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Zusammenfassung

Peroxisomen sind von einer einfachen Membran umschlossene Organellen, die in den meisten euka-

ryotischen Zellen vorkommen. Sie sind essentiell für den Abbau von Fettsäuren und entgiften das

dabei entstehende Wasserstoffperoxid. Peroxisomen und ihr enzymatischer Inhalt passen sich an die

Umgebungsbedingungen und den Lebenszyklus an. Dabei können sich diese Organellen sogar so weit

spezialisieren, dass sie neue Funktionen übernehmen. Trotz ihrer Diversität ist das Importsystem, mit

dem lösliche Proteine aus dem Zytosol in die Peroxisomen transportiert werden, hoch konserviert.

Peroxisomale Matrixproteine werden im Zytosol translatiert und im gefalteten Zustand von einem

löslichen Rezeptor in die Peroxisomen importiert. Die Erkennung erfolgt dabei über peroxisomale

Targeting-Signale (PTS). Diese Signale befinden sich entweder nahe des N-terminalen Endes (PTS2)

oder am C-terminalen Ende (PTS1) des Proteins und werden von dem PTS2-Rezeptor Pex7 oder

dem PTS1-Rezeptor Pex5 gebunden. Im Folgenden wird das geladene Matrixprotein, das Cargo, zur

peroxisomalen Membran gebracht und in die Matrix transloziert. Abschließend werden die Rezeptoren

recycelt und stehen für eine neue Importrunde zur Verfügung.

Der phytopathogene Basidiomycet Ustilago maydis weist zwei Pex5 und ein Pex7 auf. Der Phä-

notyp einer pex5b-Deletionsmutante ist prominenter als der einer pex5a-Deletion. Beide Mutanten

zeigen eine reduzierte Filamentbildung, verminderte Virulenz und ein eingeschränktes Wachstum auf

Fettsäuren.

Im Verlauf dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass sowohl Pex5a als auch Pex5b essentiell

für die Verstoffwechselung von Fettsäuren sind, während der PTS2-Rezeptor unter diesen Bedingungen

nicht benötigt wird. In einer bioinformatischen Analyse konnten PTS2-Proteine identifiziert werden,

wobei von vielen keine Funktion bekannt ist und einige zusätzliche Zielsteuerungssignale aufweisen.

Der überwiegende Teil der peroxisomalen Matrixenzyme erreicht dieses Organell über die PTS1-

Rezeptoren.

Bei Lokalisationsuntersuchungen von PTS1-Proteinen fiel auf, dass diese immer im Zytosol verblei-

ben, wenn pex5b deletiert war. Auf einige traf das auch nach Deletion von pex5a zu, obwohl diese

Proteine in Wildtyp-Zellen peroxisomale Lokalisierung zeigten. Folglich werden für den Import man-

cher PTS1-Proteine sowohl Pex5a als auch Pex5b benötigt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass

Pex5a nur in Anwesenheit von Pex5b den Importzyklus durchlaufen kann und dass diese Abhängigkeit

über die N-terminale Domäne (NTD) von Pex5b vermittelt wird. Die NTD von Pex5b enthält auch

die Pex7-bindende Domäne und ist für den Pex7-vermittelten PTS2-Import essentiell.

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Cargo-Pex5-Interaktion nicht ausschließlich über die PTS1-

Bindetasche von Pex5 vermittelt wird und so zusätzlich zwischen Cargos diskrimiert werden könnte. Da

pex5a und pex5b außerdem während des Lebenszyklus von U. maydis differentiell exprimiert werden,

legt dies nahe, dass Pex5a und Pex5b als Regulatoren des peroxisomalen Proteoms fungieren. Dabei

könnten sie das enzymatische Repertoire der Peroxisomen an den durch die Umgebungsbedingungen

bestimmten Bedarf anpassen.
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Abstract

Peroxisomes are organelles surrounded by a single membrane and are near-ubiquitous to eukaryotic

cells. These organelles are essential for degradation of fatty acids and detoxify the in this process

produced hydrogen peroxide. Peroxisomes can adapt their enzymatic content to the environment and

the life cycle. Specialised peroxisomes can adopt very specific functions and are only found in a few

cell types or organisms. Despite their diversity, peroxisomes share the same import system to transport

proteins from the cytosol into the peroxisomal matrix.

Peroxisomal proteins are translated in the cytosol and are imported as fully folded and co-factor

bound proteins and even as oligomers. The vast majority of peroxisomal proteins contain a short

conserved C-terminal targeting signal (PTS1). These proteins are imported by a conserved cytosolic

receptor protein, Pex5. Only a few peroxisomal proteins carry an N-terminal targeting signal (PTS2),

which is recognized by the receptor protein Pex7. After transferring the matrix protein across the

peroxisomal membrane, the import receptors are recycled for further rounds of import.

The plant pathogenic fungus Ustilago maydis encodes two Pex5 receptors (Pex5a, Pex5b) and one

Pex7 receptor. Deletion of pex5a abolished growth on oleic acid but has nearly no effect on pathogenic

development. In contrast, Pex5b was found to be important not only for growth on fatty acids, but

also for filament formation and virulence.

While both Pex5a and Pex5b are essential for growth on oleic acid the PTS2 receptor is not required

under these conditions. Many PTS2 proteins found in a bioinformatic analysis are of unknown function

and some of them harbour additonal targeting signals, leading to the conclusion that most matrix

proteins are imported by the PTS1 receptors, especially during growth on oleic acid.

Deletion of pex5b disrupted the peroxisomal targeting of all PTS1 proteins. Despite their co-

localisation with a peroxisomal marker protein in wild type cells, a few were found to additionally

reside in the cytosol after deletion of pex5a. Thus, the peroxisomal targeting of some PTS1 proteins

depends on Pex5a as well as Pex5b. In this work it could be shown, that for import functions Pex7

depends on the presence of Pex5b. As a conclusion, Pex5b serves as co-receptor for both Pex5a and

Pex7.

Pex5a and Pex5b do not only interact with their cargos by binding of the PTS1. It is feasible that

additional interactions may serve to discriminate between different cargos. Additionally, transcription

of pex5a and pex5b is differentially regulated during the life cycle of U. maydis suggesting modulation

of the peroxisomal proteome in adaption to the environment.
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1 Einleitung

1.1 Peroxisomen: Funktion und Biogenese

Peroxisomen sind Organellen von runder Form und werden von einer einfachen Membran begrenzt.

Sie kommen in nahezu allen eukaryotischen Zellen vor; Ausnahmen sind amitochondriale Parasiten

wie Entamoeba und Giardia und die mitochondrien-aufweisenden Apicomplexa [1]. Peroxisomen un-

terscheiden sich zwischen Organismen, Zelltypen, unter verschiedenen Umgebungsbedingungen und

je nach Entwicklungsphase in ihrer Anzahl, Größe und ihrem Proteinrepertoire [2, 3]. Einige Stoff-

wechselwege sind charakteristisch für Peroxisomen, beispielsweise die β-Oxidation von Fettsäuren, der

Abbau von Aminosäuren und Nukleotiden und die Detoxifizierung von reaktiven Sauerstoffspezies

(ROS) [4, 5, 6].

Weitere Funktionen der Peroxisomen variieren mit ihrem enzymatischen Inhalt je nach Organismus,

Zelltyp und Wachstumsbedingungen. In Säugetieren finden essentielle enzymatische Schlüsselschritte

der Biosynthese von Plasmologenen, das sind Etherlipide, die im Gehirn und Nervengewebe vorkom-

men, in Peroxisomen statt [7]. Pflanzliche Peroxisomen unterscheiden sich in ihrer Funktion je nach

Zelltyp und werden drei Kategorien unterteilt: Glyoxysomen, Blattperoxisomen und unspezialisierte

Peroxisomen. Alle drei Subtypen enthalten Katalase für die Entgiftung von Wasserstoffperoxid, aber

unterscheiden sich in anderen Funktionen. So sind Glyoxysomen während der Keimung von Pflan-

zensamen vorwiegend im Glyoxylatzyklus und bei der β-Oxidation von Fettsäuren involviert, während

Blattperoxisomen an der Synthese von Glycolat bei der Photorespiration beteiligt sind [8, 9]. Auch

in Pilzen finden sich Glyoxysomen, die C2-Körper verstoffwechseln [10, 11]. Weitere pilzliche Pero-

xisomen weisen oftmals unter bestimmten Umständen induzierbare Enzyme auf, beispielweise solche,

die in der Metabolisierung von Methanol [12] oder der Biosynthese von Penicillin [13] involviert sind.

Zusätzlich können sich Peroxisomen in filamentösen Pilzen zu Woronin Bodies spezialisieren, die nach

Verwundung die Poren der Septen verschließen um einen Austritt von Zytoplasma zu verhindern

[14]. Spezialisierte Peroxisomen finden sich auch in Trypanosomen (Trypanosoma und Leishmania),

in denen die glykolytischen Enzyme in Glykosomen kompartimentiert sind [15]. Kürzlich konnte ge-

zeigt werden, dass Peroxisomen auch beteiligt sind im Alterungsprozess, in der Virusabwehr und der

Autophagie [16, 17, 18, 19].

Die β-Oxidation von Fettsäuren ist in Pflanzen und Hefen ein ausschließlich peroxisomaler Pro-

zess, während in tierischen Zellen Peroxisomen und Mitochondrien kooperieren [20]. Außerdem tragen

beide zur zellulären ROS-Homöostase bei, wobei Peroxisomen möglicherweise Einfluss auf die mit-

ochondrialen ROS-Signalwege nehmen [21, 22]. Zusätzlich kooperieren diese beiden Organellen bei

der Erkennung und Abwehr von Viren [16] und es wurde ein vesikulärer Transport von Mitochondrien

zu Peroxisomen beschrieben [23]. Auch teilen sich Peroxisomen und Mitochondrien Schlüsselkom-

ponenten ihrer Teilungsmaschinerien, was für eine koordinierte Vermehrung dieser Organellen unter

bestimmten Bedingungen spricht [24, 25].

Obwohl zunächst vermutet wurde, dass Peroxisomen, ähnlich wie für die Entstehung von Mitochon-
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drien und Chloroplasten vorgeschlagen, durch Endosymbiose entstanden sein könnten, sprechen das

Fehlen eigener DNA und weitere experimentielle Daten gegen einen solchen endosymbiontischen Ur-

sprung. Stattdessen weist beispielsweise das Targeting einiger peroxisomaler Membranproteine zum

endoplasmatischen Retikulum (ER), bevor sie zum Peroxisom sortiert werden, auf eine enge Verbin-

dung zwischen ER und Peroxisomen hin [1, 26]. Neue Peroxisomen entstehen innerhalb einer Zelle

durch Teilung vorhandener Peroxisomen, können aber wahrscheinlich auch de novo, vom ER ausge-

hend, gebildet werden [27, 28, 29]. Evolutionär konservierte PEX Gene kodieren für zumindest 34

Peroxine, die für die Biogenese der Peroxisomen notwendig sind [30] und die den Zusammenbau, die

Teilung und Vererbung dieser Organellen steuern [31, 32].

Von einigen peroxisomalen Membranproteinen konnte gezeigt werden, dass diese die Peroxisomen

über das ER erreichen [33, 34, 35]. Deshalb ist es wahrscheinlich, dass das ER die Membran für prä-

peroxisomale Strukturen zur Verfügung stellt, der genaue Mechanismus ist aber nicht bekannt [36]. Es

wird vermutet, dass der erste Schritt der de novo-Entstehung von Peroxisomen am ER beginnt, indem

Membranmodulatoren die Membran krümmen. Dadurch bilden sich spezialisierte Subdomänen in der

ER-Membran aus, die sich schließlich als sogenannte Prä-Peroxisomen abschnüren. Anschließend wer-

den mithilfe von Pex3, einem peroxisomalen Membranprotein (PMP), und Pex19, einem vorwiegend

zytosolisch vorliegendem Peroxin, weitere PMPs in die peroxisomale Membran inseriert [36]. Dabei

fungiert Pex19 als Rezeptor und Chaperon für neu synthetisierte PMPs und erkennt dabei spezifische

peroxisomale Membrantargeting-Signale (mPTS) [37]. Pex19 dockt anschließend an Pex3 in der per-

oxisomalen Membran an. Sobald die Matriximportmaschinerie, die aus ungefähr 12 Peroxinen besteht

und als Importomer bezeichnet wird [38, 39], vollständig in der peroxisomalen Membran vorliegt, wer-

den peroxisomale Matrixproteine aus dem Zytosol in die Prä-Peroxisomen importiert, wodurch diese

zu Peroxisomen maturieren [36].

Neue Peroxisomen können auch durch Teilung bereits vorhandener Peroxisomen entstehen, wobei

unklar ist, welcher Mechanismus bevorzugt wird und wie diese Teilung im Detail verläuft. Zum einen

gibt es Beobachtungen, dass beide durch Teilung entstandene Tochterperoxisomen denselben Pro-

teininhalt vererbt bekommen und dass die de novo-Bildung der bevorzugte Weg für die Biogenese

in Säugetierzellen ist [33]. Zum anderen wurde gezeigt, dass die Matrixproteine des mütterlichen

Peroxisoms ungleichmäßig auf die Töchter verteilt werden und dass Peroxisomen in Säugetierzellen

vorwiegend durch Wachstum und anschließende nicht symmetrische Teilung vorhandener Peroxiso-

men entstehen [40]. Auch in Hefezellen wird der Matrixinhalt vorhandener Peroxisomen nach Teilung

ungleichmäßig auf die Töchter verteilt [41, 42]. Zusätzlich gibt es Beobachtungen, dass vorhandene

Peroxisomen über das ER beständig mit PMPs beliefert werden [34, 35, 36].

Im Menschen führen Defekte der Peroxisomenbiogenese zu Störungen des Imports essentieller Enzy-

me in diese Organellen, wodurch eine Reihe von Krankheiten ausgelöst wird, die als peroxisomal bioge-

nesis disorders (PBDs) bezeichnet werden [43, 44, 45]. Das Zellweger Syndrom ist eine Erbkrankheit,

die durch das Fehlen von Peroxisomen bzw. durch das Vorliegen einer peroxisomalen Dysfunktionen

gekennzeichnet ist. In den Zellen reichern sich sehr langkettige Fettsäuren an und zusätzlich kann
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kein Plasmologen synthetisiert werden, welches für die Myelinbildung der Nervenzellen essentiell ist

[46, 47]. Daher verläuft diese Erbkrankheit in der Regel tödlich [48, 49, 50].

1.2 Import peroxisomaler Matrixproteine

Im Gegensatz zu Importmechanismen anderer Organellen werden peroxisomale Proteine als vollstän-

dig gefaltete und oligomerisierte Proteine importiert [51, 52, 53]. Die peroxisomalen Matrixproteine

werden im Zytosol an freien Ribosomen translatiert und tragen peroxisomale Importsignale, die von

zytosolischen Importrezeptoren erkannt werden [54]. Diese Importrezeptoren sind lösliche Proteine,

die zwischen dem Zytosol und den Peroxisomen pendeln [55, 56]. In Metazoa und in Pilzen tra-

gen die meisten peroxisomalen Matrixproteine ein peroxisomales Targetingsignal vom Typ 1 (PTS1),

während in Pflanzen zahlreiche peroxisomale Proteine über den PTS2-abhängigen Importweg in die

Peroxisomen gelangen [57]. In Metazoa und Pflanzen ist Pex5 der zentrale Importrezeptor, da so-

wohl PTS1- als auch PTS2-Proteine von diesem transportiert werden [58, 59, 60, 61, 62]. Dabei

ist die Interaktion von Pex5 mit den PTS1-Proteinen direkt [63, 64, 65, 66, 67], wohingegen für

die Interaktion zwischen Pex5 und PTS2-Proteinen das zusätzliche Adapter-Protein Pex7 benötigt

wird [62, 68, 69]. In Hefen und Pilzen dagegen werden PTS2-Proteine von einem Komplex aus Pex7

und spezies-spezifischen Mitgliedern aus der Pex20-Familie ohne Mitwirkung von Pex5 ins Peroxisom

importiert [69, 70, 71, 72, 73].

Der Import von Matrixproteinen kann in vier Schritte gegliedert werden: (1) Bindung des Rezeptors

an sein Cargo, (2) Docking des Rezeptor-Cargo-Komplexes an die peroxisomale Membran, (3) Translo-

kation des Cargos über die peroxisomale Membran und Entlassung in die peroxisomale Matrix und (4)

Recycling des Rezeptors [74] (Abbildung 1). (1) Peroxisomale Matrixproteine weisen PTS-Sequenzen

auf, wobei diese Regionen partiell ungefaltet sind und von den zytosolischen Chaperonen Hsp70 oder

Hsk40 stabilisiert werden, damit das PTS für den Rezeptor zugänglich ist [75, 76, 77]. Nachdem die

PTS1- und PTS2-Proteine im Zytosol von den Rezeptoren Pex5 bzw. von Pex7 und dem PTS2-Co-

Rezeptor gebunden wurden, (2) interagieren die Rezeptoren mit der peroxisomalen docking/trans-

location machinery (DTM) [78, 79, 80, 81]. DTM ist ein Transmembran-Proteinkomplex bestehend

aus Pex13, Pex14 und den RING-Finger Peroxinen Pex2, Pex10 und Pex12 [82, 83]. (3) Dem initialen

Docking folgt die Inserierung der Rezeptor-Cargo-Komplexe in die DTM, woraufhin das Cargo-Protein

in das Organellenlumen entlassen wird [84, 85, 86]. Dabei verbleiben die Rezeptoren Pex5 und Pex7

eingebettet in der DTM [87, 88, 89]. Für Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt werden, dass Pex5

zusammen mit Pex14 eine transiente Pore ausbildet, über die die Cargo-Proteine transportiert werden

[90]. (4) Nach dem Cargo-Translokations-Schritt werden die Rezeptoren ins Zytosol entlassen und

recycelt; sowohl der Rezeptor als auch die DTM stehen für weitere Importrunden zur Verfügung.
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Domäne, die für die Interaktion mit dem PTS1 essentiell ist [107]. Die C-terminale Domäne von

Pex5 besteht aus sieben Tetratricopeptid-Repeats, die eine Bindetasche für das PTS1 ausbilden. Die

Kristallstruktur der TPR-Domäne von Pex5 im Komplex mit einem PTS1 (PDB: 1FCH) enthüllt zwei

TPR-Tripletts, die, vermittelt über das mittlere TPR-Motiv, zueinander geklappt sind, wodurch eine

ringförmige Anordnung entsteht, in deren Mitte das PTS1 aufgenommen wird (Abbildung 2) [108].

Abbildung 2: Struktur der TPR-Domäne von Pex5 von Homo sapiens mit gebundenem PTS1.
Die von Gatto et al. 2000 publizierte Kristallstruktur (PDB: 1FCH) zeigt die Interaktion eines Pentapeptids,
welches ein PTS1 enthält (Mitte des Bildes), und der C-terminalen Domäne von Pex5 aus H. sapiens. Die
TPR-Domäne besteht aus sechs TP-Repeats (regenbogen-farbend), die eine Bindetasche formen und mit
dem PTS1 interagieren, und einem mittleren, TPR-ähnlichen Motiv (gelb), welches die beiden TPR-Tripletts
zueinander klappt [108].

Nachdem Pex5 sein Cargo im Zytosol gebunden hat, dockt der Rezeptor an Pex14 oder Pex13 in der

peroxisomalen Membran an [109, 110]. Dabei interagiert Pex5 mit den Membranproteinen über seine

in der N-terminalen Domäne (NTD) vorhandenen WxxxF/Y-Motive [111]. Daraufhin wird der initial

lösliche Rezeptor ein integraler Bestandteil der peroxisomalen Membran, wobei eine Pore, bestehend

aus Pex5 und Membranproteinen, ausgebildet wird [90]. Dieser Schritt der Insertion von Pex5 in die

DTM ist ATP-unabhängig aber abhängig von der Bindung des Cargos [84, 86, 112, 113], wobei auch

die Größe der Pore vom Cargo bestimmt wird und einen Durchmesser bis zu 9 nm aufweisen kann

[90]. Zu diesem Zeitpunkt weist Pex5 eine Transmembrantopologie auf, wobei das N-terminale Ende

ins Zytosol ragt, aber der Großteil des Proteins sich in der peroxisomalen Matrix befindet [56, 87, 88].

Die Interaktion zwischen der N-terminalen Region von Pex5 mit dem Docking-Komplex könnte eine

Konformationsänderung in der TPR-Domäne hervorrufen und so das Entlassen des Cargos in die

peroxisomale Matrix auslösen [63, 114]. Anschließend wird Pex5 an einem konservierten Cystein-

Rest nahe des N-Terminus mono-ubiquitiniert [115, 116, 117], wodurch die Extraktion von Pex5 aus

der DTM ausgelöst wird. Dieser Vorgang ist ATP-abhängig und wird vom Rezeptor-Export-Modul

(REM), bestehend aus den zwei ATPasen Pex1 und Pex6 und deren Membrananker, durchgeführt [112,
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115, 118, 119, 120]. Der letzte Schritt im Recycling des Rezeptors ist das Entfernen des Ubiquitins,

wahrscheinlich durch sowohl enzymatische als auch nicht-enzymatische Reaktionen [121, 122, 123].

Anstelle des Recyclings in das Zytosol kann auch ein Abbau von Pex5 erfolgen; die Degradierung

durch das Proteasom wird eingeleitet durch die Poly-Ubiquitinierung eines konservierten Lysin-Rests

in der Nähe des N-terminalen Endes von Pex5 [70, 116, 120, 124].

Je nach Organismus gibt es häufig weitere Pex5-Proteine, die für den Import von PTS1-Proteinen

zur Verfügung stehen. In Säugetieren wurden zwei verschiedene Spleißvarianten des PEX5 -Gens iden-

tifiziert; eine kurze (Pex5S) und eine lange Form (Pex5L), die sich in einer Insertion von 37 Ami-

nosäureresten unterscheiden [125]. In Hamsterzellen wurden sogar drei Isoformen von Pex5 entdeckt

(Pex5S, Pex5M, Pex5L) [126]. Alle Isoformen sind in der Lage, PTS1-Proteine ins Peroxisom zu

transportieren, aber nur Pex5L kann, aufgrund der 37 Aminosäure-Insertion, mit Pex7 interagieren

und spielt eine Rolle beim Import von PTS2-Proteinen [58, 60, 62, 125]. Die Situation in Pflanzen ist

ähnlich: Reis weist zwei Isoformen von Pex5 auf, wobei die längere ebenfalls am PTS2-Import beteiligt

ist [127]. In Arabidopsis thaliana kommt nur eine Version von Pex5 vor; diese entspricht der längeren

Isoform von Pex5L in Säugetieren und agiert sowohl im PTS1- als auch im PTS2-Importweg [61].

In der Hefe S. cerevisiae wurde kürzlich ebenfalls ein weiterer PTS1-Rezeptor charakterisiert. Das

als Pex9p bezeichnete Protein importiert auf gleiche Weise wie Pex5p PTS1-Proteine ins Peroxisom,

erkennt allerdings nur eine Minderheit an PTS1-Proteinen [128, 129]. Auch der Basidiomycet Ustilago

maydis kodiert für zwei Pex5-Rezeptoren [130], die in dieser Arbeit näher charakterisiert werden.

1.2.2 PTS2-Import

PTS2-Proteine werden vom Rezeptor Pex7 erkannt und gebunden. Pex7 gehört zur WD40-Proteinfamilie,

deren Mitglieder eine charakteristische Form gemeinsam haben und die innerhalb der Eukaryoten gut

konserviert ist [131]. WD40-Domänen, die aus WD40-Repeats bestehen, kommen in zahlreichen Pro-

teinen mit verschiedenen biologischen Funktionen vor, die sich von Signaltransduktion, Transkript-

regulation und Zellzyklus-Kontrolle bis zu Autophagie und Apoptose erstrecken [132]. Ein WD40-

Repeat besteht aus ungefähr 40 Aminosäuren und endet meistens auf Trp-Asp (WD). Gefaltet wird

ein WD-Repeat zu ß-Faltblättern, die anti-parallel angeordnet sind [133]. Pex7 besteht aus einem

N-Terminus, der nur eine geringe Sequenzähnlichkeit zu anderen WD40-Motiven aufweist, aber ei-

ne WD40-ähnliche Faltung annehmen kann, und sechs WD-Repeats; zusammen bilden diese eine

siebenblättrige Propeller-Struktur aus [134] (Abbildung 3).

Pex7 benötigt für seine Funktion als PTS2-Importrezeptor immer einen Co-Rezeptor [69]. In Säu-

getieren, Pflanzen, einigen Pilzen und einigen primitiven Eukaryoten wie Trypanosoma, Leishmania

und Dictyostelium fungiert der PTS1-Rezeptor Pex5 als Co-Rezeptor im PTS2-Importweg [58, 59,

60, 61, 62, 136]. In Hefen und anderen Pilzen übernehmen spezies-spezifische Vertreter der Pex20-

Proteinfamilie die Funktion des Co-Rezeptors [69, 70, 71, 72, 73, 137]. Die Pilze Yarrowia lipolytica,

Hansenula polymorpha, Pichia pastoris und Neurospora crassa weisen Pex20 auf [70, 71, 73, 137],

während die Hefen Candida glabrata und S. cerevisiae für Pex18 und Pex21 kodieren [72, 138]. In
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L/A/F erweitert worden [143]. Die PTS2-Domäne bildet eine α-helikale Konformation, in welcher alle

wichtigen Reste ihre Seitenketten in dieselbe Richtung orientieren und eine flexible Linker-Domäne

die PTS2-Helix mit dem Core-Protein verbindet [144].

Das PTS2-Motiv bildet zusammen mit Pex7 und dem Co-Rezeptor einen trimären Proteinkomplex.

Die Interaktion von PTS2 und Pex7 erfolgt dabei über eine evolutionär konservierte Furche oberhalb

der kegelförmigen WD-40-Struktur von Pex7. Diese Furche ist nicht nur die Bindestelle der PTS2-

Helix, sondern über diese erfolgt auch die Interaktion mit dem Co-Rezeptor (Abbildung 4) [134, 144].

In Säugetierzellen ist die PTS2-Pex7-Interaktion relativ schwach und erst durch Bindung von Pex5L

an diesen Komplex wird diese stabilisiert [89, 145]. Auch in S. cerevisiae ist der Komplex aus Pex7, Co-

Rezeptor und Cargo nur als trimärer Komplex stabil [134], wodurch vermutlich verhindert wird, dass

ungeladene Rezeptormoleküle nutzlose Importrunden durchlaufen [145]. Der Pex7-PTS2-Co-Rezeptor-

Komplex wird während der Insertion in die peroxisomale Membran aufgelöst und setzt Pex7-PTS2 frei,

wodurch möglicherweise im Folgenden das Entlassen des Cargos in die peroxisomale Matrix ausgelöst

wird [89, 134].

Abbildung 4: Struktur der PTS2-Domäne von 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase im Komplex mit
Pex7p und Pex21p von S. cerevisiae.

Die von Pan et al. 2013 publizierte Kristallstruktur (PDB: 3W15) zeigt das PTS2 des peroxisomalen Matrix-
proteins 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase (altweiß) im Komplex mit den Importrezeptoren Pex7p (grün) und (dem
C-terminalen Part von) Pex21p (orange) in S. cerevisiae; Nitrat- (rot/blau) und Magnesiumionen (grün). So-
wohl Fox3p als auch Pex21pC binden die Oberfläche von Pex7p, wodurch die aliphatischen Reste von allen
drei Proteinen einen hydrophoben Kern ausbilden. Die aliphatischen Seitenketten sind evolutionär konserviert
und die hydrophobe Interaktion dieserAminosäuren könnte von entscheidender Bedeutung für die Stabilität
des ternären Komplexes sein [134].
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Ebenso wie Pex5 im PTS1-Importweg bindet Pex7 gefaltete und oligomere Proteine [146, 147, 148,

139]. Im Folgenden interagieren die PTS2-Co-Rezeptoren - ebenso wie Pex5 im PTS1-Importweg -

über di-aromatischen Pentapeptid-Repeats (WxxxF/Y) mit dem Docking-Komplex, den Membranper-

oxinen Pex13 [149] bzw. Pex14 [109, 150]. In einigen Organismen bindet Pex7 auch in Abwesenheit

der Co-Rezeptoren an den Docking-Komplex [70, 150]. Ähnlich wie Pex5 verbleibt Pex7 während des

Translokationsvorganges des PTS2-Cargos an der DTM [89], wobei zumindest der N-Terminus von

Pex7 ins Zytosol ragt [151]. Die PTS2-Rezeptoren gleichen der NTD von Pex5, die an der Poren-

ausbildung im PTS1-Importweg beteiligt ist [69, 124, 140]. Von S. cerevisiae ist bekannt, dass die

PTS2-Importpore aus Pex18 und dem Pex14/Pex17-Heterodimer besteht und konstitutiv ca. 4,7 nm

weit geöffnet ist [152], aber auch schnell wieder aufgelöst wird [72, 124, 153]. Von S. cerevisiae weiß

man außerdem, dass die PTS1- und PTS2-Importwege getrennte Poren nutzen [152] - dies ist nicht

bekannt für Zellen, die Pex5 sowohl für den PTS1- als auch den PTS2-Importweg nutzen.

