp verédndert waren. Dele-
tionen in zentralen Positionen, an denen Metaboliten generiert werden, welche zur
Synthese von Aminosduren notwendig sind, zeigten unter Glucose stark verdnderte
Aminosaurelevel. Gleiches galt fiir spezifische Enzyme des Gluconeogenese unter
nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen (Ethanol). Die beobachteten Verédnderun-
gen in den Mutanten waren haufig spezifisch fiir eine Kohlenstoffquelle. Konstante
Verénderungen in spezifischen Aminosduren unter Glucose, Galactose, Ethanol wur-
den nur bei den Mutanten Apyc2, Afop1, Aprsd, Atall festgestellt. Des Weiteren
konnten fiir die Aminosduren korrelative Beziehungen und deren Konstanz unter
den Kohlenstoffquellen demonstriert werden. Fiir die Glycolysemutanten bestand
dabei die hochste Korrelation zwischen den Aminoséauregruppen Threonin, Aspartat,
Glycin sowie zwischen Serin, Glutamin und Alanin, Isoleucin, Valin, Tryptophan.
Fiir die Pentosephosphatwegmutanten zeigte sich die korrelative Konstanz vor allem
fiir Lysin, Arginin, Glutamin und Serin, Threonin sowie zwischen Valin, Isoleucin,
Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin. Analysen zur individuellen Konzentration der
jeweiligen Aminosduren unter Glucose, Galactose, Ethanol ergaben zudem fiir beide
Sets an Mutanten, vor allem fiir Lysin, Threonin, Prolin, Phenylalanin, Trypto-
phan, Tyrosin die héchste Konstanz und fiir Leucin die hochste Variabilitat der

Konzentrationen unter allen untersuchten Kohlenstoffquellen.
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7 Summary

The first part of the thesis was focused on the analyses of two genes that were
enriched in a competitive haploproficiency screen related to chronological aging in
yeast. Studying the function of VHR1 and NQM]1 led to the observation that the
interaction of both genes manifested in a haploproficient phenotype of enhanced
clonogenicity upon stationary phase in both competitive and non-competitive chro-
nological aging experiments. It was shown, that NQM1 reflects a glucose repressed
gene which functions primarily under gluconeogenic conditions. Moreover, NQM1
represents a stress inducible isoform of the transaldolase TAL1, but is regulated
independently of TAL1 and thus possibly fulfills an alternative biochemical function.
The expression of NQM1 is dependent on the applied stress and thereby regulated
by the transcription factor VHRI (e.g. under conditions of osmotic stress and caloric
restriction) which also affects the magnitude of the NQM1 expression. The detailed
molecular mechanism in which NQM1 is implicated in the metabolism of the late
stationary phase and how the interaction of VHRI and NQM1 is necessary for
long-time adaption or long-time regulation needs to be elucidated in future studies.
However, the data presented here have shown that NQM1 affects glucose metabolic
activity in yeast stationary phase, under oxidative stress, osmotic stress and caloric
restriction, and is thus implicated in different facets of the aging process.

The second part of the thesis was focused on the effects of how combined environmen-
tal (alternative carbon sources glucose, galactose, ethanol) and genetic perturbations
of two main pathways of the central carbon metabolism (glycolysis and pentose
phosphate pathway) influence the distribution of intracellular amino acids. It was
demonstrated that the amino acid profiles of either glycolytic or pentose phosphate
pathway-associated mutants do show more similarities when grown in glucose or
galactose as in ethanol, which showed mostly inverted concentration trends. The
influence of the carbon substrates dominated over genetic mutations, which was

clearly shown by the distinct profile patterns. In general, the intracellular amino
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7 Summary

acid pool depicted stability against genetic perturbations of glycolysis or pentose
phosphate pathway enzymes since the amino acid concentrations in-/decreased not
more than 4-fold compared to wild type level. Deletions in central pathway positions
whose metabolites are building blocks to amino acids showed more changes on
glucose as sole carbon source. Deletions affecting gluconeogenic enzymes showed
more changes on non-fermentable carbon sources (ethanol). In general, most of the
concentration changes identified within the mutants were specific to one carbon
source. Persisting amino acid changes among all three carbon sources were only
identified for Apyc2, Afbp1, Atall, Aprss. Correlative associations among amino
acids were discovered and their stability could be confirmed among the carbon
sources. For the glycolytic mutants, highest correlation was shown for threonine,
aspartate, glycine as well as for serine, glutamine and the group of alanine, isoleucine,
valine, tryptophan. For the pentose phosphate pathway mutants, highest correlative
stability was shown for lysine, arginine, glutamine as well as for serine, threonine
and the group of valine, isoleucine, tryptophan, tyrosine, phenylalanine. Analyses
of the individual concentrations of a specific amino acid on glucose, galactose or
ethanol resulted in the most stable concentrations for lysine, threonine, proline, phe-
nylalanine, tryptophan, tyrosine for both mutant sets among the carbon substrates.

Leucine depicted the highest variability among all carbon sources.
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