Im Gegensatz zu PTS1-Proteinen wird das PTS2-Motiv in Säugetieren und in Pflanzen von den

peroxisomalen Matrixpeptidasen Tysnd1 bzw. Deg15 abgespalten [154, 155, 156]. Die Prozessierung

des PTS2 ist aber keine notwendige Voraussetzung für die Ablösung des Cargos von Pex7, verhindert

aber möglicherweise die Reassoziation von PTS2-Proteinen in der peroxisomalen Matrix mit Pex7 in

der peroxisomalen Membran [89]. Aber auch durch die schnelle Freisetzung von Pex7 aus der DTM

könnte der Grund für die Irreversibilität des PTS2-Imports sein [89]. Nach dem Entladen wird Pex7 ins

Zytosol entlassen und steht für weitere Importrunden zur Verfügung [56]. Auch der PTS2-abhängige

Importprozess ist ATP-abhängig [146].

1.2.3 PTS-unabhängiger Import

Überraschenderweise finden sich in der peroxisomalen Matrix auch Proteine, die kein kanonisches

peroxisomales Targeting-Signal aufweisen. Proteine ohne PTS können sich zunutze machen, dass

das peroxisomale Translokon auch Proteinoligomere über die peroxisomale Membran transferieren

kann [51, 52, 53, 157, 158]. Beim sogenannten Piggy back-Import interagieren Proteine im Zytosol

mit einem PTS-tragenden Protein und werden als Teil dieses oligomeren Komplexes ins Peroxisom

transportiert. S. cerevisiae Eci1p weist zwar ein eigenes und funktionelles PTS1 auf, im Komplex mit

seinem Partner, dem Protein Dci1p, wird aber dessen PTS1 erkannt und beide Proteine werden als

Heterooligomer in die Peroxisomen transportiert [159]. Auch in Säugerzellen gibt es den Mechanismus

des Piggy back: Das Enzym SOD1 enthält kein eigenes PTS, wird aber im Komplex mit seinem

Interaktionspartner CCS über den Piggy back-Mechanismus in die peroxisomale Matrix importiert

[160]. Auch die PTS2-Importmaschinerie kann Proteinkomplexe importieren, wobei nur ein Targeting-

Signal genutzt wird. Eines der beiden bekannten PTS2-Proteine in S. cerevisiae, Gpd1p, wird von

Pex7 zusammen mit dem Co-Rezepor Pex21p gebunden und importiert - Gpd1p bildet dabei einen

heterodimeren Komplex mit Pnc1p, welches kein eigenes PTS aufweist [139].

Eine andere Möglichkeit für den Transport von Proteinen über die peroxisomale Membran in Ab-

wesenheit eines PTS1 oder PTS2 ist die direkte Interaktion mit dem Importrezeptor Pex5 an einer
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Stelle außerhalb der PTS1-Bindedomäne. In S. cerevisiae ist die NTD von Pex5p ausreichend, um

den Import des PTS-losen Proteins Fox1p ins Peroxisom zu ermöglichen, wobei die Interaktionsstelle

im zentralen Teil des Proteins Fox1p liegt [66, 140]. Auch die Katalase Cat2p wird in S. cerevisiae

auf diesem Wege importiert, wobei Cat2p an einer anderen Stelle als Fox1p innerhalb der NTD von

Pex5p bindet [66, 161]. Ebenso interagiert die Alkohol-Oxidase in H. polymorpha mit der NTD von

Pex5p um ins Peroxisom zu gelangen [65]. Auch in Pflanzen beobachtet man Pex5-abhängige, aber

PTS1-unabhängige Translokation ins Peroxisom: In A. thaliana interagiert Katalase mit der NTD von

Pex5p [67] und benötigt für die Bindung ein internes Bindemotiv nahe des C-terminalen Endes (-13

bis -11) [162]. Auch in Säugetierzellen interagiert Katalase trotz eines vorhandenen PTS1-Motivs

zusätzlich mit der NTD von Pex5 [63].

1.3 β-Oxidation von Fettsäuren in U. maydis

In U. maydis kommt den Peroxisomen eine wichtige Rolle im Abbau von Fettsäuren zu. In Pflanzen

und Hefen findet die β-Oxidation von Fettsäuren ausschließlich im Peroxisom statt, wohingegen in

Säugetieren und dem Pilz U. maydis der Fettsäureabbau kooperativ in Peroxisomen und Mitochondri-

en stattfindet [20, 163]. Ähnlich wie in menschlichen Zellen werden in den Peroxisomen von U. maydis

vorwiegend langkettige, verzweigtkettige und ungesättigte Fettsäuren abgebaut, wohingegen in den

Mitochondrien kurz- und mittelkettige Fettsäuren oxidiert werden [163]. Die im Peroxisom gekürzten

Fettsäuren werden anschließend auf das Trägermolekül Carnitin übertragen und zum Mitochondrium

gesendet, wo sie vollständig oxidiert werden. Für die koordinierte Regulation des Fettsäuremetabolis-

mus in beiden Organellen stehen Peroxisomen und Mitochondrien in einer engen Wechselbeziehung

[163, 164, 165, 166, 167].

Initialer Schritt der β-Oxidation von Fettsäuren ist deren Aktivierung, wobei diese an Coenzym

A konjugiert werden. Anschließend werden die Fettsäuren über ABC-Transporter in die Peroxisomen

importiert [168]. In U. maydis kodieren die Gene um03945 und um01105 für Homologe der Transporter

Pxa1p und Pxa2p aus Hefe bzw. ABCD1 und ABCD2 aus Säugetieren [163].

In U. maydis enthalten sowohl die Mitochondrien als auch die Peroxisomen alle für die β-Oxidation

von Fettsäuren benötigten Enzyme,. Im ersten Schritt des mitochondriellen Fettsäureabbaus kataly-

siert eine Acyl-CoA-Dehydrogenase (ACAD) die Oxidation von Acyl-CoA, wobei durch Transfer von

Elektronen auf FAD FADH2 gebildet wird. Dieses wird anschließend in der Atmungskette für die Pro-

duktion von ATP verwendet wird. Im Gegensatz dazu werden im ersten Schritt der peroxisomalen

β-Oxidation durch Acyl-CoA-Oxidasen (ACOX) Elektronen auf FAD und anschließend von FADH2 auf

O2 transferiert, wodurch Wasserstoffperoxid gebildet wird. Die Entgiftung des Wasserstoffperoxids

erfolgt durch das Enzym Katalase, die H2O2 zu Wasser (H2O) und Sauerstoff (O2) umsetzt.

Camões et al. fanden in einer bioinformatischen Suche in U. maydis vier Kandidaten für ACOXs

und sieben ACADs [163]. Drei der vier Enyzme, die mutmaßlich den ersten Schritt der peroxiso-

malen β-Oxidation katalysieren, weisen ein PTS1 auf (Um01966, Um02028, Um02208), wohingegen

um04324 weder für ein PTS1 noch ein PTS2 kodiert. Interessanterweise ist für dieses Protein das
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Fehlen eines PTS innerhalb der Pilze konserviert [163]. Für das S. cerevisiae Homolog Pox1p und Y. li-

polytica Enzym konnte bereits gezeigt werden, dass dieses Protein ohne PTS1 aber Pex5-abhängig in

die Peroxisomen importiert wird [140, 169]. Vier der sieben vorhergesagten ACADs weisen ebenfalls

PTS1-Motive auf: Um10665, Um01466, Um06400 und Um00122 [163]. Für die weiteren Schritte der

mitochondrialen β-Oxidation finden sich ebenfalls Homologe in U. maydis, wobei keines davon ein

peroxisomales Targeting vermuten lässt [163].

In Säugetieren wird der zweite und dritte Schritt der peroxisomalen β-Oxidation von zwei phylo-

genetisch unverwandten multifunktionellen Enzymen katalysiert [4]. In U. maydis findet sich nur ein

multifunktionelles Enzym (Um10038), welches kein PTS aufweist [163]. Stattdessen kodiert U. maydis

für PTS1-tragende Enoyl-Hydratasen (Um01747, Um02097, Um11001) und eine 3-Hydroxyacyl-CoA-

Dehydrogenase (Um10825), die vermutlich dieselben Reaktionen wie das multifunktionelle Enzym

katalysieren [163].

Der vierte und letzte Schritt des peroxisomalen Fettsäureabbaus wird von einer 3-Ketoacyl-CoA-

Thiolase katalysiert, wovon U. maydis zwei Homologe aufweist: Um01090 (PTS2) und Um02715 (kein

PTS). Die Funktion der Thiolase kann in Säugetieren eine peroxisomale Isoform des Sterol-Carrier-

Proteins (SCP) übernehmen. Auch von diesem findet sich in U. maydis ein Homolog (Um01986 - kein

PTS). Dieses Enzym weist keine SCP-Domäne auf; diese findet sich aber in den Enzymen Um11938

(PTS1) und Um01850 (PTS1) [163].

Ähnlich wie in Säugetieren weist auch U. maydis ein vollständiges Repertoire an Enzymen auf um

die peroxisomale und mitochondriale β-Oxidation kooperativ ausführen zu können [163]. In U. maydis

ist der Fettsäureabbau im Mitochondrium dabei spezifisch für gesättigte kurz- und mittelkettige Fett-

säuren, während im Peroxisom gesättigte und ungesättigte und kurz- bis zu langkettigen Fettsäuren

verstoffwechselt werden [163, 170, 171]. Die große Anzahl an potentiellen ACOXs und ACADs lässt

vermuten, dass einzelne Enzyme eine Substratspezifität entwickelt haben, was das große Spektrum

der im Peroxisom verstoffwechselten Fettsäuren erklären könnte [163].

1.4 Ustilago maydis als Modellorganismus

Der Basidiomycet U. maydis eignet sich in vielerlei Hinsicht als Modellorganismus, da dieser Pilz die

Vorteile einzelliger Organismen mitbringt, aber auch viele wichtige Prozesse mit menschlichen Zellen

teilt [172]. Ein genom-weiter Vergleich zwischen den Pilzen U. maydis und S. cerevisiae mit H. sapiens

zeigte, dass sich Basidiomycet und Mensch in Bezug auf ihre Proteinsequenzen ähnlicher sind als

H. sapiens und die Bäckerhefe. Außerdem fehlen eine große Anzahl jener Proteine, die U. maydis

mit dem Menschen gemeinsam hat, in S. cerevisiae vollständig. Einige dieser Proteine wurden bereits

mit Erkrankungen des Menschen in Verbindung gebracht, während von einem Großteil bisher keine

biologische Funktion bekannt ist [173].

Zusätzlich stehen für U. maydis eine große Anzahl molekularbiologischer, bioinformatischer und

zellbiologischer Techniken zur Verfügung und das Genom ist sequenziert und publiziert [174]. Der

phytopathogene Pilz infiziert, um seinen Lebenszyklus durchlaufen zu können, seinen Wirt Mais oder
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die ursprüngliche Form des Maises Teosinte. Da U. maydis alle grünen Teile seiner Wirtspflanzen

befallen kann, können bereits junge Maispflanzen im Gewächshaus infiziert werden, wonach inner-

halb kurzer Zeit markante Symptome sichtbar werden [175]. Dadurch eignen sich U. maydis und

Mais sehr gut um Pilz-Pflanzen-Interaktionen zu studieren [174, 176, 177, 178]. Außerdem konnte

gezeigt werden, dass U. maydis die Haarwurzeln des Schneckenklees Medicago truncatula infizieren

kann, wobei der Pilz nach Penetration zwischen den epidermalen Wurzelzellen inter- und intrazelluläre

Pseudohypen ausbildet. M. truncatula ist ein Modellorganismus zum Studium von Wurzelsymbiosen

und eine Infektion mit U. maydis könnte neue Einblicke in die Interaktion zwischen Wurzel und

Mikroorganismus gewähren [179]. Auch für zellbiologische Studien wurde U. maydis herangezogen,

beispielsweise für die Untersuchung des Langstreckentransports entlang von Mikrotubuli, des polaren

Wachstums und der offenen Mitose, da diese Prozesse mit denen in höheren Eukaryoten vergleichbar

sind, während sie in Ascomyceten teilweise fehlen [172]. Die bahnbrechenden Studien zum moleku-

laren Mechanismus der DNA-Reparatur und Rekombination von Robin Holliday wurden teilweise an

U. maydis durchgeführt [180] und noch heute wird dieser Pilz für Untersuchungen von Prozessen

an der DNA genutzt. So eignet sich U. maydis als Modellorgansimus für Telomerstudien, da dieser

Pilz identische Telomer-Repeat-Units wie Säugetiere und auch die Kernkomponenten für den Me-

chanismus des homology-directed repair (HDR), der für Aufrechterhaltung der Telomere wichtig ist,

aufweist [181].

Auch in der Funktion und der Transportmaschinerie der Peroxisomen ähnelt U. maydis den Säuge-

tierzellen. In dem Basidiomyceten zeigen die Peroxisomen zweierlei Bewegungen. Zum einen „Wackeln“

die Peroxisomen und zum anderen können sie über längere Strecken in der Zelle transportiert werden,

wobei der Langstreckentransport Energie benötigt und für die homogene Verteilung dieser Organel-

len innerhalb der Zelle essentiell ist [182]. Die β-Oxidation von Fettsäuren läuft in Säugetierzellen

sowohl im Peroxisom als auch im Mitochondrium ab, während in Hefe der Abbau von Fettsäuren

ausschließlich im Peroxisom stattfindet [20]. Einige Pilzspezies weisen im Gegensatz zu U. maydis nur

ein unvollständiges Set mitochondrialer β-Oxidationsenzme auf [183], was diesen Basidiomyceten zu

einem geeigneten Modellsystem macht um die metabolische Kooperation zwischen Peroxisomen und

Mitochondrien zu studieren [163].
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1.5 Fragestellung

Basidiomyceten wie U. maydis und C. neoformans kodieren für zwei Pex5-ähnliche PTS1-Rezeptoren

[138]. Der Phänotyp einer Deletionsmutante von pex5b ist in U. maydis deutlich stärker ausgeprägt als

der einer Deletion von pex5a: Beide Mutanten zeigen ein reduziertes Wachstum auf Ölsäure-haltigem

Agar und verminderte Virulenz, wobei jedoch ∆pex5b-Stämme kaum noch filamentös wachsen und

nahezu apathogen sind [130]. Die unterschiedlichen Phänotypen nach Einzeldeletionen von pex5a und

pex5b ließen die Schlussfolgerung zu, dass sich die beiden Proteine in ihrer Funktion beim peroxiso-

malen Import voneinander unterscheiden müssen. In dieser Arbeit stand die Charakterisierung der

U. maydis PTS1-Rezeptoren Pex5a und Pex5b im Vordergrund. Zum einen sollte untersucht werden,

ob die beiden PTS1-Rezeptoren unterschiedliche Cargos erkennen und zum anderen war von Interesse,

weshalb U. maydis für zwei unterschiedliche Pex5-Proteine kodiert.
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2.1.3 Nur ein geringer Anteil der peroxisomalen Matrixproteine weist ein PTS2 auf

Um herauszufinden, wie viele Proteine in U. maydis ein peroxisomales Targeting-Signal am N-Terminus

enthalten, wurde in der U. maydis-Datenbank [184, 185, 186, 187, 188, 189] nach Proteinen mit PTS2

gesucht (Pattern Search: <-x(1,40)-[RK]-[LVIQ]-x(5)-[QH]-[LAF]). Insgesamt weisen 122 Proteine die

Konsensussequenz R/K-L/V/I/Q-X5-Q/H-L/A/F nahe am N-Terminus auf. Im Weiteren wurden die

resultierenden Proteine mittels NCBI BLASTP [190] darauf untersucht, ob sie mögliche peroxiso-

male Matrixproteine sind. Dabei wurden solche Proteine eliminiert, die DNA oder RNA binden, am

Zellzyklus beteiligt sind oder Enzyme, die in Stoffwechselwegen involviert sind, die nach heutigem

Kenntnisstand nicht im Peroxisom ablaufen. Anschließend wurde die Literatur durchsucht und weiter

gefiltert. Zusätzlich wurden Proteine aussortiert, die in der Konsensussequenz an den Positionen X2

negativ und an X3 geladene Aminosäuren oder ein Prolin innerhalb des mögliche PTS2-Motivs auf-

weisen, da diese Reste die Interaktion des peroxisomalen Targeting-Signals mit den Importrezeptoren

verhindern [144]. Von den verbleibenden 28 Proteinen (Tabelle 3, Anhang) weisen einige, zusätzlich

zum PTS2, weitere Zielsteuerungssequenzen auf.

Im Gegensatz dazu finden sich im Genom von U. maydis deutlich mehr Proteine, die ein mögliches

PTS1 aufweisen. U. maydis erkennt teilweise andere PTS1-Proteine als S. cerevisiae [130], weshalb zur

Suche nach möglichen PTS1-Proteinen die zur übrigen Literatur abweichende Konsensussequenz ver-

wendet wurde: S/P/E/T/A/V/Q/P/G/N-K/R/M/V/S/L/K/N-L/M/F. Eine Suche nach möglichen

PTS1-Proteinen in der oben genannte Datenbank (Pattern Search: [SPETAVQPGN]-[KRMVSLKN]-

[LMF]->) resultierte in 375 Proteinen. Zwar ist dieses Ergebnis ungefiltert - nicht alle Proteine mit

PTS1 sind auch peroxisomale Matrixproteine -, es zeigt aber, dass es auch in U. maydis deutlich mehr

Proteine gibt, die ein PTS1 als ein PTS2 tragen.

2.2 Peroxisomale Importrezeptoren in U. maydis weisen konservierte

Aminosäuren, Motive und Domänen auf

2.2.1 Aufbau des Importrezeptors Pex7

Pex7-Proteine binden PTS2-Proteine über ihre WD40-Domäne, die aus einer WD40-Repeat-ähnlichen

Subdomäne und sechs WD40-Repeats besteht [134]. Um U. maydis Pex7 zu charakterisieren, wurde

das Tool WDSPdb [135, 191, 192] zur Vorhersage der Proteinstruktur genutzt. Dieses Tool erkannte

sieben WD40-Repeats in Um03596 (Abbildung 31, Anhang), was der konservierten Struktur von

Pex7 entspricht. Auch der innerhalb der Pex7-Proteine konservierte „bulge loop“ ([N/H]-[F/Y]-G-

[L/I]-[V/L/I/S/A]-G), der in S. cerevisiae die Interaktion zwischen Pex7p und Pex21pC vermittelt

[134], konnte nahe des N-Terminus von UmPex7 identifiziert werden (NYGLVG, Aminosäuren 38-43)

(Abbildung 7).

Im Gegensatz zu den gut charakterisierten Pex7-Proteinen aus Mensch und Bäckerhefe weist Pex7

von U. maydis ein di-aromatisches Pentapeptid (WSPFF, Aminosäuren 23-27) nahe am N-terminalen

Ende auf. Die WxxxF/Y-Motive sind in Pex5-Proteinen und PTS2-Co-Rezeptoren konserviert und
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Nach der Translokation des PTS1-Proteins ins Peroxisom wird der Pex5-Rezeptor entweder recycelt

(zuvor mono-ubiquitiniert) oder über das Proteasom degradiert (zuvor poly-ubiquitiniert). Die Mono-

Ubiquitinierung findet an einem konservierten Cystein am N-terminalen Ende von Pex5 statt [115,

116, 117]. Poly-ubiquitiniert wird ein konserviertes Lysin [70, 116, 120, 124], welches ebenso wie das

Cystein im N-terminalen Bereich von Pex5a und Pex5b vorhanden ist (Abbildung 8).

Im Abschnitt 2.1.2 der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Pex5b für die peroxisomale

Lokalisierung des PTS2-Markers PTS2-GFP notwendig ist. Es ist bekannt, dass sowohl Co-Rezeptoren

wie Pex18, Pex21 oder Pex20 als auch jene Pex5-Proteine, die für den PTS2-Import essentiell sind, eine

P7-BD aufweisen [68]. Ein Sequenzvergleich von Pex5a und Pex5b mit anderen PTS2-Co-Rezeptoren

zeigt, dass auch Pex5b Sequenzhomologie zu der P7-BD aufweist (Abbildung 8) [69, 138].

2.3 Für das Wachstum auf Ölsäure ist der Import peroxisomaler Matrixproteine

essentiell

In U. maydis findet der Abbau von Fettsäuren sowohl in Mitochondrien als auch in Peroxisomen statt,

wobei die peroxisomale β-Oxidation für die Verstoffwechselung von ungesättigten und langkettigen

Fettsäuren essentiell ist [163, 170, 171]. Unter Fettsäurebedingungen, bei denen die peroxisoma-

le β-Oxidation essentiell ist, führen Störungen im Import von Matrixproteinen oder der Biogenese

der Peroxisomen zu einem stark eingeschränkten Wachstum der betroffenen Zellen [130, 163, 171].

Interessanterweise ist das Wachstum in diesen Mutanten auch in Gegenwart einer anderen Kohlen-

stoffquelle, wie z. B. Glukose, gestört [130]. Die Ursache dieser Toxizität liegt wahrscheinlich in einem

gestörtem Gleichgewicht zwischen gesättigten und ungesättigten Fettsäuren in Zellmembranen, wo-

durch die biophysikalischen Eigenschaften der Membranen geändert werden [197].

2.3.1 Für das Wachstum auf Ölsäure ist nicht der PTS2- jedoch der PTS1-Proteinimport

essentiell

Um zu überprüfen, ob die PTS1- oder PTS2-Rezeptoren für die peroxisomale β-Oxidation notwen-

dig sind, wurden Deletionsmutanten für diese Importrezeptoren unter Ölsäurebedingungen auf ihr

Wachstum untersucht. Die Deletionsmutanten für die PTS1-Rezeptoren (∆pex5a, ∆pex5b) und

den PTS2-Rezeptor (∆pex7) wurden auf mit Glukose (1 %) oder Ölsäure (0,2 %) supplementierte

YNB-Agarplatten getropft. Als Kontrollen dienten WT-Zellen und peroxisom-lose Mutanten (∆pex3,

∆pex19) (Abbildung 9). Pex3 und Pex19 sind an der peroxisomalen Biogenese beteiligt und deren

Deletion führt zum Verlust von Peroxisomen, Mislokalisierung peroxisomaler Matrixproteine ins Zyto-

sol und starker Reduzierung assoziierter enzymatischer Aktivitäten [198]. Ölsäure ist mit 18 C-Atomen

und einer Doppelbindung eine langkettige, ungesättigte Fettsäure (C18:1) und kann nur im Peroxisom

verstoffwechselt werden.

Funktionelle Peroxisomen sind für die β-Oxidation von Fettsäuren essentiell und das Fehlen dieser

durch Deletion wichtiger Biogenesefaktoren wie pex19 oder pex3 führte auch in U. maydis zum Ver-
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2.4 Die Funktion von Pex5a als PTS1-Rezeptor ist abhängig von Pex5b

2.4.1 Das peroxisomale Targeting der meisten PTS1-Proteine ist unbeeinflusst von einer

pex5a-Deletion

Nachdem mCherry-SKL in einer pex5b-Deletionsmutante im Zytosol verblieb, obwohl pex5a vorhan-

den war (Abbildung 10), sollte die intrazelluläre Lokalisierung weiterer PTS1-Proteine in den Stämmen

mit pex5a- bzw. pex5b-Deletion untersucht werden. Das PTS1 ist über die letzten zwölf Aminosäu-

ren definiert [104] und deshalb wurden die letzten zwölf Aminosäuren eines möglichen peroxisomalen

Matrixproteins an GFP fusioniert und die intrazelluläre Lokalisierung dieses Fusionsproteins fluores-

zenzmikroskopisch in beiden Mutanten bestimmt. Dabei zeigte sich, dass der PTS1-Import in ∆pex5b-

Stämmen aufgehoben zu sein scheint, da kein einziges getestetes GFP-PTS1-Protein im Peroxisom

lokalisierte (Tabelle 1). Dagegen beeinflusste eine Deletion von pex5a den peroxisomalen Import der

meisten Matrixproteine nicht (Tabelle 1).

Tabelle 1: Intrazelluläre Lokalisierung verschiedener GFP-PTS1-Proteine
Die letzten zwölf Aminosäuren eines Proteines wurden an GFP fusioniert und die intrazelluläre Lokalisierung
dieses GFP-PTS1-Proteins in Deletionsmutanten für pex5a und pex5b untersucht. Die möglichen PTS1 aus
anderen Organismen wurden in ihrer Basenfolge an das Vorkommen der Codons in U. maydis angepasst
um schlechte Expression dieser zu vermeiden. Wenn ein GFP-PTS1-Fusionsprotein weder in ∆pex5a noch in
∆pex5b peroxisomales Targeting zeigte, wurde es im WT exprimiert. Die hier gezeigten Proteine, die in beiden
Einzeldeletionsmutanten im Zytosol verbleiben, lokalisierten im Wildtyp peroxisomal. Für die Vorhersage der
peroxisomalen Lokalisation wurde der PTS1-Predictor verwendet [105, 106].

Gen PTS1 Vorhersage Lokalisation: ∆pex5a Lokalisation: ∆pex5b

um00589 ELKNGGHVKANI* 6,269 peroxisomal zytosolisch
um01329 (idh1) THEFTQAVLSNL* 7,525 peroxisomal zytosolisch
um01438 (mac3) TIIVQCCHIASL* -15,945 peroxisomal zytosolisch
um01540 THTAELTRRANL* 11,316 peroxisomal zytosolisch
um03299 (tpi1) ANASLAGQSARI* 0,734 peroxisomal zytosolisch
um04744 QACILRPHAHNL* -0,909 peroxisomal zytosolisch
um05230 (shy1) NDQMNQWIQQNL* -5,938 zytosolisch zytosolisch
um06153 TLPQLSSPRANL* 10,758 peroxisomal zytosolisch
um06507 PISVPVGLPSKL* -10,131 peroxisomal zytosolisch
um10538 KREDQNEAKANL* 6,524 peroxisomal zytosolisch
um10797 SQIKQHSERPNL* 7,359 peroxisomal zytosolisch
um11161 (mdh1) NISKGVQFTANL* 5,083 peroxisomal zytosolisch
um11953 AALEDGEPKANL* 8,615 peroxisomal zytosolisch
gapd (A.n.) ETGRKPMARSSL* 12,509 peroxisomal zytosolisch
gapd (B.c.) VELKPNAHPQKL* 0,584 peroxisomal zytosolisch
gapd (C.a.) VAKASASSKTRL* 1,469 peroxisomal zytosolisch
pgk1 (H.s.) KVLPGVDALSNI* 2,542 zytosolisch zytosolisch
pgk2 (H.s.) KILPGVEALSNM* 8,354 zytosolisch zytosolisch
gapd2 (P.b.) LLVHVAKVDGNL* -35,342 zytosolisch zytosolisch
pgk (P.m.) VSALSKKSVSSL* 3,796 peroxisomal zytosolisch

gapd, Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase, pgk, Phosphoglyceratkinase, A.n., Aspergillus nidulans, B.c., Botrytis
cinerea, C.a., Candida albicans, H.s., Homo sapiens, P.b., Phycomyces blakesleeanus, P.m., Penicillium marneffei
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2.4.2 Pex5a ist nur in Anwesenheit der N-terminalen Domäne von Pex5b funktionell

Die Untersuchung verschiedener GFP-PTS1 auf ihre intrazelluläre Lokalisierung ergab, dass PTS1-

Proteine niemals in Peroxisomen lokalisieren, wenn pex5b deletiert ist (Tabelle 1). Außerdem konnten

vier verschiedene GFP-PTS1-Proteine identifiziert werden, die in einer pex5a-Deletionsmutante im Zy-

tosol lokalisierten, obwohl die entsprechenden Fusionsproteine im WT eine peroxisomale Lokalisierung

aufwiesen (Tabelle 1). Diese Beobachtungen legen nahe, dass der PTS1-Import nur dann funktionell

ist, wenn Pex5b vorhanden ist und dass der spezifische Pex5a-vermittelte Import ebenfalls von Pex5b

abhängt.

Pex5-Proteine sind in zwei Domänen gegliedert: Die unstrukturierte NTD, über die die Interaktion

mit anderen Peroxinen vermittelt wird, und die strukturierte C-terminale Domäne, die mittels der

TPRs PTS1-Proteine bindet [196, 199, 200]. Bei einer Abhängigkeit von Pex5a von Pex5b ist es

deshalb wahrscheinlich, dass die NTD von Pex5b eine zentrale Rolle für den Import spielt. Daher

sollte Pex5a zusammen mit der NTD von Pex5b exprimiert und im Folgenden überprüft werden, ob

Pex5a unter dieser Bedingung PTS1-Proteine ins Peroxisom importieren kann. Dafür sollte in einer

∆pex5b-Mutante die NTD von Pex5b (HA-Pex5b2-544) exprimiert und anschließend die intrazelluläre

Lokalisierung von mCherry-SKL untersucht werden.

Im Voraus sollte sicher gestellt werden, dass Pex5 mit einem N-terminalen HA-Tag funktionell

ist. Dafür wurden Deletionsstämme für pex5a und pex5b mit Petef:HA2-Pex5a bzw. Petef:HA2-Pex5b

transformiert. Die erhaltenen Transformanden wurden mittels Southern Blot auf die Integration der

Konstrukte in den sdh2 -Lokus untersucht und anschließend wurde das Wachstum der Stämme mit

Einfachintegrationen von HA2-Pex5a bzw. HA2-Pex5b auf Ölsäure-haltigem YNB-Agar überprüft (Ab-

bildung 12). Dabei zeigte sich, dass sowohl Pex5a als auch Pex5b mit N-terminalem HA-Tag in der

Lage sind, den jeweiligen Deletionsphänotyp von pex5a oder pex5b unter dieser Bedingung zu kom-

plementieren (Abbildung 12).

Während mCherry-SKL in ∆pex5b-Stämmen im Zytosol verblieb (Abbildung 10), lokalisierte es bei

zusätzlicher Expression von HA-Pex5b2-544 wieder peroxisomal (Abbildung 13). Als weiterer Ansatz

wurde endogen die C-terminale Domäne von pex5b deletiert (pex5b∆TPR). Um auszuschließen,

dass die NTD von Pex5b allein in der Lage ist, peroxisomale Matrixproteine zu importieren, wurde

zusätzlich pex5a deletiert (∆pex5a pex5b∆TPR). Beide Stämme wurden auf die Lokalisierung des

PTS1-Proteins mCherry-SKL untersucht. Dabei zeigte sich, dass mCherry-SKL nur dann im Peroxisom

lokalisierte, wenn sowohl Pex5a als auch die NTD von Pex5b vorhanden waren (Abbildung 13). In der

Mutante ohne pex5a und ohne die TPRs von Pex5b verbleibt das peroxisomale Fluoreszenzprotein im

Zytosol (Abbildung 13). Diese Ergebnisse zeigen, dass Pex5a nur in Anwesenheit der NTD von Pex5b

als PTS1-Rezeptor funktionell ist.
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in S. cerevisiae.

Das Genom von U. maydis kodiert nicht für PTS2-Co-Rezeptoren wie Pex18p, Pex21p oder Pex20p,

sondern die für diese Funktion benötigte P7-BD findet sich in der NTD von UmPex5b [69, 138]. Da

gezeigt werden konnte, dass Pex5a ebenfalls die NTD von Pex5b für die Funktion als Importrezep-

tor benötigt (Abschnitt 2.4.2) und die NTD von Pex5b Homologie zu PTS2-Co-Rezeptoren zeigt

[69, 138], stellte sich die Frage, ob UmPex5a in Bäckerhefe nur funktionell ist, weil das Genom dieses

Ascomyceten sowohl für Pex18p als auch für Pex21p kodiert. Um dies zu überprüfen, sollte die intra-

zelluläre Lokalisierung von GFP-Sps19p in Anwesenheit von UmPex5a und nach Deletion von pex18

und pex21 beobachtet werden. GFP-Sps19p lokalisierte in diesen Stämmen weiterhin peroxisomal

(Abbildung 14). Folglich ist UmPex5a in Bäckerhefe unabhängig von Pex18 und Pex21 funktionell.

Dies trifft auch auf Pex5b zu, denn auch nach Expression von UmPex5b lokalisierte GFP-Sps19p in

Deletionsmutanten von pex18 und pex21 weiterhin peroxisomal (Abbildung 14).

Das Genom von S. cerevisiae kodiert ebenfalls für ein zweites, Pex5-ähnliches Protein [202]. Das

inzwischen Pex9 benannte Protein fungiert unter Ölsäurebedingungen als Glyoxylat-spezifischer PTS1-

Rezeptor, agiert aber unabhängig vom zweiten Pex5 in der Bäckerhefe [128, 129]. Um festzustellen,

ob UmPex5a in S. cerevisiae deshalb ohne UmPex5b funktionell ist, weil ein zweites, hefeeigenes

Pex5 vorliegt, wurden auch ∆pex9 -Stämme auf die intrazelluläre Lokalisierung von GFP-Sps19p un-

tersucht. Wenn ScPex5 vorhanden war, führte eine Deletion von pex9 in Hefe nicht zum Verlust des

peroxisomalen Targetings von GFP-Sps19p (Abbildung 14). Interessanterweise sind UmPex5a und

UmPex5b in einem S. cerevisiae-Stamm mit Deletionen für pex5 und pex9 immer noch funktionell,

da das peroxisomale Matrixprotein GFP-Sps19p in den Peroxisomen re-lokalisierte (Abbildung 14).

Ein weiteres Peroxin, welches in Hefen nachweislich am Import peroxisomaler Matrixproteine be-

teiligt ist, ist Pex8 [203]. Pex8p bindet sowohl an den Docking- als auch an den RING-Komplex und

bringt so die Membranperoxin-Komplexe für die Pex5p-Interaktion sowie für die Translokation des per-

oxisomalen Matrixproteins in räumliche Nähe [38]. Andererseits wird auch eine direkte Bindung von

Pex8p an Pex5p diskutiert [204, 205]. Möglicherweise sorgt diese Interaktion für eine Konformations-

änderung des Importrezeptors, wodurch die Freisetzung des Cargos ausgelöst wird [206]. Anders als die

Deletionsstämme für pex18 pex21 und pex9 zeigt GFP-Sps19p in einer pex8 -Deletionsmutante eine

zytosolische Lokalisation, an welcher sich auch mit Expression von UmPex5a oder UmPex5b nichts

ändert. (Abbildung 14). Von den Hefezellen, die UmPex5b in diesem Hintergrund exprimierten, wiesen

einzelne singuläre Punkte auf, die möglicherweise Peroxisomen sein könnten; doch im Vergleich zu

den anderen Deletionsstämmen, die UmPex5b exprimierten, lässt sich schlussfolgern, dass der Import

drastisch ineffektiver stattfindet, wenn pex8 deletiert ist.

Zusammenfassend ließ sich beobachten, dass UmPex5a und UmPex5b in der Bäckerhefe funktionelle

PTS1-Rezeptoren sind, die weder von Pex18p noch Pex21p noch Pex9p abhängig sind, wobei UmPex5b

in der Bäckerhefe effizienter als UmPex5a importierte. Beide PTS1-Rezeptoren von U. maydis sind

in S. cerevisiae aber nur in Anwesenheit von Pex8p in der Lage, GFP-Sps19p ins Peroxisom zu

translozieren (Abbildung 14).
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2.6.3 Pex5a-spezifische PTS1-Proteine werden von der TPR-Domäne dieses Rezeptors

erkannt

Um herauszufinden, ob jene Proteine, deren peroxisomale Lokalisierung von beiden PTS1-Rezeptoren

abhängt, von der TPR-Domäne von Pex5a erkannt werden, wurden die PTS1-Proteine in U. maydis-

Stämmen, die chimäre Pex5-Proteine (endogen) oder Teildeletionen von Pex5b aufwiesen, exprimiert.

Die intrazelluläre Lokalisierung dieser Proteine wurde exemplarisch mittels GFP-PTS1Gapdh2Pb und

GFP-PTS1Shy1 untersucht (Abbildung 20).

In der Mutante ∆pex5a pex5b∆TPR, welche über keinerlei TPR-Domänen für PTS1-Bindung

verfügt, wiesen sowohl mCherry-SKL als auch beide getesteten GFP-PTS1-Proteine eine zytosoli-

sche Lokalisierung auf (Abbildung 20). Wurde die TPR-Domäne von pex5b deletiert, zeigten die

Fusionsproteine eine peroxisomale Lokalisierung (pex5b∆TPR; Abbildung 20). In Übereinstimmung

mit diesen Ergebnissen lokalisierten die getesteten PTS1-Proteine in der Mutante pex5b:TPRpex5a

(TPR-Domäne von Pex5a ist zweifach vorhanden, die von Pex5b fehlt) teilweise peroxisomal und

in der Mutante pex5a:TPRpex5b (TPR-Domäne von Pex5b ist zweifach vorhanden, die von Pex5a

fehlt) vorwiegend bzw. fast ausschließlich im Zytosol (Abbildung 20). Das PTS1-Protein mCherry-

SKL lokalisierte immer peroxisomal, wenn mindestens ein Pex5 vorhanden war - unabhängig ob die

TPR-Domäne von Pex5a oder Pex5b zur Verfügung stand (Abbildung 20).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Proteine GFP-PTS1Gapdh2Pb und GFP-PTS1Shy1 vorwiegend von

der TPR-Domäne des Importrezeptors Pex5a erkannt werden. Schlussfolgern lässt sich auch, dass die

Rezeptoren Pex5a und Pex5b unterschiedliche Spezifitäten aufweisen und teilweise unterschiedliche

PTS1-Proteine erkennen und importieren.

2.6.4 Konservierte Aminosäuren innerhalb der TPR-Domänen von Pex5-Proteinen sind

auch in U. maydis vorhanden

Mittels Kristallisation und Röntgenanalyse wurde die Struktur von Pex5-Proteinen vom Menschen und

von Trypanosomas brucei unter verschiedenen Bedingungen (beispielsweise mit gebundenem Cargo

oder ohne) untersucht [108, 114, 208, 209, 210, 211]. Dabei zeigte sich, dass die NTD des Proteins

relativ unstrukturiert ist, weshalb nur die Struktur der C-terminalen Domäne des Proteins, welche

die TPR-Domäne enthält, aufgelöst werden konnte. Außerdem enthüllten die Strukturen der TPR-

Domäne von Pex5 des Menschen im Komplex mit verschiedenen PTS1, dass die PTS1-Domäne über

spezifische Interaktionen mit vier Asparaginresten der TPR-Repeats erkannt wird und weitere Amino-

säuren mit dem PTS1 interagieren [108, 114]. Dabei ist die Interaktion vom PTS1 mit den Aspara-

ginresten konserviert und die weiteren Interaktionen können sich ja nach PTS1-Motiv unterscheiden

[15, 114]. Ein Vergleich mit Kristallstrukturen von Pex5 von T. brucei in Bindung mit verschiedenen

PTS1-Signalen [209] und ein Sequenz-Alignment von TPR-Domänen der Pex5-Proteine von H. sa-

piens, T. brucei, A. thaliana und S. cerevisiae zeigte, dass die PTS1-bindenden Aminosäurereste in

verschiedenen Spezies konserviert sind [15].
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Um herauszufinden, ob die Pex5-Proteine von U. maydis ebenfalls diese konservierten Aminosäu-

rereste aufweisen und ob sich die beiden PTS1-Rezeptoren Pex5a und Pex5b voneinander unter-

scheiden, wurde ein Sequenz-Alignment durchgeführt (Abbildung 32, Anhang). Verglichen wurden die

Pex5-Proteine von H. sapiens, T. brucei, A. thaliana, S. cerevisiae, P. pastoris, N. crassa, C. neofor-

mans und U. maydis. Das Alignment wurde mit dem „Multiple Sequence Alignment“-Tool MUSCLE

durchgeführt [212, 213, 214, 215]. Dabei zeigte sich, dass die Aminosäurereste auch in beiden Pex5-

Proteinen von U. maydis konserviert sind und sich Pex5a und Pex5b in keinem der konservierten Reste

voneinander unterscheiden (Abbildung 32, Anhang).

2.6.5 Einige Enzyme der β-Oxidation werden bevorzugt von Pex5a erkannt

Eine Deletion von pex5a führt zu einem signifikant schlechteren Wachstum der Zellen unter Ölsäure-

bedingungen (Abbildung 9). Da eine pex5a-Deletion auch nicht durch eine verstärkte Expression von

pex5b komplementiert werden konnte (Abbildung 11), stellte sich die Frage, ob es PTS1-Proteine

gibt, deren peroxisomales Targeting für die β-Oxidation von Fettsäuren notwendig ist und die be-

vorzugt von Pex5a und nicht Pex5b erkannt werden. Enzyme, die am peroxisomalen Fettsäureabbau

beteiligt sind und ein mögliches PTS1 besitzen [163], sollten auf peroxisomales Targeting in U. maydis

WT-Zellen und in ∆pex5a-Mutanten untersucht werden. Dafür wurden die letzten zwölf Aminosäuren

dieser Enzyme an GFP fusioniert und die intrazelluläre Lokalisierung mittels Fluoreszenzmikroskopie

ermittelt (Abbildung 21).

Die Vorhersage des peroxisomalen Targetings mittels PTS1-Predictor [105, 106] war sehr unter-

schiedlich für die einzelnen Proteine und reichte von hohen positiven Werten (peroxisomale Lokalisie-

rung) über Werte um Null (teilweise/möglicherweise peroxisomal) bis hin zu einem stark negativen

Wert (keine peroxisomale Lokalisierung). Das PTS1-Motiv von um01986 mit der Vorhersage -23,290

vermittelte tatsächlich keine peroxisomale Lokalisierung, das GFP-Signal war zytosoplasmatisch sicht-

bar (Abbildung 21). Der Großteil der getesteten GFP-PTS1-Proteine zeigte sowohl in WT- als auch in

∆pex5a-Zellen ausschließlich peroxisomale Lokalisierung (Abbildung 21). Die drei Fusionsproteine mit

den PTS1 von Um01966, Um10665 und Um11001 zeigten zwar ausschließlich peroxisomales Targeting

in WT-Zellen, verblieben aber in pex5a-Deletionsmutanten zum Teil im Zytosol (Abbildung 21).

Abbildung 21: Der Großteil der am Fettsäureabbau beteiligten Enzyme besitzt ein PTS1
(nächste Seite).

Gezeigt ist die intrazelluläre Lokalisierung verschiedener Fusionsproteine aus GFP und der C-Termini von am
Fettsäureabbau beteiligter Enzyme. Die letzten zwölf Aminosäuren des Proteins Um01986 haben nicht nur
eine schlechte Vorhersage im PTS1-Predictor, sondern sie vermitteln auch kein peroxisomales Targeting von
GFP und stellen somit kein PTS1-Motiv dar. Die übrigen getesteten C-Termini fungieren als PTS1, aber nicht
alle vermitteln im WT und in der ∆pex5a-Mutante gleichermaßen peroxisomale Lokalisierung von GFP. Die
GFP-Fusionsproteine mit PTS1 von um01966, um10665 und um11001 zeigen in WT-Zellen ausschließlich
peroxisomales Targeting, lokalisieren in ∆pex5a aber mitunter im Zytosol. Maximum-Projekten von 1,5 µm
dicker Querschnitte der Zellen. Größenstandard: 10 µm.
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2.6.6 Um01966, Um10665 und Um11001 werden mit verändertem PTS1 unabhängig von

Pex5a ins Peroxisom importiert

Sowohl Fusionen der letzten zwölf Aminosäuren (PTS1) als auch der full-length Proteine Um01966,

Um10665 und Um11001 an GFP vermittelten peroxisomale Lokalisierung in WT-Zellen, allerdings

nahm die Effizienz des Targetings deutlich ab, wenn pex5a deletiert war. Um zu überprüfen, ob

das bessere peroxisomale Targeting dieser Enzyme und ihrer PTS1 in Anwesenheit von Pex5a über

die PTS1 dieser Enzyme vermittelt wird, wurde das C-terminale Ende dieser Proteine verändert.

An das endogene PTS1-Motiv wurden zwölf weitere Aminosäuren fusioniert, die die Vorhersage des

peroxisomalen Targetings laut PTS1 Predictor [105, 106] wesentlich verbessern (+13,242) und die

auch das Protein mCherry-SKL aufweist. Es wurde überprüft, ob sich die Lokalisierung der Enzyme

mit optimiertem PTS1 in ∆pex5a-Mutanten im Vergleich zu den Enzymen mit endogenem PTS1

veränderte (Abbildung 23). Dafür wurden die GFP-Fusionen in den sdh2 -Lokus integriert und unter

dem etef -Promoter exprimiert.

Das optimierte PTS1-Signal änderte im WT nichts an der Lokalisierung der Proteine Um01966,

Um10665 und Um11001 (Abbildung 23). Anders als Proteine mit WT PTS1 wiesen die Proteine

mit dem veränderten PTS1 keinerlei zytosolische Lokalisierung in ∆pex5a-Zellen auf, sondern zeigten

ebenso wie mCherry-SKL ausschließlich peroxisomales Targeting (Abbildung 23). Daraus lässt sich

schließen, dass die Proteine mit dem optimierten PTS1 mit höherer Effizienz als die Ursprungsvarianten

von Pex5b erkannt und ausschließlich von diesem ins Peroxisom importiert werden können. Die WT

Proteine Um01966, Um10665 und Um11001 hingegen werden bevorzugt von Pex5a in die peroxisomale

Matrix transloziert.

Im Weiteren sollte überprüft werden, ob sich die Fähigkeit, Fettsäuren zu verstoffwechseln, für

∆pex5a-Stämme ändert, wenn das PTS1 der Enzyme Um01966, Um10665, Um11001 optimiert wird.

Dafür wurden endogen an um01966, um10665 und um11001 die zwölf Aminosäuren mit SKL fu-

sioniert. Nach Transformation der knock in-Konstrukte in U. maydis wurde die Integration und die

Richtigkeit des PTS1 über PCR und Sequenzierung bestätigt. Um den Einfluss der optimierten PTS1

auf das Wachstum unter Fettsäurebedinungen zu untersuchen, wurden die Stämme mit um01966 -

SKL, um10665 -SKL und um11001 -SKL sowohl im WT- als auch im ∆pex5a-Hintergrund zusammen

mit den Ausgangsstämmen als Kontrolle auf verschiedene Agar-Platten getropft (Abbildung 24).

Die YNB-Agar-Platten enthielten neben 0,2 % Ammoniumsulfat als Stickstoffquelle verschiedene

Kohlenstoffquellen: 1 % Glukose, 0,2 % Myristinsäure (C14), 0,2 % Ölsäure (C18:1) oder 0,2 %

Linolsäure (C18:2) (Abbildung 24). Unter Glukosebedingungen zeigten alle Stämme nach dreitägi-

ger Tagen Inkubation bei 23 °C ein vergleichbares Wachstum (Abbildung 24). Stand eine Fettsäure

als Kohlenstoffquelle zur Verfügung, zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den Zellen im

Bub8-WT-Hintergrund und den Zellen mit Deletion für pex5a. Sobald der PTS1-Rezeptor deletiert

war, wuchsen die Zellen auf Myristin- bzw. Ölsäure wesentlich schlechter als der WT und zeigten

keinerlei Wachstum auf Linolsäure (Abbildung 24). Im WT-Hintergrund hatte das veränderte PTS1

der β-Oxidationsenzyme keinen Einfluss auf das Wachstum unter jeder der gezeigten Bedingungen
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2.6.7 Nicht allein die TPR-Domäne von Pex5a ist verantwortlich für die Bindung der

Enzyme Um01966, Um10665 und Um11001

Nachdem die vorangegangenen Ergebnisse nahelegten, dass die Proteine Um01966, Um10665 und

Um11001 nur in Anwesenheit von Pex5a effizient in die Peroxisomen transportiert werden, sollte

überprüft werden, ob die peroxisomale Lokalisierung dieser am Fettsäureabbau beteiligten Enzyme

von der TPR-Domäne von Pex5a abhängt. Dafür wurden N-terminale GFP-Fusionen dieser Enzyme

unter dem etef -Promoter in U. maydis-Stämmen mit Pex5-Chimären exprimiert (Abbildung 25).

Wenn das PTS1 der β-Oxidationsenzyme von Pex5a erkannt, gebunden und anschließend über Pex5a

(in Abhängigkeit von Pex5b) in die Peroxisomen importiert wird, sollte der peroxisomale Import die-

ser Enzyme noch effizienter sein, wenn beide Pex5-Proteine die TPR-Domäne von Pex5a aufweisen

(pex5b:TPRpex5a). Tatsächlich weisen jene Zellen punktförmige GFP-Signale auf, die mit mCherry-

SKL co-lokalisieren (Abbildung 25). Außerdem sollten die GFP-Proteine auch dann noch peroxisoma-

les Targeting aufweisen, wenn pex5a deletiert ist, aber Pex5b die TPR-Domäne von Pex5a aufweist.

Tatsächlich zeigte der Stamm ∆pex5a pex5b:TPRpex5a weiterhin ausschließlich eine peroxisomale Lo-

kalisierung von GFP-Um11001, wohingegen das Targeting von GFP-Um01966 und GFP-Um10665

weniger effizient war als in pex5b:TPRpex5a (Abbildung 25). Das Referenzprotein mCherry-SKL loka-

lisierte in beiden Stämmen ausschließlich peroxisomal (Abbildung 25).

Umgekehrt sollten die GFP-Proteine in einem Stamm ohne TPR-Domäne von Pex5a - wenn das

effiziente Targeting eben von dieser Domäne abhängt - eine intrazelluläre Lokalisierung wie in einem

∆pex5a-Stamm aufweisen. Im U. maydis Stamm mit pex5a:TPRpex5b lokalisierten GFP-Um01966 und

GFP-11001 jedoch ausschließlich peroxisomal. Für GFP-Um10665 konnte sowohl eine peroxisomale

als auch zytosolische Lokalisierung beobachtet weren (Abbildung 25). In allen drei Fällen aber war

das peroxisomale Targeting im pex5a:TPRpex5b-Stamm effizienter als in einer pex5a-Deletionsmutante

(Abbildung 22).

Abbildung 25: Effizientes peroxisomales Targeting von Um01966, Um10665 und Um11001
hängt nicht allein von der TPR-Domäne von Pex5a ab (nächste Seite).

Um die Abhängigkeit der peroxisomalen β-Oxidationsenyzme Um01966, Um10665 und Um11001 von den
PTS1-Rezeptoren zu untersuchen, wurden GFP-Fusionen dieser Enzyme in verschiedenen Stämmen mit Pex5-
Chimären exprimiert. Alle drei Fusionsproteine lokalisierten in pex5b:TPRpex5a, einem Stamm ohne die C-
terminale-Domäne von Pex5b, ausschließlich peroxisomal - folglich hängt das peroxisomale Targeting dieser
Enzyme nicht von der TPR-Domäne von Pex5b ab. Überraschenderweise zeigen die Proteine Um01966 und
Um11001 auch in der Chimäre ohne TPR-Domäne von Pex5a (pex5a:TPRpex5b) ausschließlich peroxisomales
Targeting, wobei sie auch in dem Stamm ∆pex5a pex5b:TPRpex5a besser als zuvor in ∆pex5a lokalisieren. Dies
spricht dafür, dass die TPR-Domäne von Pex5a nicht allein die Proteine Um01966 und Um11001 bindet, son-
dern dass auch die NTD von Pex5a eine helfende Funktion übernimmt. Dies trifft auch auf das Protein Um10665
zu, das nur ausschließlich peroxisomal lokalisiert, wenn das vollständige Pex5a-Protein (pex5b:TPRpex5a) vor-
handen ist. Maximum-Projektionen von 1,5 µm. Größenstandard: 10 µm.
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2.7 Sowohl Pex5a als auch Pex5b werden für das Wachstum auf Fettsäuren

benötigt

Zuvor konnte gezeigt werden, dass sowohl Pex5a als auch Pex5b für das Wachstum auf Fettsäu-

ren benötigt werden ([130], Abbildungen 9 und 11). Wenn Ölsäure als einzige Kohlenstoffquelle zur

Verfügung steht, zeigt ∆pex5a ein reduziertes Wachstum, während ∆pex5b-Stämme wahrscheinlich

aufgrund der Toxizität der nicht abbaubaren Zwischenprodukte am Wachstum gehindert werden bzw.

sterben ([130], Abbildung 9).

Um die in dieser Arbeit behandelten Chimären näher zu charakterisieren, wurde ein Wachstumstest

auf Fettsäure-haltigem YNB-Agarplatten durchgeführt (Abbildung 27). Neben Ölsäure (C18:1) wur-

den Myristinsäure (C14) oder Linolsäure (C18:2) als Kohlenstoffquelle verwendet. Es konnte zuvor

gezeigt werden, dass der PTS1-Rezeptor Pex5a nur dann funktionell ist, wenn die NTD des anderen

PTS1-Rezeptors zur Verfügung steht (Abbildung 13). Zwar kann in dem Stamm pex5b∆TPR weiterhin

das PTS1-Markerprotein mCherry-SKL importiert werden, jedoch zeigte dieser Stamm ein reduziertes

Wachstum unter Fettsäurebedingungen (Abbildung 27). Dies lässt vermuten, dass es PTS1-Proteine

gibt, deren peroxisomale Lokalisierung notwendig ist um Fettsäuren ähnlich effizient wie der WT zu

nutzen und dabei Pex5b über Pex5a als PTS1-Rezeptor bevorzugen. Gestützt wird die Vermutung

dadurch, dass der Stamm pex5b:TPRpex5a ein vergleichbares Wachstum zeigte (Abbildung 27). Dieser

Mutante fehlt die TPR-Domäne von Pex5b und obwohl die Domäne von Pex5a zweifach vorhanden ist,

konnte auch diese den Verlust der Pex5b PTS1-Bindetasche nicht komplementieren. Verzichtet werden

kann allerdings auf die TPR-Domäne von Pex5a unter den gewählten Bedingungen, da der Stamm mit

der Pex5-Chimäre pex5a:TPRpex5b ein dem WT ähnliches Wachstum aufweist (Abbildung 27). Die

Mutante ∆pex5a pex5b∆TPR wächst schlechter als die pex5a/pex5b-Doppeldeletion (Abbildung 27).

Beide Varianten unterscheiden sich lediglich darin, dass der Stamm ∆pex5a pex5b∆TPR zumindest

die NTD von Pex5b exprimiert. Nicht nur unter Fettsäurebedingungen scheint das alleinige Vorhan-

densein der NTD von Pex5b von Nachteil zu sein, auch wenn Glukose zur Verfügung stand, zeigte

dieser Stamm ein reduziertes Wachstum (Abbildung 27).

Dass der Stamm pex5a:TPRpex5b unter Fettsäurebedingungen beinahe uneingeschränkt wächst,

war überraschend, da zuvor in Abbildung 11 gezeigt werden konnte, dass pex5b, exprimiert unter

dem Promoter von pex5a, nicht den Deletionsphänotyp von pex5a komplementieren kann. Die beiden

Stämme unterscheiden sich im Lokus, von welchem die eingebrachten Konstrukte exprimiert werden.

Ppex5a:pex5b wurde einfach in den sdh2 -Lokus integriert, wohingegen pex5a:TPRpex5b am endogenen

pex5a-Lokus mutiert wurde. Dadurch unterscheiden sich die beiden Stämme in dem Pex5-Protein,

welches unter dem pex5a-Promoter exprimiert wird (pex5a oder pex5a:TPRpex5b). In beiden Fällen

ist ein WT pex5b-Allel vorhanden. Der Deletionsphänotyp von pex5a kann nur dann komplementiert

werden, wenn die NTD von Pex5a exprimiert wird - unabhängig davon, ob die C-terminale Domäne

mit der TPR-Domäne von Pex5a oder Pex5b stammt. Folglich ist die Expression der NTD von Pex5a

von Bedeutung, wenn langkettige Fettsäuren als Kohlenstoffquelle zur Verfügung stehen und die

peroxisomale β-Oxidation zum Verstoffwechseln benötigt wird.
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3 Diskussion

3.1 Der PTS2-Importweg in U. maydis ist funktionell

Innerhalb der Eukaryoten nimmt der PTS2-Importweg je nach Reich einen unterschiedlichen Stellen-

wert ein. So umfassen die Proteine mit PTS2 in Pflanzen ca. ein Drittel der peroxisomalen Matrixpro-

teine, während in Pilzen und Säugetieren nur ein geringer Teil der fürs Peroxisom bestimmten, lösli-

chen Proteine ein N-terminales Targeting-Signal aufweist [57]. Einige phylogenetisch nicht verwandte

Organismen haben diesen Importweg sogar verloren [92, 91, 93]. Der Importweg für Proteine mit

N-terminalem, peroxisomalem Targeting-Signal (PTS2) wird über den konservierten Rezeptor Pex7

vermittelt. Um die Relevanz des PTS2-Proteinimports im Basidiomyceten U. maydis festzustellen,

wurde dieser Importweg in diesem Pilz charakterisiert.

3.1.1 UmPex7 weist die über Reichsgrenzen hinaus konservierte Struktur auf

Zu den Organismen, die den PTS2-Importweg im Laufe der Evolution verloren haben, gehört D. me-

lanogaster [91]. Zwar findet sich im Genom der Fruchtfliege ein homologes Gen des PTS2-Rezeptors,

aber Pex7 ist in diesem Organismus nicht mehr funktionell [91]. Auch der Basidiomycet U. maydis

kodiert für ein mögliches Pex7-Protein (Um03596) [138]. Das Protein Um03596 ist als PTS2-Rezeptor

funktionell, denn in U. maydis WT-Zellen wird das Protein PTS2-GFP in die Peroxisomen importiert,

während es nach Deletion von um03596 im Zytosol verbleibt.

Der konservierte PTS2-Rezeptor gehört zur WD40-Proteinfamilie, deren Mitglieder aus WD40-

Repeats aufgebaut sind [131]. Pex7 bildet eine siebenblättrige Propellerstruktur aus, die aus sie-

ben WD40-Repeats bzw. WD-ähnlichen Motiven besteht [133, 134]. Eine Datenbank für die WD40-

Repeat-Proteine ist WDSPdb (http://wu.scbb.pkusz.edu.cn/wdsp/) und der WD40-Repeat-Protein-

Struktur-Predictor (WDSP) erkennt WD40-Domänen und identifiziert WD40-Repeats [135, 191, 192].

Für das U. maydis Protein Um03596 erkannte das Tool sieben WD40-Repeats, was der konservierten

Struktur von Pex7 entspricht. Außerdem weist UmPex7 den konservierten „bulge loop“ [134], der

innerhalb des ersten WD40-Repeat-ähnlichen Motivs angeordnet ist, auf. Hier befindet sich zwischen

dem zweiten und dritten ß-Faltblatt (von vier ß-Faltblättern, die ein Blatt der Propellerstruktur aus-

machen) eine längere Windung als zwischen den anderen ß-Faltblättern, die dem Konsensusmotiv

([N/H]-[F/Y]-G-[L/I]-[V/L/I/S/A]-G) entspricht. In S. cerevisiae interagieren die hydrophoben Reste

dieses „bulge loops“ mit der hydrophoben Bindetasche des PTS2-Co-Rezeptors Pex21pC [134] und

auch in U. maydis könnte über diesen die Interaktion mit dem PTS2-Co-Rezeptor erfolgen.

3.1.2 Besitzt UmPex7 ein Motiv zum Docking an die peroxisomale Membran?

Im Gegensatz zu anderen Pex7-Proteinen weist UmPex7 ein di-aromatisches Pentapeptid nahe am N-

terminalen Ende auf. Das Vorhandensein ein oder mehrerer WxxxF/Y-Motive innerhalb der N-Termini

der PTS1- und PTS2-Co-Rezeptoren ist konserviert und diese Motive vermitteln die Interaktion mit
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F/YFxxxF-Motiv (Pex19) [111, 220]. Zusätzlich wird die Bindung von Pex5 bzw. Pex19 an Pex14

durch an die Motive angrenzende Aminosäurereste verstärkt [111, 220]. Auch für LVxEF innerhalb der

NTD von Pex5 des Menschen konnte eine Interaktion mit den hydrophoben Bindetaschen von Pex14

gezeigt werden [196].

Aufgrund der relativ unstrukturierten NTD von Pex5 wurde bisher nur die TPR-Domäne mittels

Kristallisation aufgelöst [108, 114, 208, 209, 210, 211, 222] und nicht der Teil, der die WxxxF/Y-

Motive aufweist. Aus diesem Grund wurde Pex14 nur im Komplex mit kurzen Oligopeptiden, die die-

ses Motiv aufweisen, kristallisiert [111, 196]. Es wurde angenommen und durch die Kristallstrukturen

bestätigt, dass ein WxxxF/Y-Motiv eine α-helikale Konformation annimmt, damit die aromatischen

Reste beider im Motiv außen liegender Aminosäuren in dieselbe Richtung präsentiert werden [55, 108].

Zieht man die Kristallstruktur von Pex7p von S. cerevisiae heran (Abbildung 28), liegt die Vermutung

nahe, dass auch in U. maydis nicht beide außenliegenden aromatischen Reste des WxxxF/Y-Motivs

in dieselbe Richtung zeigen und zugänglich präsentiert werden. Ob das Motiv WSPFF in UmPex7

nur zufällig auftritt oder tätsächlich eine Funktion im Docking an die peroxisomale Membran über-

nimmt, muss experimentell bestimmt werden. Auch ob UmPex7 unabhängig vom PTS2-Co-Rezeptor

an die peroxisomale Membran andocken kann, ist bisher unbekannt. Es wurden N- und C-terminale

GFP-Fusionen von Pex7 auf ihre intrazelluläre Lokalisierung untersucht, die Proteine zeigten aber aus-

schließlich zytoplasmatische Lokalisierung (Daten nicht gezeigt). Generell wird in der Literatur, trotz

Beobachtungen, dass einige Pex7-Proteine unabhängig von dem PTS2-Co-Rezeptor mit der peroxiso-

malen Membran interagieren [70, 150], angenommen, dass der PTS2-Rezeptor mit dem PTS2 des

Cargo-Proteins und dem Co-Rezeptor interagiert und über dessen di-aromatische Pentapeptid-Motive

zum Docking-Komplex gebracht wird [200]. Auch dies ist in U. maydis wahrscheinlich, da das mut-

maßliche WxxxF/Y-Motiv ein in der Mitte befindliches Prolin aufweist, wodurch die normalerweise

α-helikale Struktur des Motivs verhindert wird und die beiden außen liegenden Aminosäuren ihre Reste

nicht in dieselbe Richtung orientieren. Außerdem wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass UmPex7 nur in

Abhängigkeit seines Co-Rezeptors Pex5b als PTS2-Importrezeptor fungiert.

3.1.3 Nur wenige Proteine sind exklusive Targets von Pex7

Um mögliche Cargo-Proteine von UmPex7 zu bestimmen, wurde die U. maydis Datenbank nach mög-

lichen PTS2-Proteinen durchsucht. Dafür wurde die Konsensussequenz (Pattern Search: <-x(1,40)-

[RK]-[LVIQ]-x(5)-[QH]-[LAF]), die alle bekannten Targets umfasst [143], verwendet. Ursprünglich

wurde das PTS2-Motiv durch Analyse der ersten 40 Aminosäuren der Thiolase von Hefe und Ratten

abgeleitet [142, 223]. Die Datenbanksuche ergab 122 Treffer, die im Weiteren mittels BLASTP ana-

lysiert wurden. Zeigten die möglichen Pex7-Cargos Homologie zu Proteinen, die bekannterweise ihre

Funktion außerhalb des Peroxisoms erfüllen, wurden diese aussortiert. Weiterhin wurde die Literatur

(Publikationen und Dissertationen) durchsucht und nach demselben Kriterium gefiltert. Laut Kunze

et al. 2011 zerstören negativ geladene Aminosäuren an Position x2 und geladene Aminosäuren an x3

das peroxisomale Targeting-Signal [144]. Zusätzlich wird die für die Interaktion mit dem Rezeptor

47



benötigte α-helikale Struktur des PTS2 durch Vorhandensein der Aminosäure Prolin gebrochen [144].

Unter Berücksichtigung dieser Kriterien blieben 28 Proteine als mögliche Pex7-Targets in U. maydis

übrig (Tabelle 3, Anhang).

Von den 28 PTS2-Proteinen konnten für elf keine Homologe mit bekannter Funktion gefunden wer-

den, wobei fünf von diesen laut BLASTP nur oder vor allem in U. maydis und Verwandten auftreten.

Diese könnten beispielsweise für das filamentöse Wachstum und die Pilz-Pflanzen-Interaktion wichtig

oder an der Produktion von Sekundärmetaboliten beteiligt sein. Acht von den 28 Proteinen weisen ne-

ben dem potentiellen PTS2 weitere Targeting-Signale auf. Es gibt zahlreiche Beispiele für peroxisomale

Proteine, die neben den Peroxisomen noch in weiteren Organellen oder im Zytosol lokalisieren [224].

Strukturell sind PTS2-Signale mitochondrialen Targeting-Signalen (mTS) ähnlich [144, 225] und so

weisen vier der möglichlicherweise dual lokalisierenden Proteine ein mTS auf. Fünf der PTS2-Proteine

tragen an ihrem C-terminalen Ende ein mögliches PTS1. Darunter die Pyruvat-Carboxylase 2 (Pyc2,

Um11593), die laut Vorhersage neben einem PTS2 sowohl ein mTS als auch ein PTS1 aufweist;

wobei das PTS1, zumindest als full-length-Fusion an GFP, kein peroxisomales Targeting vermittelt

(Daten nicht gezeigt). Es wäre spannend, zu überprüfen, ob das an der Gluconeogenese beteiligte

Enzym Pyc2 über sein PTS2-Motiv vermittelte peroxisomale Lokalisierung zeigt. Von U. maydis ist

bekannt, dass auch Enzyme der Glykolyse teilweise im Peroxisom lokalisieren [130]. Für die an der

β-Oxidation beteiligten und PTS2-tragenden Enzyme Um00122 und Um11001 [163] konnte in dieser

Arbeit über das PTS1 vermitteltes peroxisomales Targeting gezeigt werden (Abbildungen 21 und 22).

An der peroxisomalen β-Oxidation ist außerdem das Enzym Um01090 (Pot1) beteiligt, dessen PTS2

als Fusion an GFP funktionell ist und das kein weiteres Targeting-Signal aufweist.

Für die Hefe S. cerevisiae konnte gezeigt werden, dass über den PTS2-Importweg heterooligomere

Proteinkomplexe in die Peroxisomen transloziert werden können [139]. Dies lässt sich auch in U. may-

dis nicht ausschließen; folglich könnten auch Proteine ohne PTS2 den Pex7-abhängigen Import ins

Peroxisom folgen und die Anzahl der über Pex7 importierten Matrixproteine könnte größer sein als

angenommen.

Allerdings werden nicht alle Proteine, die ein PTS2 aufweisen, auch in die peroxisomale Matrix

importiert. Zum einen können die das PTS2 umgebenden Aminosäuren die Interaktion von PTS2

an den Rezeptor stören und zum anderen muss dem PTS2 eine flexible bzw. unstrukturierte Region

folgen, damit das Targeting-Signal zugänglich für die Interaktion mit seinem Rezeptor ist [144]. Die

Linkerregion, die das PTS2 mit dem Core-Protein verbindet, enthält in höheren Eukaryoten eine

Schnittstelle für die Prozessierung durch eine Peptidase [144]. In Säugetieren und in Pflanzen wird das

PTS2 durch die Matrixpeptidasen Tysnd1 bzw. Deg15 [154, 155, 156] an einer konservierten Cystein-

Schnittstelle abgespalten [57, 226, 227]. In niederen Eukaryoten wie Hefen wird das PTS2 nicht

prozessiert [156]. Von den in Tabelle 3 (Anhang) aufgelisteten PTS2-Proteinen weist nur Um00092

ein dem PTS2 nachfolgendes Cystein auf, alle anderen 27 Proteine weisen entweder kein Cystein oder

erst in großem Abstand nach dem PTS2 auf. Außerdem findet sich mittels BLASTP in U. maydis kein

Homolog zu Deg15 von A. thaliana und Tysnd1 von H. sapiens. Dies legt nahe, dass in U. maydis das
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PTS2 nicht abgespalten wird oder anders als in Säugetieren und Pflanzen prozessiert wird.

Ebenfalls wie in Pflanzen, Metazoa und Pilzen weisen auch in U. maydis deutlich mehr peroxisomale

Matrixproteine ein PTS1- als ein PTS2-Signal auf. Evolutionär können PTS1- schneller als PTS2-

Motive neu generiert werden; außerdem wird im PTS2-Importweg schneller eine Sättigung erreicht,

was zusätzlich zur Favorisierung von PTS1 über PTS2 führt [228]. Einige phylogenetisch unverwandte

Organismen wie C. elegans, D. melanogaster und die Kieselalge P. tricornutum haben den PTS2-

Importweg bereits komplett oder teilweise verloren [91, 92, 93]. Auch in U. maydis ist auffällig, dass

einige PTS2-Proteine, vor allem solche, die am Fettsäurestoffwechsel beteiligt sind, zusätzlich ein C-

terminales peroxisomales Targeting-Signal aufweisen. Auch zeigt die geringe Anzahl möglicher PTS2-

Proteine, von denen nur wenige exklusive Targets von Pex7 sind, dass wie in anderen Organismen

auch in U. maydis der Pex5-abhängige PTS1-Importweg favorisiert.

3.1.4 Für die Verstoffwechselung von Ölsäure ist der PTS2-Importweg nicht essentiell

Die β-Oxidation von Fettsäuren findet in U. maydis kooperativ im Peroxisomen und im Mitochondri-

um statt [163]. Dabei sind Peroxisomen essentiell für die Verstoffwechselung von ungesättigten und

langkettigen Fettsäuren, während im Mitochondrium ausschließlich gesättigte kurz- bis mittelkettige

Fettsäuren abgebaut werden [163, 170, 171]. Folglich führen Störungen der Peroxisomen unter Fett-

säurebedingungen zu einem reduzierten Wachstum [130, 163, 171]. Zusätzlich reichern sich lange und

unverstoffwechselte Fettsäuren an, wodurch das Gleichgewicht der Fettsäuren in den Zellmembranen

gestört wird und ein Toxizitätseffekt auftritt [197].

In U. maydis sind von den möglichen PTS2-Proteinen (Tabelle 3, Anhang) drei Enzyme an der β-

Oxidation von Fettsäuren beteiligt: Um00122, Um01090 und Um11001 [163]. Für die beiden Enzyme

Um00122 und Um11001 konnte in dieser Arbeit peroxisomales Targeting über das C-terminale PTS1

gezeigt werden. Um01090 (Pot1) weist neben dem N-terminalen Targeting-Signal kein weiteres auf

und dieses PTS2 ist funktionell und vermittelt peroxisomale Lokalisierung.

Eine Deletion des Rezeptors Pex7 bringt den PTS2-Import zum Erliegen, beeinflusst aber nicht

das Wachstum der Zellen auf Ölsäure-haltigen Agarplatten. Folglich ist der Pex7-vermittelte PTS2-

Importweg nicht essentiell für den Abbau von Fettsäuren. Das könnte zum einen daran liegen, dass

die Enzyme Um00122 und Um11001 über ihr C-terminales Targeting-Signal, und damit unabhängig

von Pex7, in die Peroxisomen transportiert werden. Zum anderen weist U. maydis neben Um01090

ein weiteres Homolog zu dem S. cerevisiae Enzym Fox3 auf [170, 171]; in Hefe und in anderen

Organismen ist die peroxisomale Lokalisierung der Thiolase Fox3p essentiell für die Verstoffwechselung

von Fettsäuren. In U. maydis könnte Um01090 nach Deletion von pex7 beispielsweise im Komplex mit

einem Interaktionspartner oder durch Bindung an die NTD von Pex5 in die Peroxisomen gelangen. Dies

könnte aber auch auf die andere 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase Um02715 zutreffen. Dieses Protein weist

überraschenderweise weder ein N- noch ein C-terminales peroxisomales Targeting-Signal auf und es

ist wahrscheinlich, dass der Import dieses Enzyms in die Peroxisomen entweder über Oligomerisierung

mit einem PTS-Protein oder über Interaktion mit Pex5 außerhalb der TPR-Domäne erfolgt.
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Zwar ist der PTS2-Importweg in U. maydis nicht essentiell für die β-Oxidation von Fettsäuren,

könnte aber durchaus eine Rolle unter anderen Bedingungen spielen. Die übrigen 25 möglichen PTS2-

Proteine könnten beispielsweise in anderen Stoffwechselwegen oder im filamentösen Wachstum invol-

viert sein.

3.2 Pex5b ist der zentrale Rezeptor im Import peroxisomaler Matrixproteine

3.2.1 Pex5b fungiert als PTS2-Co-Rezeptor

PTS2-Proteine werden im ternären Komplex mit dem PTS2-Rezeptor Pex7 und dem PTS2-Co-

Rezeptor an und anschließend über die peroxisomale Membran transportiert [89, 134, 145]. In Hefen

und einigen Pilzen fungieren Proteine der Pex20-Familie als PTS2-Co-Rezeptoren, doch U. maydis

kodiert für keinen der bekannten Vertreter, stattdessen weist die NTD des PTS1-Rezeptor Pex5b

Ähnlichkeiten zu Mitgliedern der Pex20-Familie auf [69, 138]. Tatsächlich verblieb das Markerprotein

PTS2-GFP nach Einzeldeletionen von sowohl pex7 als auch pex5b im Zytosol und re-lokalisierte nach

Einbringen der NTD von Pex5b in ∆pex5b wieder peroxisomal. Dadurch konnte gezeigt werden, dass

UmPex5b zusätzlich zu seiner Funktion als PTS1-Rezeptor im PTS2-Importweg eine zentrale Rolle

spielt und dafür die NTD des Proteins benötigt wird. Auch in Säugetieren, Pflanzen, einigen Pilzen und

primitiven Eukaryoten fungieren Pex5-Proteine als Co-Rezeptoren für Pex7 [58, 59, 60, 61, 62, 136].

Der Basidiomycet C. neoformans kodiert ebenfalls wie U. maydis für zwei Pex5-Proteine, wovon einer

die Rolle des PTS2-Importrezeptors übernehmen könnte [69, 138] (Abbildung 29).

Neben der P7-BD weisen alle PTS2-Co-Rezeptoren di-aromatische Pentapeptide (WxxxF/Y) auf

[15, 68, 69, 219], über die die Co-Rezeptoren mit der Docking-Domäne in der peroxisomalen Membran

interagieren [109, 149, 150]. Auch in der Aminosäuresequenz von UmPex5b finden sich zwei solcher

Motive, die teilweise an gleicher Position in Hefen, C. neoformans, A. thaliana und dem Menschen

auftreten (Abbildung 32, Anhang) und über die Pex7, im Komplex mit Pex5b und dem PTS2-Cargo,

zur peroxisomalen Membran gebracht werden könnte.

3.2.2 Pex5a und Pex5b sind PTS1-Rezeptoren, aber Pex5a hängt funktionell von Pex5b ab

U. maydis kodiert für zwei Pex5-Rezeptoren, die beide die konservierten Aminosäuren und Motive, die

für das Wirken als PTS1-Rezeptor notwendig sind, aufweisen. Dennoch ist Pex5a allein nicht funk-

tionell, sondern kann nur in Anwesenheit der NTD von Pex5b effizient PTS1-Proteine ins Peroxisom

transportieren.

Über Speziesgrenzen hinweg weisen Pex5-Proteine nahe ihrem N-terminalen Ende ein konserviertes

Cystein und Lysin auf. Nach erfolgreichem Import des Matrixproteins wird Pex5 entweder mono-

oder polyubiquitiniert. Die Monoubiquitinierung des Cysteins führt zur Extraktion von Pex5 aus der

peroxisomalen Membran [112, 115, 116, 117, 118, 119, 120], während die Polyubiquitinierung des

Lysins das Startsignal für die Degradation von Pex5 über das Proteasom ist [70, 116, 120, 124]. Auch

in U. maydis sind diese Aminosäurereste konserviert: Sowohl Pex5a als auch Pex5b weisen nahe ihrer
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N-terminalen Enden ein Cystein wie auch ein Lysin auf (Abbildung 32, Anhang).

Die NTD von Pex5-Proteinen ist relativ unstrukturiert [199] und vermittelt Interaktionen mit an-

deren Peroxinen, beispielsweise mit Pex14 und Pex13 in der peroxisomalen Membran. Die Bindung

an den Docking-Komplex erfolgt über di-aromatische Pentapeptid-Motive in Pex5 [70, 107, 216, 217,

218, 229]. Von den Motiven WxxxF/Y sind die außen liegenden aromatischen Reste in eine Richtung

orientiert [55, 108] und können mit zwei hydrophoben Bindetaschen in der NTD von Pex14 [107, 229]

oder der SH3-Domäne von Pex13 interagieren [110, 230]. Pex5 von A. thaliana weist neun [217] und

das menschliche Pex5 sieben dieser Motive auf [216]. Zusätzlich kann HsPex5 noch über ein weiteres

Motiv (LVxEF) Pex14 binden, wobei die Bindung mit ähnlicher Affinität aber unterschiedliche Kinetik

erfolgt [196]. In vitro konnte gezeigt werden, dass durch das Vorhandensein mehrerer WxxxF/Y-

Motive in Pex5 Komplexe höherer Ordnung mit Pex14 gebildet werden können [231]. Pex5p aus

S. cerevisiae weist zwei WxxxF/Y-Motive auf, die für die Interaktion mit Pex13p essentiell sind, aber

nicht für das Docking von Pex5p an Pex14p benötigt werden; für die Pex5p-Pex14p-Interaktion sind

zwei weitere Domänen notwendig, wobei eine nicht konserviert und die andere ein revers-orientiertes

di-aromatisches Pentapeptid mit der Sequenz FQEVW ist [111, 219, 232]. Dieses Motiv ist hoch-

konserviert innerhalb der Pex5-Sequenzen von Pilzen und findet sich auch im Pex5 von C. elegans

[219].

Sowohl UmPex5a als auch UmPex5b weisen zwei WxxxF/Y- aber kein LVxEF-Motiv auf. Pex5a

besitzt zusätzlich eine dem Hefe-Motiv FQEVW ähnliche Sequenz an ähnlicher Stelle (FEDLW, Abbil-

dung 32). Ob jedes der vorhandenen Motive zur Interaktion mit der peroxisomalen Membran beiträgt,

kann nicht vorhergesagt werden.

Jedoch co-lokalisierten GFP-Fusionen beider Pex5, auch in Abwesenheit des anderen Pex5, zu-

mindest teilweise mit mCherry-SKL (Daten nicht gezeigt). Diese Stämme verloren über die Zeit das

GFP-Signal, wobei mCherry-SKL dann wieder vollständig in den Peroxisomen lokalisierte. Deshalb ist

es wahrscheinlich, dass die PTS1-Rezeptoren Pex5a und Pex5b in U. maydis getrennt voneinander

an die peroxisomale Membran andocken können. In Säugetierzellen konnte gezeigt werden, dass ein

großer C-terminaler Tag das Entlassen der Pex5-Proteine über den Extraktionskomplex verhindert

[233]. Dies könnte erklären, weshalb die Pex5-Proteine mit GFP-Fusion nicht funktionell waren, ob-

wohl wahrscheinlich sowohl Pex5a als auch Pex5b in U. maydis mit dem Docking-Komplex interagieren

können.

Die C-terminale Domäne von Pex5-Proteinen ist strukturiert und faltet sich zu einer TPR-Domäne,

die Cargos über deren PTS1 bindet. Sowohl Pex5a als auch Pex5b weisen die erwartete Anzahl der

Tetratricopeptid-Repeats auf um eine Bindetasche für PTS1-Proteine auszubilden.

Obwohl beide PTS1-Rezeptoren in U. maydis die Domänen und Motive für Cargo-Bindung, Docking

an die peroxisomale Membran und durch Monoubiquitinierung eingeleitete Extraktion aus der DTM

und anschließendes Recycling mitbringen, kommt der Import peroxisomaler Matrixproteine nach De-

letion von pex5b zum Erliegen. Das peroxisomale Markerprotein mCherry-SKL und alle der getesteten

PTS1-Proteine verloren mit pex5b auch ihre peroxisomale Lokalisierung, obwohl der Lokus von pex5a
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unverändert blieb. Eine Deletion von pex5a hatte dagegen kaum einen Einfluss auf das peroxisomale

Targeting von mCherry-SKL und der meisten getesteten PTS1-Proteine. Allerdings zeigten vier der

PTS1-Proteine nur im WT peroxisomale Lokalisierung und verbleiben sowohl nach Einzeldeletionen

von pex5a als auch von pex5b im Zytosol. Dies ließ vermuten, dass Pex5a sehr wohl als PTS1-Rezeptor

fungiert - aber nur in Kombination mit Pex5b. Bei Interaktion der beiden PTS1-Rezeptoren miteinan-

der ist es wahrscheinlich, dass diese über die NTD der beiden Pex5 vermittelt wird. Und tatsächlich

zeigten PTS1-Proteine peroxisomales Targeting, wenn Pex5a zusammen mit der NTD von Pex5b

exprimiert wurde. In Abwesenheit von Pex5b scheint Pex5a den Importzyklus nicht vollziehen zu kön-

nen, sondern dafür die Pex5b NTD und damit Pex5b als Co-Rezeptor zu benötigen (Abbildung 29).

Dabei werden PTS1-Proteine wahrscheinlich von der TPR-Domäne von Pex5a gebunden und danach

Pex5b-abhängig ins Peroxisom transloziert.

In menschlichen Zellen kommen zwei Isoformen von Pex5, Pex5L und Pex5S, vor. Diese beiden

Isoformen entstehen durch alternatives Spleißen und die NTDs unterscheiden sich nur in einer 37

Aminosäure-Insertion, die die P7-BD aufweist. Folglich fungiert nur die lange Isoform von HsPex5

als PTS2-Co-Rezeptor und beide, sowohl Pex5S als auch Pex5L, können PTS1-Proteine importieren

[58, 60, 96]. Dabei bilden die Pex5-Proteine Homotetramere und sind nicht aufeinander angewiesen

[216]. Auch in S. cerevisiae wurde kürzlich ein zweiter PTS1-Rezeptor, Pex9p, charakterisiert. Pex9p

erkennt spezifisch Enzyme, die am Glyoxylatzyklus beteiligt sind, und ist auch ohne Pex5p funktionell

[128, 129]. Für die Hefe H. polymorpha aber konnte gezeigt werden, dass multimeres Pex20p mit einem

Pex5p-Tetramer interagieren kann [234]. Die NTD von UmPex5b weist Homologien zu Vertretern

der Pex20-Familie auf [69, 138] und es ist vorstellbar, dass Pex5a und Pex5b einen heteromeren

Komplex bilden. Dabei könnte die Interaktion von Pex5a mit Pex5b, ebenso wie für Pex7 bekannt,

über die P7-BD erfolgen. Allerdings ist auffällig, dass Pex5b im Vergleich in der NTD mit zusätzlichen

Aminosäuren ausgestattet ist, die Pex5-Proteinen anderer Organismen fehlen (Abbildung 32, Anhang).

Auch hierüber könnte die Interaktion der beiden PTS1-Rezeptoren in U. maydis erfolgen.

Nicht alle Interaktionen im Import- und Recyclingprozess sind aufgeklärt. In U. maydis kann Pex5b

den gesamten Zyklus allein durchlaufen, Pex5a ist aber zumindest für einen Schritt bzw. eine Interak-

tion im In- oder Exportprozess auf Pex5b angewiesen. Beispielsweise ist das für Pex5 und Pex7 in Or-

ganismen der Fall, in denen Pex7 in Abhängigkeit von Pex5 und dessen di-aromatischen Pentapeptid-

Repeats das Peroxisom betritt. Der Export beider Rezeptoren scheint aber getrennt abzulaufen [151].

Nach dem Export-getriebenen Importmodell ist die Ubiquitin-abhängige Extraktion von Pex5 aus der

peroxisomalen Membran an die Translokation der PTS1-Proteine gekoppelt [235]. Demnach könnte

der ausbleibende bzw. ineffiziente Import über Pex5a als alleiniger PTS1-Rezeptor auch darauf hindeu-

ten, dass Pex5a Pex5b-abhängig das Peroxisom verlässt. Auch ist möglich, dass ein Zwischenschritt,

wie beispielsweise die Insertion in die DTM oder das Loslösen des Cargos von Pex5a die Unterstützung

von Pex5b benötigt.

Überraschenderweise war UmPex5a in S. cerevisiae funktionell und konnte das PTS1-Protein GFP-

Sps19p ins Peroxisom importieren. Die Pex5-Proteine von U. maydis wurden nach Deletion des hefe-
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eigenen pex5 transient in S. cerevisiae exprimiert, wodurch die Menge der PTS1-Rezeptoren auf DNA-

und Proteinebene zwischen den Zellen schwankte. Dennoch wurde deutlich, dass die Expression von

UmPex5b in S. cerevisiae in den meisten Zellen zu ausschließlich peroxisomaler Lokalisierung führte,

während der von UmPex5a-vermittelte Import weniger effizient war, da ein Anteil von GFP-Sps19p im

Zytosol verblieb. Für S. cerevisiae wurde gezeigt, dass Pex18p die NTD von Pex5p ersetzen kann [140].

Deshalb stellte sich die Frage, ob UmPex5a in ∆pex5 funktionell war, weil dieser Stamm endogen

pex18 exprimierte. Doch auch nach Deletion der PTS2-Co-Rezeptoren, sowohl pex18 als auch pex21,

konnte UmPex5a weiterhin das peroxisomale Matrixprotein GFP-Sps19p, zumindest teilweise, über

die peroxisomale Membran transferieren. An der Funktionalität von UmPex5a in S. cerevisiae änderte

auch eine Deletion des Pex5-ähnlichen Proteins Pex9p nichts.

Jedoch brachte eine Deletion von pex8 den PTS1-Import, vermittelt über UmPex5a oder UmPex5b,

in Bäckerhefe zum Erliegen. In S. cerevisiae bringt Pex8p den Docking- und RING-Komplex zusam-

men und ist damit maßgeblich an der Translokation der PTS1-Proteine beteiligt [38]; in einem pex8 -

Deletionsstamm findet kein Import von Matrixproteinen mehr statt [204]. In U. maydis gibt es ein

mögliches Pex8 [138, 163], von dem bisher aber nicht nachgewiesen werden konnte, dass es sich bei

diesem tatsächlich um ein Homolog handelt (Bachelorarbeit Laura Guttendörfer). Es ist wahrschein-

lich, dass der fehlende Import über UmPex5a und UmPex5b in ∆pex8 nur die Folge davon ist, dass

die beiden für den Import notwendigen Komplexe nicht mehr über Pex8p miteinander agieren. In der

Hefe P. pastoris wird der Docking- mit dem RING-Komplex über Pex3p zusammengebracht [236] und

es wäre spannend zu wissen, ob es ein Pex8-Homolog in U. maydis gibt oder ob, wie in P. pastoris,

Pex3 dessen Rolle einnimmt.

Zu beachten ist, dass die Peroxisomen in S. cerevisiae eine weniger prominente Rolle als in U. maydis

einnehmen. So vergrößert sich die Anzahl der Peroxisomen unter bestimmten Bedingungen, beispiels-

weise wenn Fettsäuren als Kohlenstoffquelle zur Verfügung stehen; unter Standardkulturbedingungen

im Labor weist eine Hefezelle aber nur ein bis vier Peroxisomen auf [237]. Die UmPex5a- und UmPex5b-

exprimierenden Hefezellen wurden unter Glukosebedingungen angezogen. Es ist möglich, dass nach

Expression von UmPex5a punktförmige Lokalisierung - neben einem ebenfalls starken zytosolischem

GFP-Signal - sichtbar war, weil sich das PTS1-Protein GFP-Sps19p nur auf eine sehr geringe An-

zahl Peroxisomen pro Zelle konzentrierte. Vereinzelt waren auch in U. maydis ∆pex5b-Zellen Punkte

sichtbar, die ∆pex19 - und ∆pex3 -Stämme nicht aufwiesen (Daten nicht gezeigt). Deshalb liegt die

Vermutung nahe, dass Pex5a ohne die NTD von Pex5b sowohl in S. cerevisiae als auch U. maydis

mit schwacher Effizienz wirkt und das Fluoreszenzsignal markierter und peroxisomal lokalisierender

PTS1-Proteine in U. maydis aufgrund der hohen Anzahl an Peroxisomen vom zytosolischen Signal

überstrahlt wird.

Die Experimente in S. cerevisiae bestätigen, dass UmPex5b allein als PTS1 Importrezeptor funktio-

nell ist, und zeigen, dass Pex18p und Pex21p nicht die Rolle der NTD von UmPex5b als „Pex5a-Helfer“

einnehmen können. Das kann entweder daran liegen, dass die Proteine aus unterschiedlichen Orga-

nismen stammen und Unterschiede in der P7-BD aufweisen oder dass die für das Funktionieren von

53





3.3.1 Das peroxisomale Targeting einiger PTS1-Proteine hängt von der TPR-Domäne von

Pex5a ab

Die GFP-Fusionen mit den PTS1 der Proteine Pgk1 und 2 des Menschen, Gapdh2 von P. blakesleeanus

und Shy1 (Um05230) lokalisierten weder in ∆pex5b noch in ∆pex5a peroxisomal, obwohl sie im

WT durchaus peroxisomales Targeting zeigten. Diese vier möglicherweise Pex5a-abhängigen PTS1-

Proteine wurden auch in S. cerevisiae exprimiert, wobei nur eines in die Peroxisomen transportiert

wurde und die anderen drei RFP-PTS1-Proteine im Zytosol verblieben. Dies ließ die Schlussfolgerung

zu, dass U. maydis Pex5-Proteine andere PTS1 erkennen als die PTS1-Rezeptoren Pex5p und Pex9p

aus S. cerevisiae.

Dabei ist anzumerken, dass die getesteten PTS1 der Pgk1 und 2 aus H. sapiens und Gapdh2 aus

P. blakesleeanus wahrscheinlich auch peroxisomale Lokalisierung dieser Proteine in den Organismen,

aus denen sie stammen, vermitteln [130]. Von der Salicylathydroxylase (Shy1) aus U. maydis jedoch

ist eine zytosolische Lokalisierung publiziert [207]. Eine Fusion des full-length-Proteins an GFP und die

Expression in U. maydis-Zellen bestätigte dies, da GFP-Shy1 im Zytosol verblieb. Nicht alle Proteine,

die ein PTS1 an ihrem C-terminalen Ende aufweisen, sind auch peroxisomale Matrixproteine, denn für

die Erkennung durch einem PTS1-Rezeptor muss der C-Terminus zugänglich sein; dadurch, dass die

Erkennungsregion partiell ungefaltet ist und das Protein vor dem PTS1 eine Linker-Region aufweist

[105, 238]. Das C-terminale Ende von Shy1 könnte zum einen nicht nach außen präsentiert werden

oder die Aminosäuren, die vor dem PTS1 liegen, stören die Interaktion mit dem PTS1-Rezeptor.

Um herauszufinden, ob die Pex5a-Abhängigkeit über die TPR-Domäne dieses PTS1-Rezeptors ver-

mittelt wird, wurden chimäre Pex5-Proteine generiert. Dabei wurden die strukturierten C-terminalen

Domänen beider Pex5-Proteine jeweils an den pex5 -Loki gegeneinander ausgetauscht, wonach Pex5-

Chimären unter den endogenen pex5 -Promotern exprimiert wurden.

In diesen Pex5-Chimären wurden die Proteine GFP-PTS1Shy1 und GFP-PTS1Gapdh2Pb exprimiert.

Im Vergleich zum WT verschlechterte sich das peroxisomale Targeting dieser beiden PTS1-Proteine

nach Deletion der TPR-Domäne von Pex5b (pex5b∆TPR). Eine mögliche Erklärung für diese Be-

obachtung ist, dass ein kleiner Anteil der PTS1-Proteine möglicherweise über die TPR-Domäne von

Pex5b in die Peroxisomen transportiert wird. Andererseits könnte auch die Pex5b-Verkürzung weniger

effizient funktionieren als die full-length-Variante dieses Proteins. Genau dies konnte für den PTS2-

Import beobachtet werden, da die Expression der NTD von Pex5b nach Deletion von pex5b zwar zur

peroxisomalen Re-Lokalisierung von PTS2-GFP führte, aber mit schlechterer Effizienz als im WT. Die

GFP-PTS1-Proteine lokalisierten peroxisomal, wenn die TPR-Domäne von Pex5b gegen die von Pex5a

ausgetauscht wurde (pex5b:TPRpex5a). Dies könnte zum einen darauf hindeuten, dass das chimäre

Protein stabiler ist als die Pex5b-Verkürzung, zum anderen spricht es dafür, dass die beiden GFP-

PTS1-Proteine vorwiegend von Pex5a erkannt werden. In Übereinstimmung verblieb ein großer Anteil

der PTS1-Proteine im Zytosol, wenn keine TPR-Domäne von Pex5a (pex5a:TPRpex5b) exprimiert wur-

de. Da in der Mutante ∆pex5a pex5b∆TPR keinerlei peroxisomales GFP-Signal sichtbar war, werden

diese PTS1-Proteine nicht TPR-unabhängig von Pex5b in die Peroxisomen transportiert. Während
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sich die intrazelluläre Lokalisierung von GFP-PTS1GapdhPb und GFP-PTS1Shy1 in den verschiedenen

Mutanten unterschied, zeigte mCherry-SKL immer ausschließlich peroxisomale Lokalisation, solange

zumindest ein funktionelles Pex5-Protein vorhanden war. Das bedeutet, dass es PTS1-Proteine gibt,

die bevorzugt von einem Pex5 erkannt werden, und solche, die von Pex5a und Pex5b gleichermaßen

in die Peroxisomen importiert werden.

3.3.2 Auch die NTD von Pex5a ist an der Bindung einiger Cargos beteiligt

Die vier Pex5a-abhängigen GFP-PTS1-Proteine stammten entweder nicht aus U. maydis oder zeigten

als full-length-Protein kein peroxisomales Targeting. Um festzustellen, ob es auch U. maydis-eigene

Proteine gibt, die bevorzugt von Pex5a erkannt werden, sollten PTS1-Proteine aus diesem Pilz ge-

testet werden. Da Pex5a für das Wachstum auf Ölsäure benötigt wird [130] und eine Deletion dieses

PTS1-Rezeptors nicht von Pex5b komplementiert werden kann, stand die Vermutung im Raum, dass

die PTS1 einiger Enzyme der peroxisomalen β-Oxidation bevorzugt von Pex5a importiert werden. Um

dies zu überprüfen, wurden die letzten zwölf Aminosäuren dieser Proteine an GFP fusioniert und in

die intrazelluläre Lokalisierung im WT und in ∆pex5a überprüft. Dreizehn dieser GFP-PTS1-Fusionen

zeigten sowohl im WT als auch in der Deletionsmutante ausschließlich peroxisomale Lokalisierung,

während drei GFP-PTS1-Fusionen der getesteten β-Oxidationsenzyme in ∆pex5a zumindest teilweise

im Zytosol verblieben. Das peroxisomale Targeting dieser Enzyme verschlechterte sich in der De-

letionsmutante auch im Falle der full-length-Proteine. Da sowohl die Proteinfusionen als auch die

GFP-PTS1-Fusionen schlechteres Targeting in ∆pex5a aufweisen, spricht das dafür, dass Um01966,

Um10665 und Um11001 Pex5a-abhängig ins Peroxisom importiert werden und dass der Import über

das PTS1 dieser Enzyme vermittelt wird.

Zur Überprüfung der PTS1-vermittelten Pex5a-Abhängigkeit dieser β-Oxidationsenzyme wurden

im WT und in ∆pex5a-Zellen die Proteine mit optimiertem PTS1 exprimiert. Dafür wurden hinter

das protein-eigene PTS1 zwölf weitere Aminosäuren fusioniert, die das peroxisomale Targeting laut

PTS1-Predictor [105, 106] drastisch verbessern. Jenes PTS1 weist auch das Protein mCherry-SKL auf,

welches gleichermaßen von Pex5a und Pex5b ins Peroxisom importiert wurde. Die Proteine Um01966,

Um10665 und 11001 lokalisierten im WT und in ∆pex5a ausschließlich peroxisomal, konnten also

allein von Pex5b in die Peroxisomen importiert werden und verloren mit dem optimierten PTS1 ihre

Pex5a-Abhängigkeit, wodurch die zuvor gemachte Vermutung gestützt wird.

Um zu untersuchen, ob die PTS1-vermittelte Pex5a-Abhängigkeit von der TPR-Domäne dieses

PTS1-Rezeptors abhängt, wurden die GFP-Fusionen der Enzyme Um01966, Um10665 und Um11001

in Pex5-Chimären exprimiert. Dabei zeigte GFP-Um11001 in allen Mutanten peroxisomale Lokalisie-

rung, unabhängig davon, ob die TPR-Domäne von Pex5a oder Pex5b zur Verfügung stand. Um11001

weist neben seinem PTS1 noch ein PTS2 auf und in S. cerevisiae wurde beobachtet, dass PTS2-

Proteine trotz N-terminalem GFP-Tag weiterhin über Pex7p in die Peroxisomen transloziert werden

können [239]. Dies jedoch ist für GFP-Um11001 ausgeschlossen, da dieses Protein in ∆pex5a als

auch mit maskiertem PTS1 im Zytosol verblieb. Auffällig ist, dass GFP-Um11001 in dem Stamm

56



ohne TPR-Domäne von Pex5a (pex5a:TPRpex5b) besseres peroxisomales Targeting aufweist als in

∆pex5a. Die peroxisomale Lokalisierung dieses Proteins wird folglich nicht ausschließlich von dessen

PTS1 und der TPR-Domäne von Pex5a vermittelt, sondern die Ergebnisse sprechen dafür, dass die

Bindung von Um11001 an Pex5a durch eine Interaktion außerhalb des PTS1 und innerhalb der NTD

von Pex5a verstärkt wird. Die unterstützende Funktion der NTD von Pex5a ist aber nicht ausreichend

um Um11001 ohne funktionelles PTS1 in die Peroxisomen zu importieren, da die Proteinvariante

mit dem maskierten PTS1-Motiv im Zytosol verblieb. Das Prinzip der zusätzlichen Bindestelle ist

beispielsweise für die Katalase der Säugetiere bekannt: In diesen Zellen interagiert das peroxisomale

Matrixprotein neben der PTS1-TPR-Bindung über eine internes PTS mit der NTD von Pex5 [63].

Vorstellbar ist dies auch für das β-Oxidationsenzym Um10665, da dies nur bei Expression von Pex5a

in seiner WT-Variante ausschließlich peroxisomales Targeting zeigte und dieses sich verschlechterte,

wenn die NTD von Pex5a (∆pex5a pex5b:TPRpexa) deletiert war. Doch auch für Um10665 ist die

mögliche zusätzliche Interaktion mit der NTD von Pex5a nicht ausreichend für peroxisomalen Import,

da das Protein mit maskiertem PTS1 im Zytosol verblieb. Im Gleichklang zu den anderen beiden En-

zymen lokalisierte auch Um01966 ausschließlich peroxisomal, wenn die NTD von Pex5a in den Zellen

exprimiert wurde; für dieses Protein aber unabhängig von der fusionierten TPR-Domäne. Zusätzlich

wurde dieses Protein mit geringerer Effizienz in die Peroxisomen importiert, wenn von Pex5a nur die

C-terminale Domäne vorhanden war und die NTD fehlte (∆pex5a pex5b:TPRpex5a). Um01966 scheint

ebenfalls für effizienten peroxisomalen Import beide Domäne von Pex5a zu benötigen.

Überraschenderweise zeigte Um01966 auch dann noch peroxisomale Lokalisierung, wenn dessen

PTS1 maskiert war. Eine mögliche Interpretation ist, dass eine Interaktion dieses Enzyms mit der

NTD von Pex5a ausreichend für peroxisomalen Import ist. Dieser Mechanismus ist beispielsweise für

Pex20 aus P. anserina bekannt, das ohne Pex5p oder Pex7p durch direkte Bindung der Cargos diese in

die peroxisomale Matrix transportieren kann [240]. Auch in Hefen interagieren Proteine mit der NTD

von Pex5p, wie Acyl-CoA-Oxidasen in S. cerevisiae [66] und eine Alkoholoxidase in H. polymorpha

[65]. Andererseits schließen die Ergebnisse einen Piggy back-Mechanismus für Um01966 nicht aus.

Das β-Oxidationsenzym könnte dabei mit dem endogen exprimierten Um01966 interagieren oder mit

einem weiteren Protein ein Heterooligomer bilden. In diesem Fall könnte sogar der Interaktionspartner

ein Pex5a-spezifisches Protein sein und die beobachteten Lokalisierungen von GFP-Um01966 in den

Pex5-Chimären nur ein sekundärer Effekt sein. In der Literatur finden sich für Acyl-CoA-Oxidasen

sowohl welche, die im Komplex [169], als auch solche, die bevorzugt als Monomer importiert werden

[241]. Ob Um01966 in Abhängigkeit der NTD von Pex5a in die peroxisomale Matrix gelangt, könnte

beispielsweise durch Deletion von pex5b und der TPR-Domäne von Pex5a oder durch Expression der

NTD in einem Doppeldeletionsstamm für pex5a/pex5b geklärt werden.
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3.3.3 Die TPR-Domänen von U. maydis Pex5a und Pex5b und von S. cerevisiae Pex5p

unterscheiden sich nicht in konservierten Aminosäuren

Pex5a-abhängige Proteine könnten ihre Rezeptor-Spezifität über zwei verschiedene Wege erlangen.

Zum einen könnten die Pex5a-spezifischen Proteine neben der PTS1-Bindetasche mit der NTD von

Pex5a interagieren und zum anderen könnte die Bevorzugung eines Pex5-Proteins auch über das PTS1

vermittelt werden. PTS1 werden von der TPR-Domäne gebunden, wobei konservierte Aminosäure-

reste der TPR-Domäne mit dem C-terminalen Ende des Cargo-Proteins interagieren [15, 108, 114].

Mutationen dieser konservierten Aminosäuren führen zu Importdefekten peroxisomaler Matrixproteine

in vivo [242]. Die Auswertung von Kristallstrukturen von Pex5 mit unterschiedlichen Cargos führte

zum induced fit-Modell. Demnach wird das PTS1 von den TPR1-3 und TPR5-7 gebunden und die

Position und Größe der Bindetasche kann über die TPR4 reguliert werden. Dieser Mechanismus er-

klärt, weshalb eine Vielzahl von PTS1-Motiven von derselben TPR-Domäne gebunden werden kann

[200, 211].

Ein Vergleich der Sequenzen von Pex5-Proteinen verschiedener Organismen mit denen von U. maydis

zeigte, dass diese konservierten Reste auch in diesem Pilz nicht abweichen (Abbildung 32, Anhang).

U. maydis Pex5a und Pex5b unterscheiden sich in einer konservierten Aminosäure von H. sapiens und

anderen Organismen, teilen diese aber mit Pex5p der Hefe S. cerevisiae. Dennoch erkennen sowohl die

PTS1-Rezeptoren von S. cerevisiae als auch die beiden Pex5 von U. maydis unterschiedliche PTS1-

Motive. Möglich ist, dass weitere Aminosäurereste der TPR-Domäne mit dem PTS1 interagieren

können, vor allem, wenn es ein unkonventionelles PTS1 ist, das in zumindest einer Aminosäure von

der Konsensussequenz des Tripeptids abweicht. Pex5p von S. cerevisiae und Pex5a und Pex5b aus

U. maydis unterscheiden sich untereinander in einigen Aminosäuren innerhalb ihrer TPR-Domänen

(Abbildung 32, Anhang). Die TPR1 von Pex5a weicht sogar so von der TPR-Konsensussequenz ab,

dass diese nicht von dem Tool TPRpred [193, 194] erkannt wurde.

Neben dem C-terminalen Tripeptid des PTS1-Proteins tragen auch die davor liegenden Aminosäuren

zur Spezifität bei [98, 104, 243]. Co-Kristallisationen der menschlichen Pex5 TPR-Domäne mit einem

PTS1-Peptid und bioinformatische Analysen zeigten, dass diese Aminosäurereste im Kontakt mit

den Oberflächenresten des Rezeptors stehen [57, 64, 105, 106, 238, 244]. Aus bioinformatischen

Studien des peroxisomalen Proteoms von A. thaliana ist bekannt, welche Aminosäuren an welcher

Position innerhalb des PTS1 einen fördernden oder störenden Effekt auf die Interaktion mit Pex5

haben. Förderlich für die Pex5-PTS1-Interaktion sind große, hydrophobe Aminosäurereste (Leucin,

Methionin) an Position -1, positiv geladene Reste (Lysin, Arginin, Histidin) an Position -2, kleine

Reste (Serin, Alanin, Cystein) an Position -3 und basische Reste (Histidin, Lysin, Arginin) vor dem

PTS1 (-4 bis -6). Dagegen wird die Interaktion von sauren Aminosäuren (Glutamat, Aspartat) in

unmittelbarer Nähe zum PTS1 (-4 bis -6) gestört [57, 245].

Vergleicht man die in dieser Arbeit getesteten PTS1 miteinander, fällt auf, dass die drei PTS1, die

in U. maydis über Pex5a, aber nicht in S. cerevisiae peroxisomales Targeting des fusionierten Fluoro-

phors vermittelten (PTS1 von Pgk1 und 2 aus H. sapiens und Gapdh2 aus P. blakesleeanus), in ein
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Tabelle 2: Fördernde und störende Aminosäurereste in getesteten PTS1.
In Pflanzen fördern große, hydrophobe Reste an Position -1 (L, M), positiv geladene an Position -2 (K, R, H),
kleine an Position -3 (S, A, C) und basische an den Positionen -4 bis -6 (H, K, R) die Interaktion des PTS1
mit Pex5. Dagegen stören saure Reste an den Positionen -4 bis -6 (D, E) [57, 245]. Diese begünstigenden
und die störenden Aminosäurereste sind in den in U. maydis getesteten PTS1 markiert. Einfach unterstrichen
sind jene Gene, deren Proteinprodukte als GFP-PTS1-Fusion in ∆pex5a schwächeres peroxisomales Targeting
zeigten als im WT. GFP-PTS1, die nach Deletion von pex5a keine peroxisomale Lokalisierung mehr zeigten,
sind doppelt unterstrichen. Die mit Sternchen* versehen PTS1-Motive zeigten als Fusion an GFP bereits im
WT sowohl peroxisomale als auch zytosolische Lokalisierung U. maydis-Zellen. PTS1-Motive, versehen mit
zwei Sternchen**, zeigten in der ∆pex5a-Mutante peroxisomales und zytosolisches GFP-Signal, wobei diese
Signale nicht im WT getestet wurden. Die Abkürzungen für die Organismen sind A.n., Aspergillus nidulans,
B.c., Botrytis cinerea, C.a., Candida albicans, H.s., Homo sapiens, P.b., Phycomyces blakesleeanus, P.m.,
Penicillium marneffei .

Gen PTS1 Gen PTS1

um00122 WTQGSGDVKSHL* um06400 ALLAKAGIKSHL*

um00589 ELKNGGHVKANI* um06507 PISVPVGLPSKL*

um01329 (idh1)* THEFTQAVLSNL* um10273 VMQKQTPKFAKL*

um01438 (mac3) TIIVQCCHIASL* um10538 KREDQNEAKANL*

um01466 QALRMMPENARL* um10665 QQLKLVGPQSKF*

um01540 THTAELTRRANL* um10797** SQIKQHSERPNL*

um01599 FENIAAGARHKL* um10825 IRLDGASRLGKL*

um01747 VANDDVARFAKL* um11001 EADRARSRASNL*

um01850 NEVKKMSRVAKL* um11161 (mdh1) NISKGVQFTANL*

um01966 PMLKAAAERSNL* um11938 LDGVLKSQKAKL*

um02028 GEAVPFTERARL* um11953 AALEDGEPKANL*

um02097 LAPPSSHARSKL* gapd (A.n.) ETGRKPMARSSL*

um02208 TDFDSDLPRAKL* gapd (B.c.)* VELKPNAHPQKL*

um03158 ESLRAAAAKSKL* gapd (C.a.) VAKASASSKTRL*

um03299 (tpi1)* ANASLAGQSARI* pgk1 (H.s.) KVLPGVDALSNI*

um04744** QACILRPHAHNL* pgk2 (H.s.) KILPGVEALSNM*

um05230 (shy1) NDQMNQWIQQNL* gapd2 (P.b.) LLVHVAKVDGNL*

um06153 TLPQLSSPRANL* pgk (P.m.)* VSALSKKSVSSL*

oder zwei Aminosäuren dem Konsensus des Tripeptids entsprechen und in unmittelbarer Nähe zum

PTS1 störende Aminosäuren aufweisen (Tabelle 2). Die drei PTS1 aus U. maydis, die in einer Deleti-

onsmutante für pex5a schlechteres peroxisomales Targeting zeigten als im WT (PTS1 von Um01966,

Um10665 und Um11001), haben gemeinsam, dass das Tripeptid nur in zwei von drei Stellen der Kon-

sensussequenz entspricht. Tatsächlich scheint dies eine Gemeinsamkeit von PTS1-Motiven zu sein,

die in ∆pex5a-Zellen als Fusion an GFP sowohl im Zytosol als auch in den Peroxisomen lokalisieren

(Tabelle 2). Nicht von all den in Tabelle 2 gelisteten GFP-PTS1-Proteinen wurde die intrazelluläre

Lokalisierung auch in WT-Zellen überprüft. Deshalb lässt sich an dieser Stelle nur schlussfolgern,

dass PTS1-Proteine mit geringerer Effizienz in die Peroxisomen importiert werden, wenn zumindest

eine Aminosäure des C-terminalen Tripeptids vom Konsensus abweicht und wenn unmittelbar vor

dem PTS1 maximal ein die Interaktion mit Pex5 fördernder und unter Umständen noch ein störender

Aminosäurerest auftritt. Außerdem legen die Ergebnisse der in U. maydis getesteten PTS1-Motive
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aus anderen Organismen nahe, dass Pex5a toleranter als Pex5b gegenüber störender Aminosäuren in

unmittelbarer Nahe zum PTS1 zu sein scheint.

Pex5-Proteine weisen nach der TPR7 weitere Aminosäuren auf, den sogenannten „7C-Loop“, der

die TPR7 mit dem C-terminalen Bündel verbindet. Der 7C-Loop interagiert nach Bindung des PTS1-

Cargos mit der TPR1 und verschließt so die Bindetasche, wodurch dieser Loop eine sekundäre Bin-

destelle sein könnte [246]. Die Kristallstrukturen von Pex5 zusammen mit dem Sterol-Carrier-Protein

(SCP2) als auch der Alanin-Glyoxylat-Aminotransferase (AGT) zeigen zusätzliche Kontaktstellen zwi-

schen dem Cargo und dem 7C-Loop als auch dem C-terminalen Bündel von Pex5 [114, 210, 211]. Das

Targeting der AGT erfolgt über zwei Signale [247], ein C-terminales KKKL-Motiv und eine interne,

8 Aminosäuren lange Sequenz, die außerhalb des PTS1 und auf der Oberfläche des Proteins liegt

[248]. Tatsächlich führten Punktmutationen in den der TPR7 nachfolgenden Aminosäuren in Pex5

des Menschen zu vermindertem Targeting von PTS1-Proteinen [114]. Es ist vorstellbar, dass auch in

anderen Organismen über den 7C-Loop und das C-terminale Bündel eine Diskriminierung von Cargo-

Proteinen erfolgt. Dies wäre durchaus eine mögliche Erklärung, weshalb Pex5p von S. cerevisiae und

beide Pex5-Proteine aus U. maydis verschiedene Cargos mit unterschiedlicher Effizienz ins Peroxisom

importieren.

Es ist wahrscheinlich, dass die Enzyme Um10665 und Um11001 und möglicherweise auch Um01966

zuerst von der TPR-Domäne des PTS1-Rezeptors gebunden werden, wobei die GFP-PTS1-Fusionen

dieser drei Enzyme nur effektiv in die Peroxisomen transportiert wurden, wenn Pex5a vorhanden war.

Da sich die TPR-Domänen von Pex5a und Pex5b nicht in den konservierten Aminosäuren unterschei-

den, könnte die Bevorzugung der TPR-Domäne eines PTS1-Rezeptors daher rühren, dass das Bündel

am C-terminalen Ende der Importrezeptoren variiert und dies zusätzlich mit dem PTS1-Protein in-

teragiert. Zusätzlich ist es vorstellbar, dass die Interaktion zwischen Pex5a und seinem spezifischen

Cargo durch zumindest eine zusätzliche Interaktion verstärkt wird, die von einer Stelle innerhalb der

NTD von Pex5a und der Proteinoberfläche des Cargos vermittelt wird.

3.4 U. maydis PTS1-Rezeptoren und ihre Rolle in der peroxisomalen β-Oxidation

Wie auch Säugetierzellen weist der Basidiomycet U. maydis ein komplettes Set an Enzymen für

die mitochondriale und die peroxisomale β-Oxidation auf [163]. Dabei werden im Peroxisom lang-

und verzweigtkettige und ungesättigte Fettsäuren abgebaut, während im Mitochondrium kurz- und

mittelkettige Fettsäuren verstoffwechselt werden [163, 170, 171]. Aus diesem Grund werden für das

Wachstum von U. maydis unter Bedingungen, bei denen die langen und ungesättigten Fettsäuren

Ölsäure (C18:1) oder Linolsäure (C18:2) oder die lange Fettsäure Myristinsäure (C14) als Kohlen-

stoffquelle zur Verfügung stehen, die Peroxisomen benötigt. Peroxisomale Defekte, wie Störungen im

peroxisomalen Import von Matrixproteinen, schränken das Wachstum von U. maydis unter diesen

Wachstumsbedingungen ein [130, 163, 170, 171]. Neben einer gestörten peroxisomalen β-Oxidation

sind die Zellen als Folge dem Einfluss der Anreicherung von langen und ungesättigten Fettsäuren

ausgesetzt, die durch ein Ungleichgewicht der Fettsäuren in Zellmembranen zu Änderungen der bio-
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physikalischen Eigenschaften dieser führen [197].

Die Deletionsmutante für pex5b zeigt denselben Phänotyp wie die peroxisomen-losen Mutanten

∆pex19 und ∆pex3. Alle drei Stämme waren nicht in der Lage, Ölsäure zu verstoffwechseln und

zeigten keinerlei peroxisomales Targeting des PTS1-Proteins mCherry-SKL. Daraus lässt sich folgern,

dass Pex5b genauso essentiell für das Funktionieren der Peroxisomen ist wie die an der Biogenese be-

teiligten Peroxine Pex3 und Pex19. Tatsächlich konnte in dieser Arbeit kein Protein gefunden werden,

das nach Deletion von pex5b noch in die peroxisomale Matrix importiert wird. Es ist vorstellbar, dass

in ∆pex5b-Stämmen Prä-Peroxisomen gebildet werden, die durch Ermangelung peroxisomalen Ma-

trixproteinimports leer bleiben. Man kennt sogenannte „Ghosts“ beispielsweise aus Säugetierzellen mit

pex5 -Deletion oder Patienten mit Zellweger-Syndrom [249, 250, 251]. Auch könnten die peroxisoma-

len Ghosts durch Pexophagie abgebaut werden [252, 253]. Dafür, dass diese Ghosts zumindest für eine

gewisse Zeit in U. maydis-Zellen verbleiben, spricht, dass GFP-fusioniertes Pex12 in ∆pex5b-Stämmen

punktförmig innerhalb der Zellen lokalisierte (Daten nicht gezeigt).

Eine Deletion des anderen U. maydis PTS1-Rezeptors pex5a führte ebenfalls zu einem reduzierten

Wachstum unter Fettsäurebedingungen, aber dieser Stamm zeigte im Gegensatz zu den peroxisomen-

losen Mutanten ein residuales Wachstum. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Pex5b ohne

Pex5a als PTS1-Rezeptor funktionell ist, aber dennoch scheint Pex5b allein für die peroxisomale

β-Oxidation nicht ausreichend zu sein. Die Wichtigkeit der Anwesenheit beider Pex5 wird dadurch

unterstrichen, dass die beiden PTS1-Rezeptoren in U. maydis unter Fettsäurebedingungen nicht ge-

geneinander austauschbar sind.

Die Bedeutung von Pex5b erklärt sich dadurch, dass ohne dieses Protein keinerlei peroxisomaler

Import stattfindet, auch nicht über Pex5a, dessen Funktionalität von Pex5b abhängig ist. Zusätzlich

ist die TPR-Domäne von Pex5b essentiell für die Metabolisierung von Fettsäuren. So zeigten die

Stämme pex5b∆TPR und pex5b:TPRpex5a ein reduziertes, aber untereinander vergleichbares Wachs-

tum unter diesen Bedingungen. Beiden Stämmen ist gemein, dass ihnen die TPR-Domäne und damit

die PTS1-Bindetasche von Pex5b fehlt. Dies spricht dafür, dass es Pex5b-abhängige Cargos gibt.

Welche PTS1-Proteine von der Pex5 TPR-Domäne erkannt werden, könnte man durch intrazelluläre

Lokalisationsuntersuchungen verschiedener PTS1-Proteine herausfinden. Dafür könnte das Targeting

der peroxisomalen Matrixproteine vergleichend in den Stämmen ∆pex5a und pex5b∆TPR untersucht

werden.

Im Gegensatz dazu kann die TPR-Domäne von Pex5a gegen die von Pex5b getauscht werden,

ohne das Wachstum der Zellen unter Fettsäurebedingungen einzuschränken. Dies ist in Übereinstim-

mung mit den experimentellen Ergebnissen zu den β-Oxidationsenzymen Um01966, Um10665 und

Um11001. Zwar hängt die Lokalisierung dieser Proteine von Pex5a ab, aber die Optimierung des

PTS1, wodurch sie effektiv von Pex5b in die Peroxisomen transportiert werden konnten, führte nicht

zu einem verbesserten Wachstum auf Fettsäuren.

Es ist viel wahrscheinlicher, dass die NTD von Pex5a der Teil des Proteins ist, dessen Fehlen den

Wachstumsdefekt der Zellen unter Fettsäurebedingungen hervorruft. Während die Expression von
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pex5b unter dem pex5a-Promoter nicht den Phänotyp von ∆pex5a komplementieren konnte, wächst

die Chimäre pex5a:TPRpex5b, exprimiert unter dem pex5a-Promoter, auf Fettsäuren beinahe wie der

WT. Dabei könnte die NTD des Pex5a-Proteins direkt ein Cargo, welches essentiell für die pero-

xisomale β-Oxidation ist, binden und es in die peroxisomale Matrix translozieren; Pex5a könnte aber

auch eine weitere, bisher unbekannte Rolle im Proteinimport oder der Regulation des peroxisomalen

Proteoms einnehmen.

Es ist möglich, dass weitere peroxisomale Matrixproteine mit den NTDs von Pex5a und Pex5b

interagieren. Aus der Literatur sind verschiedene Beispiele für solche Interaktionen aus anderen Or-

ganismen bekannt (siehe 1.2.3 PTS-unabhängiger Import). In U. maydis-Zellen konnte das Protein

Um01966 mit maskiertem PTS1 die Peroxisomen erreichen und es wäre spannend zu klären, ob der

Import durch eine Interaktion mit der NTD von Pex5a oder über den Piggy back-Mechanismus erfolgt.

Weitere Enzyme der peroxisomalen β-Oxidation weisen kein PTS, weder ein C-terminales PTS1 noch

ein N-terminales PTS2, auf. Dazu gehört Um04324, eine peroxisomale Acyl-CoA-Oxidase. Das Fehlen

eines PTS ist innerhalb der Pilze konserviert [163] und in den Hefen S. cerevisiae und Y. lipolytica

erfolgt der Import ins Peroxisom Pex5-abhängig [140, 169]. Auch das multifunktionelle Enzym Mfe2

(Um10038) besitzt kein PTS, findet sich aber in U. maydis in den Peroxisomen [170], wobei der Import

über die NTD von Pex5b vermittelt wird (Augustina Gabrilavičiūtė, persönliche Mitteilung). TPR-

unabhängige Interaktion oder der Piggy back-Mechanismus ist auch für die Enzyme Pot1 (Um02715)

und das Sterol-Carrier-Protein Um01986 wahrscheinlich, da auch diese Proteine keine PTS (und kein

mTS) aufweisen [163]. Um zu überprüfen, welche Enzyme in ihrer peroxisomalen Lokalisation von

der NTD von Pex5a oder Pex5b abhängen, könnte für die Expression der GFP-Protein-Fusionen der

Stamm ∆pex5a pex5b∆TPR genutzt und ein Stamm mit pex5a∆TPR ∆pex5b generiert werden.

Diese Stämme exprimieren nur die NTDs der beiden PTS1-Rezeptoren. Weniger effizient als das full-

length-Protein fungierte HA-Pex5b2-544, welches aus der NTD von Pex5b, fusioniert an ein HA-Tag,

besteht. Deshalb könnte es an dieser Stelle sinnvoll sein, statt die TPR-Domänen zu deletieren nur

einzelne Aminosäuren in diesen Domänen zu mutieren. Die Mutationen konservierter Aminosäuren

resultierten in der Vergangenheit in peroxisomalen Importdefekten [242]. Auf diese Weise könnte man

auch in U. maydis effektive, aber für den PTS1-Import defekte Pex5-Proteine exprimieren.

Ölsäure als Kohlenstoffquelle scheint für den U. maydis-Stamm ∆pex5a pex5b∆TPR noch toxischer

zu sein als für die Doppeldeletion ∆pex5a ∆pex5b. Das PTS1-Protein mCherry-SKL verblieb in beiden

Stämmen im Zytosol, weil kein - im klassischen Sinne - funktionelles Pex5-Protein mit TPR-Domäne

vorlag. In U. maydis ∆pex19 -Stämmen wurde beobachtet, dass die β-Oxidation von Fettsäuren ohne

funktionelle Peroxisomen eingeschränkt zytosolisch ablaufen kann [254]. Außerdem zeigten die Ex-

perimente von Freitag et al., dass auch unter Glukosebedingungen Fettsäuren in U. maydis-Zellen

verstoffwechselt werden [254]. Wird angenommen, dass einige peroxisomale Matrixproteine über die

NTD von Pex5b das Peroxisom betreten, könnten diese Proteine in der Mutante ∆pex5a pex5b∆TPR

weiterhin vom Zytosol in die Peroxisomen transportiert werden. Dadurch würden Stoffwechselwege

oder aufeinander aufbauende Reaktionen, die normalerweise gemeinschaftlich im Peroxisom lokalisiert
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sind, auseinander gerissen werden. Dies könnte erklären, weshalb dieser U. maydis-Stamm ein ein-

geschränktes Wachstum auf Ölsäure- und Glukose-haltigen Agarplatten und in Flüssigkultur (Daten

nicht gezeigt) aufweist.

Durch weitere Interaktionsstellen zwischen Pex5 und peroxisomalen Matrixproteinen könnten die

PTS1-Rezeptoren ihre jeweiligen Cargos über die PTS1-Motive hinaus diskriminieren. Von Vorteil

könnte dies sein, wenn über Pex5a und Pex5b eine Regulation des peroxisomalen Proteoms erfolgte.

Da es in U. maydis für jeden Schritt der β-Oxidation von Fettsäuren mehrere katalysierende Enzyme

gibt, vermuteten Camões et al., dass einzelne Enzyme eine Substratspezifität entwickelt haben könnten

[163]. Zusätzlich weist dieser Basidiomycet Enzyme für die peroxisomale α-Oxidation auf [163]. Je

nach Eigenschaft der zu metabolisierenden Fettsäure könnten unterschiedliche Enzyme im Peroxisom

benötigt werden und das peroxisomale Proteom könnte über Pex5a und Pex5b angepasst werden.

Camões et al., 2015 verwendeten für die Untersuchung der mitochondrialen und peroxisomalen

β-Oxidation in U. maydis eine Deletionsmutante für pex3 [163]. Pex3 ist ein Membranprotein, wird

während der peroxisomalen Biogenese benötigt und Deletionsmutanten weisen keinerlei funktionelle

Peroxisomen auf [198]. Dennoch konnten die Autoren Wachstum dieser Deletionsmutante zeigen, wenn

zur Verstoffwechselung der angebotenen Fettsäuren die peroxisomale β-Oxidation benötigt wurde,

während die in dieser Arbeit generierte Mutante keinerlei Wachstum mehr unter Ölsäurebedingungen

zeigte (Abbildung 9). Der Unterschied könnte sich zum einen dadurch erklären, dass Camões et

al. eine Ölsäurekonzentration von 0,001 % wählten, während in dieser Arbeit 0,2 % (v/v) dieser

Fettsäure eingesetzt wurden. Es ist wahrscheinlich, dass eine höhere Konzentration der toxischen

Kohlenstoffquelle zu früherem Sterben der Zellen führt. Zusätzlich lösten Camões et al. die Ölsäure in

Ethanol, wodurch die für die Wachstumsversuche verwendeten Agarplatten zusätzlich 0,01 % Ethanol

enthielten [163]. Dass U. maydis-Mutanten mit peroxisomalen Defekten unter der Anwesenheit von

Ethanol und 0,001 % der Fettsäure besser wachsen, zeigt die Abbildung 35 im Anhang. Allerdings

zeigten die Mutanten bereits auf der Kontrollplatte, die nur Ethanol und weder Glukose noch eine

Fettsäure enthielt, denselben Wachstumsphänotyp. Dies könnte zum einen bedeuten, dass Pex5a

genauso für die Verstoffwechselung von Ethanol essentiell ist. Zum anderen könnte es darauf hinweisen,

dass der beobachtete Wachstumsphänotyp der pex-Mutanten darauf zurückzuführen ist, dass bereits

andere grundlegende enzymatische Reaktionen gestört sind und dass der beobachtete Phänotyp unter

Fettsäurebedingungen ein sekundärer Effekt ist.

3.5 Pex5a und Pex5b als Regulatoren des peroxisomalen Proteoms

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die PTS1-Rezeptoren von U. maydis, Pex5a und Pex5b,

nicht die Funktion des jeweils anderen übernehmen können. Auch ist es wahrscheinlich, dass beide

Proteine nicht nur auf dem konventionellen Weg über ihre PTS1-bindende TPR-Domäne Cargos in

die peroxisomale Matrix transferieren können, sondern dass es Matrixproteine gibt, die mittels der

NTDs beider Pex5 ins Peroxisom gelangen. Zusätzlich wurde hier nachgewiesen, dass sich die beiden

Importrezeptoren in ihrer Cargospezifität unterscheiden. Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse

63



darauf hin, dass Pex5a und Pex5b unterschiedliche Targets haben und dass darüber das peroxisomale

Proteom reguliert werden könnte.

Peroxisomen sind zwar meistens rund und beherbergen charakteristische Stoffwechselwege, können

sich aber in Anzahl und Proteinrepertoire an die Entwicklungsphase und die Umgebungsbedingun-

gen anpassen [2, 3]. Dabei muss die Anpassung in irgendeiner Art und Weise reguliert werden. In

Bäckerhefe beispielsweise erfolgt die Adaptation des peroxisomalen Inhalts an Umweltbedingungen

über unterschiedliche PTS-Rezeptoren. Das Genom von S. cerevisiae kodiert für zwei PTS2-Co-

Rezeptoren, Pex18p und Pex21p [72, 138] und zwei PTS2-Proteine [139]. Eines ist die Thiolase

Fox3p, die an der β-Oxidation von Fettsäuren beteiligt ist und unter Ölsäurebedingungen exprimiert

wird [139, 255]. Die Expression des PTS2-Co-Rezeptors Pex18p wird unter denselben Bedingungen

induziert, während der PTS2-Rezeptor Pex7p konstitutiv exprimiert wird [139, 256]. Pex21p kann in

einem ∆pex18 -Deletionsstamm als PTS2-Co-Rezeptor für Fox3p fungieren, jedoch ist Pex18p der

bevorzugte Co-Rezeptor für den peroxisomalen Import dieses Enzyms [72, 139]. Das zweite PTS2-

Protein in S. cerevisiae ist Gpd1p, eine Glycerol-3-phosphatdehydrogenase, die unter hyperosmolaren

Bedingungen im Zytosol Glycerol produziert [257]. Dazu passend wird die Expression dieses Enzyms

unter hyperosmotischen Bedingungen induziert, während Pex21p konstitutiv exprimiert wird [139].

Pex21p fungiert immer dann als PTS2-Co-Rezeptor, wenn Pex18p nicht vorhanden ist, wie unter Ab-

wesenheit von Ölsäure und unter Salzstress, weshalb Pex21p der exklusive PTS2-Co-Rezeptor für den

peroxisomalen Import von Gpd1p ist [139]. Auch im PTS1-vermittelten Import weist S. cerevisiae ein

ähnliches System auf, da das Genom dieser Hefe für zwei PTS1-Rezeptoren kodiert [128, 129, 202].

Pex5p fungiert als genereller PTS1-Rezeptor und wird konstitutiv exprimiert, während die Expressi-

on von pex9 durch die Anwesenheit von Ölsäure induziert wird [128, 129]. Die einzigen Cargos des

PTS1-Rezeptors Pex9p sind die Malatsynthasen Mls1p, Mls2p (-SKL) und wahrscheinlich die Gluta-

thiontransferase Gto1p [128, 129]. Mlsp1 und Mlsp2 können auch über Pex5p ins die Peroxisomen

transportiert werden, wobei der Import nach Deletion einer der beiden paralogen PTS1-Rezeptoren

weniger effizient ist [128]. Folglich lokalisieren die beiden Enzyme Mlsp1 und Mlsp2 nur unter Öl-

säurebedingungen peroxisomal, während sie sich unter Anwesenheit von Glukose oder Ethanol im

Zytoplasma befinden [128, 258]. Die sich ändernde Lokalisierung adaptiert die Zelle an die Um-

weltbedingungen: Wenn Ethanol als einzige Kohlenstoffquelle zur Verfügung steht, wird im Zytosol

Acetyl-CoA produziert und Mls1p agiert dort als Acetyl-CoA konsumierende Malatsynthase. Unter

Anwesenheit von Ölsäure jedoch fällt Acetyl-CoA hauptsächlich im Peroxisom an und durch die in-

duzierte Expression von Pex9p wird das zuerst zytosolisch vorliegende Enzym Mls1p ins Peroxisom

transportiert [128, 129].

Auch in U. maydis wäre eine Anpassung des peroxisomalen Proteoms an die Umweltbedingungen

denkbar, wobei die Expression der PTS1-Rezeptoren dafür auf DNA- oder zumindest Proteinebene

reguliert werden müsste. Während des Lebenszyklus von U. maydis werden pex5a und pex5b tatsäch-

lich differentiell reguliert, wobei die Expression von pex5b während der Filamentbildung induziert und

in Tumoren herunterreguliert wird, während pex5a unter diesen Bedingungen eine gegensätzlich ex-
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primiert wird (Marc Strickert, Esmeralda Reyes-Fernandez, persönliche Mitteilung). Spannend wäre,

herauszufinden, ob die Expression der beiden Gene in axenischer Kultur als Antwort auf verschie-

dene Kohlenstoffquellen oder sogar verschiedene Fettsäuren differentiell reguliert wird. Das Protein

Pex5b ist essentiell sowohl für den peroxisomalen PTS1- als auch PTS2-Import in U. maydis und

müsste deshalb immer in den Zellen vorhanden sein. Vorstellbar wäre, dass die Heterooligomere, die

wahrscheinlich während des PTS1-Imports aus Pex5a und Pex5b gebildet werden, eine ungleiche An-

zahl der beiden PTS1-Rezeptoren aufweisen. Wenn in Anpassung an die Umweltbedingungen mehr

Cargos über Pex5b importiert werden müssten, könnte die Expression von pex5a im Vergleich zu

pex5b herunterreguliert werden und folglich Pex5b vorwiegend oder sogar ausschließlich als PTS1-

Rezeptor fungieren. Agierte allerdings Pex5a als Hauptimporter und es bildeten sich Heterokomplexe

mit Pex5a-Überschuss, würde eine basale Expression von pex5b, wie in Tumoren gezeigt, möglicher-

weise ausreichen, um als PTS1-Co-Rezeptor für Pex5a zu dienen. In diesem Modell wäre es sinnvoll,

wenn Pex5b vor allem solche Enzyme in die peroxisomale Matrix importiert, die dort grundlegende

Stoffwechselwege katalysieren, wodurch ein konstitutiver Import dieser Proteine gewährleistet wäre,

unabhängig davon, ob pex5a oder pex5b stärker exprimiert würden.

Es ist nicht bekannt, ob Pex5-Proteine, die auch als PTS2-Co-Rezeptor fungieren, im Komplex mit

Pex7 und dem PTS2-Protein zusätzlich ein PTS1-Protein gebunden haben. Dasselbe trifft zu, wenn

Pex5 über die NTD mit einem PTS-losen Cargo interagiert. Würde ein Pex5-Protein neben einem

PTS1-Protein gleichzeitig ein PTS2-Protein oder ein PTS-loses Protein binden, würde das die Effizienz

des Imports steigern. Dabei müsste aber genug Raum für Interaktionen mit dem Docking-Komplex

und der DTM verbleiben.

In dieser Arbeit wurden PTS1-Proteine durch Expression einzelner GFP-Fusionsproteine in verschie-

denen U. maydis-Stämmen auf ihre Rezeptorspezifität untersucht. Das Labor von Maya Schuldinger

fand den Pex9p-Rezeptor in S. cerevisiae mittels der selbst entwickelten SWAp-Tag (SWAT)-Methode,

wobei eine parentale Bibliothek einfach modifiziert und im Folgendem mit hohem Datendurchsatz

gescannt werden kann [239]. So könnten in Hefezellen die U. maydis Proteine Pex5a und Pex5b nach

Deletion der hefe-eigenen PTS1-Rezeptoren exprimiert und im Folgenden die Lokalisierung von PTS1-

Proteinen untersucht werden. Damit könnte einfach herausgefunden werden, welche PTS1-Motive

vorwiegend von UmPex5a oder UmPex5b erkannt werden. Von Vorteil wäre hier, dass Pex5a im Ge-

gensatz zu U. maydis in Bäckerhefe auch in Abwesenheit von Pex5b funktionell ist. Mit dieser Methode

würden allerdings keinerlei Informationen darüber gewonnen werden, welche U. maydis-Proteine auf

unkonventionelle Weise, entweder über den Piggy back-Mechanismus oder Interaktion mit den Im-

portrezeptoren außerhalb der TPR-Domänen, ins Peroxisom gelangen. Mehr Aussagekraft hätte die

Bestimmung des peroxisomalen Proteoms in verschiedenen Pex5- oder Pex7-Mutanten. Peroxisomen

lassen sich nach Lyse der Zellen mittels einer Kombination aus differentieller Zentrifugation und Dich-

tegradientenzentrifugation aufreinigen, wobei anschließend mittels Western Blot auf Anreicherung des

zu untersuchenden Proteins in verschiedenen subzellulären Fraktionen untersucht wird [259]. Nach

Aufreinigung der Peroxisomen durch differentielle und Nycodenz-Dichtegradientenzentrifugation und
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anschließender Massenspektrometrie (MS) konnten in menschlichen Leberzellen neue, mit den Per-

oxisomen assoziierte Proteine gefunden werden [260]. Eine weitere Methode, Peroxicretion genannt,

wurde für den Organismus Aspergillus niger entwickelt. Dabei wird die Oberfläche der Peroxisomen

mit v-SNARE-Proteinen versehen, die dann mit t-SNAREs in der Plasmamembran fusionieren und da-

bei ihren peroxisomalen Inhalt in die extrazelluläre Matrix entlassen [261]. Diese Methode konnte leider

nicht in U. maydis etabliert werden (Bachelorarbeit Roman Martin). Aus Mausfettgewebe konnten

Peroxisomen mittels eines Epitop-Tags und an beads gekoppelte Antikörper aufgereinigt werden und

anschließend über LC-MS/MS-Analyse das peroxisomale Proteom ermittelt werden [262]. In U. may-

dis könnte beispielsweise Pex3 C-terminal mit einem Epitop-Tag versehen werden, da der C-Terminus

dieses Peroxins ins Zytosol ragt und ein Tag an dieser Stelle nicht mit der peroxisomalen Biogene-

se und Funktion interferiert (Daten nicht gezeigt). Aufreinigung von Peroxisomen aus verschiedenen

U. maydis Mutanten würde sowohl Rückschlüsse auf die Cargo-Spezifitäten der peroxisomalen Im-

portrezeptoren zulassen als auch deutlich aufzeigen, ob und wie sich das peroxisomale Proteom an

verschiedene Umgebungsbedingungen anpasst.

3.6 Verwandtschaftsbeziehungen zu Pex5-Proteinen anderer Organismen

Interessanterweise kodieren nicht nur U. maydis, C. neoformans und S. cerevisiae für zwei PTS1-

Rezeptoren, sondern ein Pex5-ähnliches Protein findet sich in verschiedensten Wirbeltieren [129]. Im

Menschen wird das Pex5-ähnliche Protein im Gehirn exprimiert, ein Organ, in dem Peroxisomen eine

große Rolle spielen [202]. Um die Pex5-Proteine von U. maydis in Relation zu den Pex5-Proteinen

anderer Organismen zu setzen, wurde ein phylogenetischer Baum erstellt (Abbildung 30). Dieser

umfasst die in Abbildung 32 (Anhang) miteinander verglichenen PTS1-Rezeptoren als auch Pex5

und Pex5-ähnliche Proteine von Wirbeltieren. Mit dieser Methode konnte zuvor gezeigt werden, dass

sich die Pex5 und die Pex5-ähnlichen Proteine auf verschiedenen Ästen des Baumes befinden [129].

Auffällig an den Pex5-ähnlichen Proteinen ist beispielsweise, dass sie kein in PTS1- und PTS2-Co-

Rezeptoren konserviertes C-terminales Cystein aufweisen. Der Baum zeigt deutlich, dass sich die

PTS1-Rezeptoren der Wirbeltiere und der Pilze voneinander unterscheiden. Dabei zeigt ein Pex5-

Protein von C. neoformans und Pex5b von U. maydis Ähnlichkeiten zu den PTS1-Rezeptoren der

Ascomyceten, während UmPex5a und das andere Pex5 von C. neoformans interessanterweise eher

den Pex5-Proteinen der Pflanze A. thaliana und dem Trypanosom T. brucei gleichen (Abbildung 30).

Die PTS1-Motive der Pgk1 und 2 aus H. sapiens und Gapdh2 aus P. blakesleeanus wurden weder

von UmPex5b noch von S. cerevisiae Pex5p und Pex9p erkannt. Dagegen wurden sie in U. maydis von

Pex5a in die Peroxisomen importiert. Der phylogenetische Baum (Abbildung 30) zeigt, dass die Pex5,

die diese Motive nicht erkannten, zu einer Gruppe gehören, während UmPex5a in einem anderen Ast

des Baumes zu finden ist. In den Modellorganismen T. brucei und A. thaliana ist der Pex5-abhängige

peroxisomale Proteinimport gut erforscht und ein Vergleich der Peroxine, sowohl der Importrezeptoren

als auch der Proteine der DTM und des Extraktionskomplexes, könnte hilfreich sein, aufzuklären,

weshalb Pex5a als alleiniger PTS1-Rezeptor in U. maydis nicht funktionell ist. Sowohl Pflanzen als
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 H. sapiens Pex5
 M. musculus Pex5

 G. gallus Pex5
 A. carolinensis Pex5

 X. tropicalis Pex5
 T. rubripes Pex5

 H. sapiens Pex5-like
 M. musculus Pex5-like

 G. gallus Pex5-like
 A. carolinensis Pex5-like

 X. tropicalis Pex5-like
 T. rubripes Pex5-like

 T. brucei Pex5
 A. thaliana Pex5

 U. maydis Pex5a
 C. neoformans Pex5 2

 U. maydis Pex5b
 C. neoformans Pex5

 S. cerevisiae Pex9
 N. crassa Pex5

 P. pastoris Pex5
 S. cerevisiae Pex5

0.20

Abbildung 30: Phylogenetischer Baum: Pex5-Proteine verschiedener Organismen.
Der phylogenetische Baum zeigt die Relationen der Pex5- und Pex5-ähnlichen („Pex5-like“) Proteine ver-
schiedener Organismen. Dabei separieren sich die Wirbeltiere von den Pilzen, Pflanzen und Trypanosomen.
Überraschenderweise zeigen ein Protein von C. neoformans und Pex5a aus U. maydis mehr Ähnlichkeiten
zu den PTS1-Rezeptoren von A. thaliana und T. brucei , während sich die anderen beiden Pex5 dieser Ba-
sidiomyceten eher mit den Importrezeptoren der Ascomyceten vergleichen lassen. Dargestellte Organismen:
Homo sapiens (Mensch), Mus musculus (Maus), Gallus gallus (Huhn), Anolis carolinensis (Echse), Xenopus
tropicalis (Frosch), Takifugu rubripes (Fisch), Trypanosoma brucei , Arabidopsis thaliana (Pflanze), Ustilago
maydis und Cryptococcus neoformans (Basidiomyceten), Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa und
Pichia pastoris (Ascomyceten).

auch Trypanosomen weisen spezialisierte Peroxisomen auf. In Pflanzen sind es Glyoxysomen und die

Blattperoxisomen [8] und in Trypanosomen die Glykosomen [15]. Es könnte spannend sein, in U. maydis

zu untersuchen, ob Pex5a an der Spezialisierung von Peroxisomen beteiligt ist. Für verschiedene

Proteine konnte in U. maydis eine differentielle Verteilung auf die Peroxisomen gezeigt werden, wobei

diese nach Deletion von pex5a abnimmt (Julia Ast und Domenica Martorana, unveröffentlichte Daten).

Diese differentielle Verteilung könnte möglicherweise geeignete subperoxisomale Bedingungen schaffen

um Sekundärmetaboliten zu produzieren.
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Tabelle 3: U. maydis-Proteine mit möglichem PTS2
Im Genom von U. maydis finden sich 122 Proteine mit dem Konsensus R/K-L/V/I/Q-X5-Q/H-L/A/F [143] nahe am N-Terminus. Von diesen 122 Proteinen ist
von 78 Proteinen oder deren Homologen bekannt, dass sie ihre Funktion außerhalb des Peroxisoms erfüllen oder das bestimmte Aminosäuren an den Positionen x2
oder x3 die Struktur des PTS2 zerstören [144]. Die übrigen 28 Proteine sind hier mit ihrer Beschreibung aus der MIPS-Datenbank dargestellt. Die Aminosäuren
der Konsensussequenz sind fett dargestellt. Zur Vorhersage anderer Zielsteuerungssequenzen wurden TargetP 1.1 (SP - ER, mTS - Mitochondrium) [263] und der
PTS1-Predictor [105, 106] verwendet.

Chromosom/Gennummer mögliches PTS2 (bis Aminosäure #) andere Signale Beschreibung (Pedant) Anmerkung

chr01:UMAG_00092 MAQTK EDQQK HAYAA TLQRL ERIRN

HL (27)

— related to levodione reductase Homolog in Penicillium chrysogenum lokalisiert

peroxisomal [264]

chr01:UMAG_00122 MRAEE GFQFE RFRVA SPWSS DPALR

LTILR LFSSG RHA (38)

PTS1 (+14,318) hypothetical protein Acyl-CoA dehydrogenase [163]

chr01:UMAG_10088 MSTPT AAPSQ PLVWS PTPDE IQQTS

LDKFR RLVNA RYHL (39)

PTS1 (+4,356) related to Acetoacetyl-CoA

synthetase

Funktion: 2 acetyl-CoA –> acetoacetyl-CoA

[163]

chr01:UMAG_00422 MGETN KLRIG YVPEH F (16) — hypothetical protein konserviert in pathogenen Pilzen

chr01:UMAG_00583 MAASH QWHAG ELFIQ SQLGH SEAVA

GAHAV FQPRL TAQHQ QF (42)

— hypothetical protein BLASTP: Oxidoreductase

chr01:UMAG_00825 MSPVY ESPCA VLLQL RHSTH SPWHK

LAVQV CQF (33)

— hypothetical protein BLASTP: nur in nahen Verwandten von

U. maydis

chr02:UMAG_01065 MVAKT TCDSS TTATS KQRSS LQHL

(24)

— hypothetical protein BLASTP: nur in nahen Verwandten von

U. maydis

chr02:UMAG_11277 MSKPE ERMKA EATQA LDAQD ELNCP

GFESS RVFAL SAQL (39)

PTS1 (-2,100) hypothetical protein BLASTP: potential/putative lipid carrier

chr02:UMAG_01090 MAQRI TQLAS HL (12) — probable POT1 - acetyl-CoA

C-acyltransferase, peroxisomal

N-Terminus vermittelt peroxisomale

Lokalisierung (Abbildung 5, Abbildung 6)
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chr03:UMAG_10252 MSQRV SQIAG HL (12) — related to 3-oxoacyl-(acyl

carrier protein) reductase

3-oxoacyl-(acyl carrier protein) reductase ist

beteiligt in der Fettsäuresynthese

chr04:UMAG_10179 MATQF INWIK SPAGR QYFFS THF (23) — hypothetical protein —

chr05:UMAG_11400 MTPPT ASFIN PATAG PQPGS FKLSK

GSLHA (30)

— probable Thiamin biosynthetic

enzyme

—

chr05:UMAG_02397 MGLCE ANDSH QFVRS LDKLP TSDLV

RFTLQ KPDVT RIFAS SLHL (44)

— hypothetical protein —

chr08:UMAG_11950 MADLS LTACL GYAHA KLACE HRLDK

LDAHL (30)

— hypothetical protein —

chr08:UMAG_03239 MTSFA VQFAR QQRHA FQA (18) mTS (0,878) probable acetolactate synthase katalysiert den ersten Schritt in der

Valine-/Isoleucine-Biosynthese [163]

chr11:UMAG_12247 MLKID ALREL LGSDP GQPRI QALLN QL

(27)

— hypothetical protein —

chr12:UMAG_04223 MSAEA GPSNL VEVTS PEHFT EIMQK

DLTRI SLLNF HA (37)

— probable glutaredoxin Gen wird in dem Stamm FB1∆rak1/FB1

differentiell exprimiert [265]

chr18:UMAG_05437 MASTD EARVK VLGNG IQL (18) — hypothetical protein —

chr18:UMAG_12303 MTGKL QIQAT TLSSF EGMEA IASKP

DVGSL VSSLH VEQKR LEYVA LHL (48)

— hypothetical protein BLASTP: nur in nahen Verwandten von

U. maydis

chr18:UMAG_05575 MTRGI EHIDT NPEII QARVN IHHLQ L

(26)

— hypothetical protein —

chr19:UMAG_05370 MQASE HSSSN SKHTL PEQLA MRQKD

FPNVP QRRID PPSRQ TGYWQ QA (47)

— hypothetical protein BLASTP: nur in nahen Verwandten von

U. maydis

chr20:UMAG_05936 MSLTV DSIQQ RLGGY YTQL (19) — hypothetical protein BLASTP: short-chain deyhdrogenase/reductase
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chr20:UMAG_05970 MSSIQ TTISP YDQSV VCEKQ LLTEA

QL (27)

— related to aldehyde

dehydrogenase

—

chr21:UMAG_11593 MVESR RVLIA NRGEI ACRLM RTYRQ F

(26)

mTS (0,791),

PTS1 (-3,980)

related to PYC2 - pyruvate

carboxylase 2

beteiligt in der Gluconeogenese

chr21:UMAG_06070 MPSPV SASAT SSIRR LSQTA RQL (23) mTS (0,946) probable IPP1 - inorganic

pyrophosphatase

Interaktion mit Clp1 im Yeast Two

Hydrid-Screen [266]

chr22:UMAG_06167 MASTR IQNIT THL (13) — probable PMI40 -

mannose-6-phosphate isomerase

—

chr23:UMAG_06367 MSTVA LSSST SRPPH SSRSL PVITV

FSHPA ARLIK TVPQL (40)

mTS (0,869) hypothetical protein am filamentösen Wachstum beteiligt [267]

chr23:UMAG_11001 MLLPT PTQTL AGGKV KVYVV DLHA

(24)

PTS1 (+8.246) related to enoyl-CoA hydratase

protein 3

beteiligt an der peroxisomalen ß-Oxidation [163]
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Tabelle 4: Vorhersage der TPRs für Pex5a mittels TPRpred
Das Tool TPRpred [193, 194] sagte für Pex5a sechs TPR voraus.

The sequence name : Wed_Jul_06_1
Per-protein P-value for being TPR : 1.9E-34
Probability for being TPR : 100.00%
Repeat Begin Alignment End P-value

TPR 456 SEAWRRLGECQAMNEKEAQAIRALEEAIKIDENN 489 3.0e-10

TPR 490 LEAYMSLAISYTNEGYDTAAHQTLERYISRAYPN 523 1.3e-04

TPR 531 AEISGSKDPIEGTEGNPWASLNRVTDLFLQAARQ 564 7.0e-01

TPR 573 PEVQVGLGVLFYTQSAYEQAQDCFNSALSVRPND 606 6.2e-11

TPR 607 FLLWNRLGATLANGGKPEEAIAAYHKALELRPTF 640 1.1e-12

TPR 641 TRAIYNLSVSCLNLGAHHEAAEHLLAALSLQQTH 674 8.4e-08

Tabelle 5: Vorhersage der TPRs für Pex5b mittels TPRpred
Das Tool TPRpred [193, 194] sagte für Pex5b sieben TPR voraus.

The sequence name : Wed_Jul_06_1
Per-protein P-value for being TPR : 4.8E-33
Probability for being TPR : 100.00%
Repeat Begin Alignment End P-value

TPR 549 PYIASTRHHAAHAGGLPAGLESVLEKEAAVQQDP 582 6.3e-02

TPR 585 ASAWYDLGVKQQENEREVQAIAALRKALDLDANL 618 1.9e-08

TPR 619 RDAWLALAVSYTNENDRTAAYEAIERWIESNDKY 652 6.7e-06

TPR 659 AKAEVDAANLGKQRGRSDSVSSHSTSASVVEKHS 692 1.2e-02

TPR 713 ADVQVALGVIFNSSEDYDKAVDCFSTALSVRPQD 746 1.7e-12

TPR 747 WLLYNRLGATLSNSGRSAEAIQYYHHALNLQPEF 780 3.0e-11

TPR 781 VRCHFNLSISCLNLKMYQDAAEHIYTALTLQQAE 814 6.0e-07
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5 Material und Methoden

5.1 Allgemeine Materialien und Bezugsquellen

5.1.1 Chemikalien

In dieser Arbeit wurden vorwiegend Chemikalien von der Qualität p.a. der Firmen Roth (Karlsruhe), Merck

(Darmstadt), Sigma-Aldrich (München) und Difco (Augsburg) verwendet.

5.1.2 Puffer und Lösungen

Standardlösungen und -puffer wurden nach Ausubel et al ., 1987 [268] oder Sambrook et al ., 1989 [269]

hergestellt. Andere Puffer und Lösungen sind im Folgenden bei der jeweiligen Methode aufgeführt. Lösungen

und Puffer wurden bei Bedarf entweder autoklaviert (20 min, 121 °C) oder steril filtriert (Porengröße: 0,2 µm).

5.1.3 Kits

Um Plasmide aus E. coli aufzureinigen, wurde das ZR Plasmid Miniprep™- Classic Kit von Zymo Research

(Freiburg) genutzt. Zur Aufreinigung von PCR-Fragmenten oder zur Extraktion von DNA aus einem Agarosegel

wurde das Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit von Avegene (Hamburg) verwendet. Radioaktives Labeling

von DNA für Southern Blot wurde mit dem Megaprime Labeling Kit von Amersham (Braunschweig) oder dem

DecaLabel DNA Labeling Kit von Thermo Scientific durchgeführt.

5.1.4 Enzyme

Name des Enzyms Bezugsquelle

Lysing Enzymes from Trichoderma harzianum Sigma-Aldrich

Lysozym Roche

FastAP Themosensitive Alkaline Phosphatase Thermo Scientific

KOD Xtreme™ Hot Start DNA-Polymerase Millipore

Phusion Hot Start DNA-Polymerase Thermo Scientific

Restriktionsendonukleasen Thermo Scientific, New England Biolabs

RNase A AppliChem

T4-DNA-Ligase Thermo Scientific

5.1.5 Antikörper

Um Proteine mit HA-Tag nachzuweisen, wurde der Antikörper anti-HA (Maus, monoklonal) von Sigma-Aldrich

und anschließend ein sekundärer Antikörper (HRP-conjugated goat anti-mouse) von Santa Cruz verwendet.
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5.1.6 Weitere Materialien

Material Bezugsquelle

Blottingpapier Roth (Karlsruhe)

Cryo-Röhrchen Sarstedt (Nümbrecht)

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml, 15 ml, 50 ml) Sarstedt (Nümbrecht)

Glasperlen Sigma (Deisenhofen)

Kunststoff-Küvetten Sarstedt (Nümbrecht)

MobiSpin Columns MoBiTec (Göttingen)

Nylon-Membran Amersham Pharmacia

Petrischalen Sarstedt (Nümbrecht)

Pipettenspitzen Sarstedt (Nümbrecht)

sterile Spritzen und Kanülen Braun (Melsungen)

Sterilfilter Sarstedt (Nümbrecht)

Storage Phosphor Screen Amersham (Freiburg)

Thermomixer Eppendorf (Hamburg)

Zentrifugen (Heraeus) Thermo Fisher Scientific

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA wurde unter Anwendung zweier verschiedener Methoden aus E. coli isoliert. Reichte eine schnelle

und weniger saubere Präparation, zum Beispiel für eine Analyse mittels Restriktionsverdau, wurde die Plasmid-

DNA mittels Destroyer-Lyse gewonnen (Björn Sandrock). Dafür wurden 1,5 ml einer 5 ml-Übernachtkultur bei

13.000 rpm für 1 min abzentrifugiert und das Pellet in 50 µl Destroyer-Lysis-Puffer resuspendiert. Inkubation

erfolgte bei RT für 5 min auf dem Vibrax. Nach anschließendem Hitzeschock für 1 min bei 95 °C wurden die

Reaktionsgefäße für 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurde für 8 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und 5-10 µl

des Überstandes für die Restriktionsanalyse verwendet.

Sollte mit Plasmiden weiter gearbeitet, beispielsweise kloniert werden, wurde für die Aufreinigung das ZR

Plasmid MiniprepTM-Kit von Zymo Research verwendet.

Destroyer-Lysis-Puffer:

10 mM Tris/HCl pH 8,0

1 mM EDTA pH 8,0

15 % (w/v) Saccharose

2 mg/ml Lysozym

200 µg/ml RNase A

100 µg/ml BSA
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5.2.2 Isolation genomischer DNA aus den Pilzen S. cerevisiae und U. maydis

Um genomische DNA aus U. maydis oder S. cerevisiae zu gewinnen, wurden 2-3 ml von 3-5 ml einer Über-

nachtkultur in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und die Zellen bei 13.000 rpm für 1 min abzentrifugiert.

Nach Verwerfen des Überstandes wurden 0,3 g Glasbeads, 500 µl Lysis-Puffer und 500 µl Phenol/Chloroform

hinzupipettiert. Die Arbeiten erfolgten ab Zugabe von Phenol/Chloroform unter dem Abzug unter Verwendung

geeigneter Schutzkleidung. Um die Zellen aufzubrechen wurden diese in den Reaktionsgefäßen für 10-15 min

schüttelnd auf dem Vibrax inkubiert. Durch Zentrifugation für 10 min bei 13.000 rpm bilden sich verschiedene

Phasen, wobei sich die DNA in der wässrigen Phase befindet. Von der oberen, wässrigen Phase wurden 400 µl

in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 1 ml 96 % Ethanol überführt. Nach kräftigem Schütteln wurden die

Ansätze für 5 min bei RT oder auf Eis inkubiert. Die DNA wurde durch Zentrifugation bei 13.000 rpm für

10-15 min pelletiert und anschließend mit 96 % und 70 % Ethanol gewaschen. Nach Abnahme und Verdunsten

des restlichen Ethanols bei RT wurde das DNA-Pellet in 50 µl TE-RNase-Puffer gelöst.

Lysis-Puffer:

10 mM Tris/HCl pH 8,0

100 mM NaCl

1 mM EDTA

1 % (w/v) SDS

2 % (w/v) Triton X-100

Phenol/Chloroform:

50 % (v/v) Phenol

50 % (v/v) Chloroform

TE-Puffer:

10 mM Tris/HCl-Puffer pH 8,0

1 mM Na2-EDTA

TE-RNase-Puffer:

50 µg/ml RNaseA

in TE-Puffer

5.2.3 Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA

Um DNA an definierten Stellen zu schneiden wurden Restriktionsenzyme verwendet. Enzym-, Pufferkonzen-

trationen, Inkubationstemperaturen und -zeiten wurden nach Herstellerangaben angewandt. Auch bei Verdau

der DNA mit zwei Enzymen wurde die Empfehlung des Herstellers herangezogen.

5.2.4 Dephosphorylierung von DNA

Um Selbstligation der Vektoren zu minimieren wurden die geschnittenen Plasmide nach Herstellerangabe mit

der FastAP Thermosensitiven, alkalinen Phosphate für 10 min bie 37 °C inkubiert und danach mittels Hitze

für 5 min bei 75 °C inaktiviert.
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5.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Reaktion [270, 271, 272] dient der Amplifikation von spezifischen, doppelsträngigen DNA-Fragmenten.

Durch eine thermostabile Polymerase werden mit Hilfe von Primern und dNTPs spezifische DNA-Fragmente

amplifiziert. Für alle PCR-Reaktionen wurde die Phusion oder KOD Xtreme™ Hot Start DNA-Polymerase

verwendet. In einer PCR-Reaktion wird zuerst die doppelsträngige DNA durch Erhitzen auf 95 °C denaturiert.

Im Annealing-Schritt bei 50-60 °C binden die Primer an die DNA-Einzelstränge. Die thermostabile Polymerase

synthetisiert anschließend ausgehend von den Primern einen komplementären DNA-Strang. Durch eine erneute

Denaturierung bei 95 °C beginnt der Zyklus erneut.

Phusion - Reaktionsansatz:

5 µl 10x PCR-Puffer

1 µl dNTPs (10 mM je Nukleotid)

0,5 µl 5’Primer (25 mM)

0,5 µl 3’Primer (25 mM)

100 ng Matrizen-DNA

2,5 U DNA-Polymerase

Wasser ad 50 µl

Phusion - PCR-Programm:

1) 10 min 95 °C (initiale Denaturierung)

2) 1 min 95 °C (Denaturierung)

3) 1 min 50-70 °C (Annealing, Temperatur abhängig von den verwendeten Primern)

4) X min 72°C (Elongation, 20 - 30 s pro kb) - 34x zu Schritt 2

5) 10 min 72°C (Auffüll-Reaktion)

6) Pause 14 °C

KOD - Reaktionsansatz:

25 µl 2x PCR-Puffer

10 µl dNTPs (2 nM)

1,5 µl 5’Primer (10 nM)

1,5 µl 3’Primer (10 nM)

1 - 300 ng template

1 U (1 µl) KOD

Wasser ad 50 µl

KOD - PCR-Programm:

1) 2 min 94 °C (initiale Denaturierung)

2) 10 s 98 °C (Denaturierung)

3) 30 s 50-65 °C (Annealing)

4) X min 68 °C (Elongation, 1 min pro kb) - 29x zu Schritt 2

5) Pause 4 °C
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5.2.6 Annealing einzelsträngiger DNA-Stücke

DNA-Stücke kleiner als 80 bp wurden nicht via PCR vervielfältigt, sondern als Oligonukleotide bestellt. Die

beiden Einzelstränge wurden zu einem Doppelstrang annealt, indem je 2 µl 100 µM Oligonukleotide in 16 µl

Annealing-Puffer für 5 min aufgekocht (95 - 99 °C) und anschließend zur Abkühlung bei RT inkubiert wurden.

Annealing-Puffer

10 mM Tris pH 7,5 - 8,0

50 mM NaCl

1 mM EDTA

5.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur kovalenten Verknüpfung von DNA-Fragmenten wurden diese in geeignetem Verhältnis, i.d.R. 1/10 Vektor

und 9/10 zu inserierende(s) Fragment(e), in einem Reaktionsgefäß auf ein Endvolumen von 17,5 µl vereinigt

und mit 2 µl 10x Ligasepuffer und 1 µl T4-DNA-Ligase (1U/µl) versetzt. Die Inkubation erfolgte für 1 h bei

RT oder über Nacht bei 16 °C.

5.2.8 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Ermittlung von DNA-Konzentrationen wurde die DNA im Vergleich zu Lambda-DNA mit bekannten

Konzentrationen auf ein Agarosegel geladen und anschließend wurde die Konzentration unter UV-Licht abge-

schätzt.

5.2.9 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Dafür wurde eine Suspension von

0,8-1,5 % Agarose in TAE-Puffer aufgekocht. Nach Herunterkühlen auf 60 °C wurde die Suspension mit

Ethidiumbromid (Endkonzentration: 0,5 µg/ml) versetzt und in einen Gelschlitten mit eingestecktem Kamm

eingegossen. Nach Erstarren des Gels und Entfernen des Kammes und Schlittens wurde das Gel in eine mit

TAE-Puffer befüllte, horizontale Gelkammer gelegt. Die aufzutrennenden DNA-Lösungen wurden mit 1/6

Vol 6x Auftragspuffer gemischt und in die Taschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte bei 80-130 V. Als

Größenstandard wurde der GenerulerTM DNA Ladder Mix der Firma Fermentas verwendet. Zur Dokumentation

wurden die DNA-Banden durch UV-Licht (304 nm) sichtbar gemacht und fotografiert.

TAE-Laufpuffer:

40 mM Tris/HCl pH 8,3

20 mM Natriumacetat

2 mM EDTA

DNA-Auftragspuffer:

0,2 % (w/v) Orange G

50 % (w/v) Saccharose

1 mM EDTA
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5.2.10 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Isolation spezifischer DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden die entsprechende Banden ausgeschnitten

und die DNA mithilfe eines Gel/PCR Fragment Extraktions-Kits den Herstellerangaben entsprechend aufge-

reinigt.

5.2.11 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten oder Plasmiden erfolgte nach der Kettenabbruchmethode [273].

Durchgeführt wurden die Sequenzierungen von der Firma Eurofins MWG Operon und die eingeschickten

Ansätze entsprachen den Empfehlungen der Firma.

5.2.12 Transfer und Detektion von DNA auf Membranen (Southern Blot)

Die Detektion von DNA-Restriktionsfragmenten definierter Größe und Sequenz erfolgte mittels Southern Blot-

ting Methode [274]. Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente werden dabei auf eine Nylonmembran

übertragen und können durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden nachgewiesen werden. Dafür

wurde chromosomale DNA mit geeigneten Restriktionsenzymen verdaut, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt

und zur Dokumentation unter UV-Licht fotografiert. Das Gel wurde anschließend für 15 min zur Depurinierung

in 0,25 M HCl und danach für 20 min in 0,4 N NaOH inkubiert. Zur Übertragung der DNA auf die Nylon-

membran wurde eine Glasplatte über ein Bassin mit 0,4 N NaOH gelegt und quer über diese ein Streifen in

Transferpuffer getränktes Blotting-Papier so aufgelegt, dass beide Enden ins Vorratsbassin eintauchten. An-

schließend wurde das Gel mit den Taschenöffnungen nach unten aufgelegt, gefolgt von der mit Transferpuffer

benetzten Nylonmembran und drei Schichten in Puffer getränkten Blotting-Papiers. Um die aufwärtsgerichte-

ten Kapillarkräfte zu unterstützen wurde eine dicke Schicht saugfähiges Papier aufgelegt und die Konstruktion

mit einem Gewicht von 300-500 g beschwert. Das Gel wurde für 2 h oder über Nacht geblottet. Nach dem

Blotten wurde die Membran getrocknet und die DNA durch UV-Bestrahlung (254 nm, 1200 mJ/cm2) im

Stratalinker 2400 (Stratagene) an der Membran fixiert. Die auf der Nylonmembran fixierte DNA wurde mit

einer radioaktiven Sonde hybridisiert [275]. Dafür wurde die Membran für 20 min bei 60 °C in 15 ml Southern-

Hybridisierungspuffer inkubiert, die Sonde für 5 min bei 95 °C denaturiert, zum Hybridisierungspuffer mit

Membran zugegeben (Endkonzentration etwa 106 cpm/ml) und bei 60 °C über Nacht inkubiert. Die Mem-

bran wurde am nächsten Tag dreimal in 15 ml Southern-Waschpuffer für 20 min gewaschen, in Plastikfolie

eingeschweißt und, je nach Aktivität der Sonde, für 2 h oder bis zu zwei Tage in einer Phosphorimager Kas-

sette (Amersham) exponiert. Die Detektion der Signale erfolgte mit Hilfe eines Phosphoimagers (Storm860,

Amersham).

Depurinierungs-Lösung:

0,25 M HCl

Transfer-Lösung:

0,4 M NaOH

Hybridisierungspuffer:

7 % (w/v) SDS

85



500 mM Natriumphosphat Puffer

pH 7,0

Waschpuffer:

1 % (w/v) SDS

100 mM Natriumphosphat Puffer

pH 7,0

5.2.13 Herstellung von radioaktiv markierten Sonden

Zur Herstellung radioaktiver Sonden wurde anfangs das Megaprime Labeling System Kit der Firma Amersham

Biosciences verwendet. 25 ng Sonden-DNA mit einer Länge von 400-1000 bp und 5 µl der Primer-Lösung

(Hexanukleotide mit zufälliger Sequenz) wurden mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von 33 µl gebracht

und im Heizblock bei 95 °C für 5 min denaturiert. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden 10 µl Reaktionspuffer

(Puffersubstanzen und alle dNTPs außer dCTP), 2 µl Klenow Polymerase und 5 µl α32P-dCTP zugegeben.

Inkubation dieses Ansatzes erfolgte für 20 min bei 37 °C. Die Sonde wurde anschließend mittels einer Mobitec

S-200 Säule durch Zentrifugation von überschüssigen Nukleotiden gereinigt, nochmals aufgekocht (10 min bei

99 °C) und anschließend zur Membran, auf die mittels Southern Blot-Methode DNA-Fragmente übertragen

wurden, gegeben.

Wurde das DecaLabel DNA Labeling Kit von Thermo Scientifc verwendet, wurden 100 ng Sonden-DNA

zusammen mit 10 µl 5x Puffer und destilliertem Wasser auf ein Volumen von 41 µl gebracht, für 5-10 min

aufgekocht und anschließend zum Abkühlen auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 3 µl Mix C, 5 µl α32P-dCTP

und 1 µl Klenow wurde der Ansatz für 5 min bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 4 µl dNTPs

und erneute Inkubation bei 37 °C für 5 min Aufgereinigt wurde auch hier mittels Mobitec Säulchen und nach

Inkubation der aufgereinigten Sonde bei 95 °C für 10 min wurde diese zur Membran im Hybridisierungspuffer

gegeben.

5.3 Kultivierung von Mikroorganismen

5.3.1 Kultivierung von E. coli

In Flüssigkultur wurde E. coli in autoklaviertem dYT-Medium unter aeroben Bedingungen bei 37 °C auf

einem Reagenzglasroller angezogen. Bei Verwendung von Ampicillin (Amp) wurde eine Konzentration von

100 µg/ml und bei Kanamycin (Kan) 50 µg/ml eingesetzt. Kultivierung auf Festmedium (dYT-Agar) erfolgte

unter gleichen Selektionsbedingungen.

dYT-Medium

16 g Trypton

10 g Hefeextrakt

5 g NaCl

15 g Agar für Festmedium

in 1 l Aqua dest lösen

bei 121°C für 20 min autoklavieren
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5.3.2 Kultivierung von U. maydis

In Flüssigkultur wurde U. maydis in der Regel in YEPS-L angezogen. Sollte der Einfluss von verschiedenen

Kohlenstoffquellen untersucht werden, wurde das Mangelmedium YNB verwendet und mit entsprechenden

Nährstoffquellen versetzt. Die Kulturen wurden über einen definierten Zeitraum oder über Nacht unter aero-

ben Bedingungen bei 30 °C in Reagenzgläsern in einem Reagenzglasroller oder in Schikanekolben auf einem

Schüttler (160-200 rpm) inkubiert. Die Kultivierung auf Festmedium erfolgte auf verschiedenen Agarplatten.

Sollte U. maydis angezogen werden, erfolgte die Kultivierung auf PD-Agar, bei Bedarf versetzt mit Antibio-

tika. Nach Transformation wurde Regenerationsagar verwendet, der mit dem entsprechendem Antibiotikum

zur Selektion versetzt wurde. Der Einfluss verschiedener Kohlenstoffquellen wurde auf YNB-Agar untersucht.

Zur Herstellung von Dauerkulturen wurde eine Übernachtkultur zu gleichem Anteil mit NSY-Glycerin-Medium

vermischt und in einem Cryo-Röhrchen bei -80 °C gelagert.

YEPS-L-Flüssigmedium

4 g Hefeextrakt

4 g Pepton

2,0 % (w/v) Saccharose

in 1 l Aqua dest lösen

bei 121°C für 20 min autoklavieren

YNB-Medium

1,7 g Yeast Nitrogen Base

in 1 l Aqua dest lösen

bei 121°C für 20 min autoklavieren

pH 5,6

YNB-Mangelmedium wurde mit einer Kohlenstoffquelle (1-2 % (w/v) Glukose, 0,2 % (v/v) Fettsäure:

Myristinsäure, Myristinsäure-methylester, Ölsäure oder Linolsäure) und einer Stickstoffquelle (0,2 % (w/v)

Ammoniumsulfat) versetzt.

Für YNB-Festmedium wurde vorm Autoklavieren 2 % (w/v) Bactoagar zugegeben.

PD-Festmedium

24 g Potato Dextrose Broth

15 g Agar

in 1 l Aqua dest lösen

bei 121°C für 20 min autoklavieren

Regenerations-Agar

10 g Hefeextrakt

20 g Pepton

2,0 % (w/v) Saccharose

182,2 g Sorbitol

15 g Agar

in 1 l Aqua dest lösen

bei 121°C für 20 min autoklavieren
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NSY-Glycerin-Medium

0,8 % (w/v) Nutrient Broth

0,1 % (w/v) Hefeextrakt

0,5 % (w/v) Saccharose

80 % (w/v) Glycerin

in 1 l Aqua dest lösen

bei 121°C für 20 min autoklavieren

5.3.3 Kultivierung von S. cerevisiae

S. cerevisiae-Stämme wurden bei 30 °C inkubiert und Flüssigkulturen wurden entweder in Reagenzgläsern in

einem Reagenzglasroller oder in Kolben auf einem Schüttler bei 160-200 rpm inkubiert. S. cerevisiae WT-

Stämme oder Mutanten, deren Selektion mittels Antibiotika (Nourseothricin, 100 µg/ml) erfolgte, wurden in

YPD-Medium angezogen. Bei Selektion über Auxotrophiemarker erfolgte die Anzucht in SC-Medium, dem

die entsprechenden Aminosäuren fehlten. Zur Herstellung von Dauerkulturen wurde eine Übernachtkultur zu

gleichem Anteil mit NSY-Glycerin-Medium vermischt und in einem Cryo-Röhrchen bei -80 °C gelagert.

YPD-Medium

10 g Hefe-Extrakt

20 g Bacto-Pepton

20 g Bactoagar für Festmedium

in 960 ml Aqua dest lösen

autoklavieren

2 % Glukose zugeben

Synthetic-Complete-Medium (SC)

Dropout-Mix, -His -Leu -Ade -Trp -Ura -Met

jeweils 2,0 g Alanin, Arginin, Asparaginsäure, Asparagin, Cystein, Glutaminsäure, Glutamin, Glycin, Inositol,

Isoleucin, Lysin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin, Tyrosin, Valin

0,2 g para-Aminobenzoesäure

Für SC-Medium:

0,17 % (w/v) Yeast Nitrogen Base ohne Aminosäuren

0,2 % (w/v) Ammoniumsulfat

0,0147 % (w/v) Dropout-Mix

2 % (w/v) Bactoagar für Festmedium

Je nach Selektionsmarker wurde zusätzlich zugegeben:

0,04 % (w/v) L-Histidin

0,01 % (w/v) Adenin

0,04 % (w/v) Tryptophan

0,08 % (w/v) g Leucin

0,04 % (w/v) Uracil

pH 5,6
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für 20 min bei 121°C autoklavieren

0,04 % (w/v) Methionin und 2 % (w/v) Glukose wurden erst nach dem Autoklavieren als sterilfiltrierte

Lösungen zugegeben

NSY-Glycerin-Medium

0,8 % (w/v) Nutrient Broth

0,1 % (w/v) Hefeextrakt

0,5 % (w/v) Saccharose

80 % (w/v) Glycerin

in 1 l Aqua dest lösen

bei 121°C für 20 min autoklavieren

5.3.4 Bestimmung der optischen Dichte von Kulturen

Um in Flüssigkultur die Zelldichte zu ermitteln wurde die optische Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von

550 oder 600 nm (OD550 oder OD600) gemessen. Dabei wurden die Kulturen auf Werte zwischen 0,2 und

0,8 verdünnt um eine lineare Abhängigkeit sicherzustellen. Als Referenz diente unbewachsenes Kulturmedium.

U. maydis-Kulturen mit einer OD600 von 1,0 entsprechen 1 x 107 Zellen pro ml.

5.4 Mikrobiologische und genetische Methoden

5.4.1 Herstellung von kompetenten E. coli -Zellen und Transformation

E. coli-Zellen des Stammes Top 10 wurden auf dYT-Agar frisch ausgestrichen und anschließend 2x in 4 ml SOB

-Mg-Medium angeimpft und über Nacht bei 37 °C auf einem Reagenzglasroller inkubiert. Am Folgetag wurden

die Zellen in Schüttelkolben (2x) in 200 ml SOB -Mg-Medium überführt und bei 23 °C auf einem Schüttler

(275 rpm) inkubiert bis eine OD550 von 0,3 erreicht wurde (entspricht 5 · 107 Zellen/ml). Die Zellsuspension

wurde in 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation

(700-1000 g , 10-15’, 4 °C) und Verwerfen des Überstandes wurden die Zellen in 1/3 Vol (16,7 ml) CCMB 80

resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Anschießend wurden die Zellen erneut für 10 min bei 750-1000 g

und 4 °C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Nach Resuspendieren der Zellen in 1/12 Vol (4,17 ml)

CCMB 80 wurden die kompetenten Zellen sofort verwendet oder aliquotiert (75 µl in vorgekühlte 1,5 ml-

Eppendorfgefäße) und bei -80 °C gelagert.

SOB -Mg-Medium:

2,0 % Bacto-Trypton

0,5 % Bacto Hefeextrakt

10,0 mM NaCl

2,5 mM KCl

SOB-Medium:

99 % SOB -Mg-Medium

20 mM MgCl2 und MgSO4
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CCMB 80:

10 mM KOAc pH 7,0

80 mM CaCl·2H2O

20 mM MnCl2·4H2O

10 % Glycerin

pH 6,4, steril filtrieren, Lagerung bei 4 °C

Zu den kompetenten E. coli-Zellen des Stammes Top 10 wurde nach Auftauen der Zellen auf Eis das

gewünschte Plasmid (1 µl für eine Re-Transformation, 10 µl einer Ligation) hinzupipettiert. Anschließend

wurden die Zellen 15 min auf Eis und für 1 min bei 42 °C inkubiert. Schließlich wurden die E. coli-Zellen auf

dYT-Agar, supplementiert mit entsprechendem Antibiotikum, ausplattiert.

5.4.2 Protoplastierung von U. maydis-Zellen und Transformation

Um U. maydis-Zellen transformieren zu können, müssen diese zuerst protoplastiert werden. Dafür wurden

die Zellen zunächst in 50 ml YEPSL-Flüssigkultur bis zu einer optischen Dichte (OD600) von ca. 0,5-1,5

angezogen. Die Zellen wurden mittels Zentrifugation (3500 rpm, 5 min, RT) pelletiert und das Zellsediment

in 25 ml SCS-Lösung resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Zellen in 2 ml SCS-Lysing-

Enzyme-Lösung aufgenommen und die Protoplastierung der Zellen unter dem Mikroskop verfolgt. Waren ca.

70 % der Zellen protoplastiert, wurde die Reaktion durch Zugabe von 10 ml SCS-Lösung gestoppt und die

Protoplasten pelettiert (2500 rpm, 10 min, 4 °C). Das Sediment wurde zweifach mit 10 ml SCS-Puffer und

einmal mit eiskalter STC-Lösung gewaschen. Schließlich wurden die Protoplasten in 450 µl eiskalter STC-

Lösung aufgenommen, zu 50-70 µl aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.

SCS-Puffer:

20 mM Natriumcitrat-Puffer pH 5,8

1 M Sorbitol

SCS-Lysing Enzyme-Lösung:

10µg/ml Lysing Enzyme in SCS

STC-Puffer:

10 mM Tris/HCl pH 7,5

100 mM CaCl2

1 M Sorbitol

Für die Transformation wurden die U. maydis-Protoplasten auf Eis aufgetaut und ca. 500 ng der zu trans-

formierenden DNA zugegeben. Der Ansatz wurde für 10 min auf Eis inkubiert, 500 µl STC/PEG zugegeben

und erneut für 15 min auf Eis inkubiert. Durch Zugabe von PEG wird die Zellmembranen für DNA permeabel

gemacht. Der Ansatz wurde auf Regenerationsagar ausplattiert, wobei dieser zuvor in zwei Schichten über-

einander gegossen wurde: Die untere Schicht (10 ml) enthielt das Fungizid in zweifacher Konzentration und

die obere Schicht (10 ml) war frei von Selektionsfaktoren. Durch Diffusion stellte sich so nach einem länge-

ren Zeitraum die übliche Konzentration des Antibiotikums ein und ließ den Zellen Zeit für Regeneration. Die

90



Platten wurden bei 30°C inkubiert.

STC/PEG:

40 % (w/v) Polyethylenglycol in STC

Antibiotika-Konzentrationen:

Cbx-Stammlösung: 2 mg/ml (Methanol) - Endkonzentration: 4 µg/ml

Gent-Stammlösung: 200 mg/ml (Wasser) - Endkonzentration: 500 µg/ml

Hyg-Stammlösung: 426 mg/ml (Wasser) - Endkonzentration: 170 µg/ml

Nat-Stammlösung: 200 mg/ml (Wasser) - Endkonzentration: 200 µg/ml

5.4.3 Integration von Vektoren in den genomischen sdh2-Lokus

Der zur Integration von Vektorkonstrukten genutzte sdh2-Lokus in U. maydis wird oft cbx-Lokus genannt, da

er Carboxinresistenz (CbxR) nach Integration spezieller Vektoren vermittelt. Diese Vektoren tragen ein Carbo-

xinresistenz vermittelndes Allel des sdh2 -Gens. Carboxin ist ein Fungizid, das die Eisen-Schwefel-Untereinheit

der Succinat-Dehydrogenase inhibiert. Das vektorkodierte Protein wird nicht durch das Fungizid inhibiert und

vermittelt dadurch Carboxinresistenz. Der Vektor kann durch Verdau mit SspI in diesem Allel linearisiert und

dadurch nach Transformation durch ortsspezifische, homologe Rekombination in den genomischen Lokus inte-

grieren werden. Der sdh2 -Lokus wird durch die Integration des Vektors verdoppelt und mehrfache Integration

des transformierten Plasmids ist möglich. Die Anzahl der Integrationen kann mittels Southern Blot-Methode

bestimmt werden.

5.4.4 (Teil-)Deletion oder teilweiser Austausch von Genfragmenten in U. maydis

Um Gene oder Genfragmente zu deletieren oder auszutauschen wurde eine Strategie nach Kämper, 2004 an-

gewendet [276]. Mittels homologer Rekombination können DNA-Stücke mit ca. 1000 bp flankierenden und

homologen Regionen zielgerichtet an einen bestimmten Ort im Genom integriert werden. Dabei können Gene

oder Gen-Abschnitte durch Austausch dieses Gens gegen eine Resistenzkassette deletiert und die Zellen auf

dieses Ereignis selektiert werden. Dabei wurde bei Teildeletionen im 3’-Bereich ein neues Stopp-Codon ein-

gefügt. Genauso kann ein Genabschnitt gegen einen anderen ausgetauscht werden um im Folgenden chimäre

Proteine zu exprimieren. Dies wurde erreicht, in dem der 3’ liegende Abschnitt des Gens gegen einen anderen

und eine Resistenzkassette mittels homologer Rekombination ausgetauscht wurde.

Die homologen Flanken wurden mittels PCR amplifiziert und nach Sfi I-Verdau und unter Zugabe gleicher

Menge Sfi I-verdauter Resistenzkassette aneinander ligiert, wobei die Resistenzkassette von den zum Ziel-Lokus

homologen Regionen flankiert wurde. Zur Amplifikation und Sequenzierung wurde das 3-Fragment-Ligations-

Produkt in den Klonierungsvektor pJet2.1 (Fermentas) inseriert. Alle verwendeten Kassetten enthalten flan-

kierende Sfi I-Schnittstellen [277]. In den meisten Fällen wurde die DNA vor der Transformation mit SspI aus

dem Vektor herausgeschnitten.

Die Transformanden wurden mittels Southern Blot und / oder Test-PCR auf Richtigkeit überprüft. Dabei

wurde zum einen bestätigt, dass das Konstrukt an der richtigen Stelle im Genom integriert wurde und dass,

im Falle von Deletionen, der ORF nicht mehr vorhanden war.
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5.4.5 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation von S. cerevisiae

Eine YPD-Übernachtkultur von Hefe wurde auf OD600 = 1,0 in 20 ml YPD eingestellt und für sechs Stunden

in einem Kolben bei 30 °C schüttelnd inkubiert. Nach Zentrifugation (2000 rpm, 3 min) und Verwerfen des

Überstandes wurden die Zellen je einmal mit 0,5 Vol sterilem Wasser und 0,1 Vol sterilem SORB-Puffer

gewaschen. Anschließend wurde das Pellet in 180 µl SORB-Puffer und 20 µl Carrier-DNA resuspendiert, zu je

50 µl aliquotiert und bei -80 °C gelagert oder direkt verwendet.

Nach Zugabe von Plasmid-DNA oder eines PCR-Produkts wurde die Suspension durch Anschnipsen des

Reaktionsgefäßes gemischt. Anschließend wurden 300 µl PEG-Puffer zugegeben, erneut gemischt und bei RT

für 30 min und bei 42 °C für 15 min inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (2000 rpm, 3 min) und

mit YPD gewaschen. Das Pellet wurde in 200 µl YPD resuspendiert und die Zellen auf eine Selektionsplatte

ausgestrichen oder, wenn Regeneration notwendig war, in 1 ml YPD für vier bis sechs Stunden auf einem

Rotator inkubiert und erst anschließend ausgestrichen. Die Platten wurden bei 30 °C inkubiert.

SORB-Puffer:

100 mM Lithiumazetat

10 mM TRIS

1 mM EDTA

1 M Sorbitol

pH 8,0

PEG-Puffer:

100 mM Lithiumazetat

10 mM TRIS

1 mM EDTA

40 % (w/v) PEG3350 (1000)

pH 8,0

5.5 Stämme, Plasmide und Oligonukleotide

5.5.1 Escherichia coli -Stämme

Für sämtliche Klonierungen wurde der Stamm Top10 (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Dieser weist

folgenden Genotyp auf: F− mcrA ∆(mrr -hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara

leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG.

5.5.2 Ustilago maydis-Stämme

Die in Tabelle 6 aufgelisteten Stämme wurden in dieser Arbeit verwendet. Von den Deletionsmutanten wurden

mindestens zwei aber meistens mindestens drei unabhängige Mutanten phänotypisch charakterisiert. Wenn im

Text vermerkt, wurde von den Stämmen mit Integrationen in den sdh2 -Lokus die Integrationshäufigkeit mittels

Southern Blot-Methode bestimmt. Einige der Stämme stammen aus der betreuten Bachelor- oder Masterarbeit

von Domenica Martorana. Angegeben sind auch die Nummern in der internen Stammsammlung.
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Tabelle 6: Verwendete U. maydis-Stämme
Abkürzungen für Organismen: A.n., Aspergillus nidulans, B.c., Botrytis cinerea, C.a., Candida albicans, H.s., Homo sapiens, P.b., Phycomyces blakesleeanus, P.m., Penicillium
marneffei

Stamm Genotyp Resistenz Referenz

Bub8 a2 b4 — Laborsammlung

Bub8 mCherry-SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL Hyg [130], diese Arbeit (JA#201-204)

Bub8 PTS2-GFP a2 b4 cbxR[Potef:PTS2-egfp]cbxS Cbx Domenica Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#227/249)

Bub8 mCherry-SKL PTS2-GFP a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:PTS2-egfp]cbxS Hyg, Cbx Domenica Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#224f/254)

Bub8 ∆pex7 a2 b4 ∆pex7 Nat Domenica Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#260-263)

Bub8 ∆pex7 mCherry-SKL a2 b4 ∆pex7 Potef:mcherry-SKL Nat, Hyg diese Arbeit (JA#1263f)

Bub8 ∆pex7 PTS2-GFP a2 b4 ∆pex7 cbxR[Potef:PTS2-egfp]cbxS Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1261f)

Bub8 ∆pex7 mCherry-SKL PTS2-GFP a2 b4 ∆pex7 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:PTS2-egfp]cbxS Nat, Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1301-1303)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a Hyg, Nat [130]

Bub8 ∆pex5a mCherry-SKL PTS2-GFP a2 b4 ∆pex5a Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:PTS2-egfp]cbxS Nat, Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#406f)

Bub8 ∆pex5b a2 b4 ∆pex5b Nat diese Arbeit (JA#1011-1014)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b Hyg, Nat diese Arbeit (JA#383f)

Bub8 ∆pex5b mCherry-SKL PTS2-GFP a2 b4 ∆pex5b Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:PTS2-egfp]cbxS Nat, Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#414)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a HA-Pex5b2-544 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a cbxR[Potef:HA-pex5b2-544]cbxS Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1081)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b HA-Pex5b2-544 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b cbxR[Potef:HA-pex5b2-544]cbxS Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#920f)

Bub8 ∆pex5b mCherry-SKL PTS2-GFP

HA-Pex5b2-544

a2 b4 ∆pex5b Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:PTS2-egfp,

Potef:HA-pex5b2-544]gentRcbxS

Nat, Hyg,

Cbx, Gent

diese Arbeit (JA#886-888)
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Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a ∆pex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a ∆pex5b Hyg, Nat [130]

Bub8 ∆pex19 a2 b4 ∆pex19 Nat Domenica Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#275)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex19 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex19 Hyg, Nat diese Arbeit (JA#1275-1277)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex3 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex3 Hyg, Gent diese Arbeit (JA#1278f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a HA2-Pex5a a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a cbxR[Potef:HA2-pex5a]cbxS[1x] Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#849f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a HA2-Pex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a cbxR[Potef:HA2-pex5b]cbxS[1x] Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1042-1045)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b HA2-Pex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b cbxR[Potef:HA2-pex5b]cbxS[1x] Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#862)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a HA2-Pex5a:TPRPex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:HA2-pex5a-TPRpex5b]cbxS[1x]

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#912f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b HA2-Pex5a:TPRPex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:HA2-pex5a-TPRpex5b]cbxS[1x]

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#916f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a HA2-Pex5b:TPRPex5a a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:HA2-pex5b-TPRpex5a]cbxS[1x]

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#872)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b HA2-Pex5b:TPRPex5a a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:HA2-pex5b-TPRpex5a]cbxS[1x]

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#875f)

Bub8 Ppex5a:pex5b a2 b4 cbxs[Ppex5a:pex5b]gentRcbxS[1x] Gent diese Arbeit (JA#1174-1176)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a Ppex5a:pex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxs[Ppex5a:pex5b]gentRcbxS[1x]

Hyg, Nat,

Gent

diese Arbeit (JA#1177)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b Ppex5a:pex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxs[Ppex5a:pex5b]gentRcbxS[1x]

Hyg, Nat,

Gent

diese Arbeit (JA#1180f)

Bub8 Ppex5b:pex5a a2 b4 cbxs[Ppex5b:pex5a]gentRcbxS[1x] Gent diese Arbeit (JA#1165-1167)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a Ppex5b:pex5a a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxs[Ppex5b:pex5a]gentRcbxS[1x]

Hyg, Nat,

Gent

diese Arbeit (JA#1169)
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Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b Ppex5b:pex5a a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxs[Ppex5b:pex5a]gentRcbxS[1x]

Hyg, Nat,

Gent

diese Arbeit (JA#1173)

Bub8 mCherry-SKL pex5b∆TPR a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b∆TPR Hyg, Gent diese Arbeit (JA#967-972)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a pex5b∆TPR a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a pex5b∆TPR Nat, Hyg,

Gent

diese Arbeit (JA#1183f)

Bub8 mCherry-SKL pex5a:TPRpex5b a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5a:TPRpex5b Hyg, Gent diese Arbeit (JA#1047f)

Bub8 mCherry-SKL pex5b:TPRpex5a a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b:TPRpex5a Hyg, Gent diese Arbeit (JA#1238f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a pex5b:TPRpex5a a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a pex5b:TPRpex5a Hyg, Nat,

Gent

diese Arbeit (JA#989-993)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um00589 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um00589]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#519)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um00589 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um00589]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#520)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01329 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01329]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#498f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um01329 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01329]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#500)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01438 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01438]cbxS

Hyg, Nat, Cbx Domenica Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#616/525-627)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um01438 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01438]cbxS

Hyg, Nat, Cbx Domenica Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#612-615)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01540 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01540]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#505)
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Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um01540 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01540]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#506)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um03299 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um03299]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um03299 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um03299]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#393)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um04744 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um04744]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#528)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um04744 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um04744]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#529)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um05230 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um05230]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#490f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um05230 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um05230]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#524/1283f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um05230 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um05230]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#525)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um06153 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um06153]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#530)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um06153 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um06153]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#531)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um06507 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um06507]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#549)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um06507 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um06507]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#550)
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Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um10538 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um10538]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#509)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um10538 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um10538]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#510)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um10797 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um10797]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#507)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um10797 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um10797]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#508)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um11161 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um11161]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#501)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um11161 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um11161]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#502)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um11953 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um11953]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#526)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1um11953 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um11953]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#527)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1gapdA.n. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapdA.n.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1gapdA.n. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapdA.n.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#415)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1gapdB.c. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapdB.c.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1gapdB.c. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapdB.c.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#410)
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Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1gapdC.a. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapdC.a.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1gapdC.a. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapdC.a.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#395/409)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1pgk1H.s. a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1pgk1H.s.]cbx
S Hyg, Cbx [130] (JA#172f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1pgk1H.s. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1pgk1H.s.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#351f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1pgk1H.s. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1pgk1H.s.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1252)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1pgk2H.s. a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1pgk2H.s.]cbx
S Hyg, Cbx [130] (JA#176f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1pgk2H.s. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1pgk2H.s.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#353f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1pgk2H.s. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1pgk2H.s.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#418)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1gapd2P.b. a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1gapd2P.b.]cbx
S Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#95f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1gapd2P.b. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapd2P.b.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#349f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1gapd2P.b. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapd2P.b.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#385)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1pgkP.m. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1pgkP.m.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1269f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5b GFP-PTS1pgkP.m. a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1pgkP.m.]cbx
S

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#417)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Shy1 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um05230]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#582)
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Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a pex5b∆TPR

GFP-PTS1gapd2P.b.

a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a pex5b∆TPR

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapd2P.b.]cbx
S

Hyg, Nat,

Gent, Cbx

diese Arbeit (JA#1259f)

Bub8 mCherry-SKL pex5b∆TPR

GFP-PTS1gapd2P.b.

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b∆TPR

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapd2P.b.]cbx
S

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1245f)

Bub8 mCherry-SKL pex5a:TPRpex5b

GFP-PTS1gapd2P.b.

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5a:TPRpex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapd2P.b.]cbx
S

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1249-1251)

Bub8 mCherry-SKL pex5b:TPRpex5a

GFP-PTS1gapd2P.b.

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b:TPRpex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1gapd2P.b.]cbx
S

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1267f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a pex5b∆TPR

GFP-PTS1shy1

a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a pex5b∆TPR

cbxR[Potef:egfp-PTS1um05230]cbxS

Hyg, Nat,

Gent, Cbx

diese Arbeit (JA#1257f)

Bub8 mCherry-SKL pex5b∆TPR GFP-PTS1shy1 a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b∆TPR

cbxR[Potef:egfp-PTS1um05230]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1247f)

Bub8 mCherry-SKL pex5a:TPRpex5b

GFP-PTS1shy1

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5a:TPRpex5b

cbxR[Potef:egfp-PTS1um05230]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1255f)

Bub8 mCherry-SKL pex5b:TPRpex5a

GFP-PTS1shy1

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b:TPRpex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um05230]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1265f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um01966 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um01966]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#422)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01966 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01966]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#492)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um02028 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um02028]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#476f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um02028 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um02028]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#688)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um02208 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um02208]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1116f)
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Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um02208 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um02208]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1118f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um06400 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um06400]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1124f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um06400 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um06400]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1126f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um01466 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um01466]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1094f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01466 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01466]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1096f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um00122 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um00122]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1090f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um00122 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um00122]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1092f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um10665 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um10665]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1132f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um10665 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um10665]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1134f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um01747 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um01747]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1102f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01747 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01747]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1104f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um02097 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um02097]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1112f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um02097 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um02097]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1114f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um11001 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um11001]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#421)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um11001 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um11001]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#494)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um10825 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um10825]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1136f)
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Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um10825 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um10825]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1138f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um01986 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um01986]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1108f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01986 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01986]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1110f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um11938 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um11938]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1140f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um11938 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um11938]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1142f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um01850 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um01850]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1082f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01850 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01850]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1106f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um10273 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um10273]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1128f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um10273 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um10273]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1130f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um01599 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um01599]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1098f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um01599 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um01599]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1100f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-PTS1um03158 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-PTS1um03158]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1120f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-PTS1um03158 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-PTS1um03158]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1122f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um01966 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um01966]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1235-1237)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-Um01966 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a cbxR[Potef:egfp-um01966]cbxS Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1240f,1271f)

Bub8 mCherry-SKL pex5a:TPRpex5b

GFP-Um01966

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5a:TPRpex5b

cbxR[Potef:egfp-um01966]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1330f)
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Bub8 mCherry-SKL pex5b:TPRpex5a

GFP-Um01966

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b:TPRpex5a

cbxR[Potef:egfp-um01966]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1332f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a pex5b:TPRpex5a

GFP-Um01966

a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a pex5b:TPRpex5a

cbxR[Potef:egfp-um01966]cbxS

Hyg, Nat,

Gent, Cbx

diese Arbeit (JA#1344f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um01966-SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um01966-SKL]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1358f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-Um01966-SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-um01966-SKL]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1348f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um01966-AAA a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um01966-AAA]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1352f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um10665 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um10665]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1229-1231)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-Um10665 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a cbxR[Potef:egfp-um10665]cbxS Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1273f)

Bub8 mCherry-SKL pex5a:TPRpex5b

GFP-Um10665

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5a:TPRpex5b

cbxR[Potef:egfp-um10665]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1334f)

Bub8 mCherry-SKL pex5b:TPRpex5a

GFP-Um10665

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b:TPRpex5a

cbxR[Potef:egfp-um10665]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1336f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a pex5b:TPRpex5a

GFP-Um10665

a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a pex5b:TPRpex5a

cbxR[Potef:egfp-um10665]cbxS

Hyg, Nat,

Gent, Cbx

diese Arbeit (JA#1350f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um10665-SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um10665-SKL]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1362f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-Um10665-SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-um10665-SKL]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1364f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um10665-AAA a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um10665-AAA]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1354f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um11001 a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um11001]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1232-1234)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-Um11001 a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a cbxR[Potef:egfp-um11001]cbxS Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1242-1244,

1280-1282)

102



Bub8 mCherry-SKL pex5a:TPRpex5b

GFP-Um11001

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5a:TPRpex5b

cbxR[Potef:egfp-um11001]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1338f)

Bub8 mCherry-SKL pex5b:TPRpex5a

GFP-Um11001

a2 b4 Potef:mcherry-SKL pex5b:TPRpex5a

cbxR[Potef:egfp-um11001]cbxS

Hyg, Gent,

Cbx

diese Arbeit (JA#1340f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a pex5b:TPRpex5a

GFP-Um11001

a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a pex5b:TPRpex5a

cbxR[Potef:egfp-um11001]cbxS

Hyg, Nat,

Gent, Cbx

diese Arbeit (JA#1346f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um11001-SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um11001-SKL]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1360f)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a GFP-Um11001-SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a

cbxR[Potef:egfp-um11001-SKL]cbxS

Hyg, Nat, Cbx diese Arbeit (JA#1342f)

Bub8 mCherry-SKL GFP-Um11001-AAA a2 b4 Potef:mcherry-SKL cbxR[Potef:egfp-um11001-AAA]cbxS Hyg, Cbx diese Arbeit (JA#1356f)

Bub8 um01966 -SKL a2 b4 um01966:SKL Gent diese Arbeit (JA#1310-1312)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a um01966 -SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a um01966:SKL Hyg, Nat,

Gent

diese Arbeit (JA#1313-1315)

Bub8 um10665-SKL a2 b4 um10665:SKL Gent diese Arbeit (JA#1285-1287)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a um10665 -SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a um10665:SKL Hyg, Nat,

Gent

diese Arbeit (JA#1316-1318)

Bub8 um11001 -SKL a2 b4 um11001:SKL Gent diese Arbeit (JA#1288-1291/1293)

Bub8 mCherry-SKL ∆pex5a um11001 -SKL a2 b4 Potef:mcherry-SKL ∆pex5a um11001:SKL Hyg, Nat,

Gent

diese Arbeit (JA#1319-1321)
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Tabelle 7: Verwendete S. cerevisiae-Stämme

Stamm Genotyp Referenz

GFP-Sps19p BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 [130] (JA#1f)

∆pex5 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; pex5∆::kanMX4 Euroscarf, Frankfurt

GFP-Sps19p ∆pex5 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; pex5∆::kanMX4 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 D. Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#604f)

GFP-Sps19p ∆pex5 UmPex5a BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; pex5∆::kanMX4 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ;

[pCT320-PADH1-um02528 ]

D. Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#691f)

GFP-Sps19p ∆pex5 UmPex5b BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; pex5∆::kanMX4 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ;

[pCT320-PADH1-um10172 ]

D. Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#693f)

∆pex18 BY4742; MATα; ura3Δ0 ; leu2Δ0 ; his3Δ1 ; lys2Δ0 ; pex18∆::kanMX4 Euroscarf, Frankfurt

∆pex21 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; pex21∆::kanMX4 Euroscarf, Frankfurt

∆pex18 ∆pex21 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; pex18∆::nat2 ; pex21∆::kanMX4 D. Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#957f)

GFP-Sps19p ∆pex18 ∆pex21 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex18∆::nat2 ;

pex21∆::kanMX4

diese Arbeit (JA#1185f)

GFP-Sps19p ∆pex18 ∆pex21 ∆pex5 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::ura3; pex18∆::nat2 ;

pex21∆::kanMX4 ; pex5∆::hphNT1

D. Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#1000f)

GFP-Sps19p ∆pex18 ∆pex21 ∆pex5

UmPex5a

BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::ura3; pex18∆::nat2 ;

pex21∆::kanMX4 ; pex5∆::hphNT1 ; [pCT320-PADH1-um02528 ]

D. Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#691f)

GFP-Sps19p ∆pex18 ∆pex21 ∆pex5

UmPex5b

BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::ura3; pex18∆::nat2 ;

pex21∆::kanMX4 ; pex5∆::hphNT1 ; [pCT320-PADH1-um10172 ]

D. Martorana, persönliche

Mitteilung (JA#693f)
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∆pex9 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; pex9∆::kanMX4 Euroscarf, Frankfurt

GFP-Sps19p ∆pex9 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex9∆::kanMX4 diese Arbeit (JA#1084f)

GFP-Sps19p ∆pex9 ∆pex5 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex9∆::kanMX4 ;

pex5∆::hphNT1

diese Arbeit (JA#1144f)

GFP-Sps19p ∆pex9 ∆pex5 UmPex5a BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex9∆::kanMX4 ;

pex5∆::hphNT1 ; [pCT320-PADH1-um02528 ]

diese Arbeit (#1191f)

GFP-Sps19p ∆pex9 ∆pex5 UmPex5b BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex9∆::kanMX4 ;

pex5∆::hphNT1 ; [pCT320-PADH1-um10172 ]

diese Arbeit (#1193f)

∆pex8 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; pex8∆::kanMX4 Euroscarf, Frankfurt

GFP-Sps19p ∆pex8 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex8∆::kanMX4 diese Arbeit (JA#1084f)

GFP-Sps19p ∆pex8 ∆pex5 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex8∆::kanMX4 ;

pex5∆::hphNT1 ;

diese Arbeit (JA#1146f)

GFP-Sps19p ∆pex8 ∆pex5 UmPex5a BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex8∆::kanMX4 ;

pex5∆::hphNT1 ; [pCT320-PADH1-um02528 ]

diese Arbeit (#1195-1197)

GFP-Sps19p ∆pex8 ∆pex5 UmPex5b BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ; pex8∆::kanMX4 ;

pex5∆::hphNT1 ; [pCT320-PADH1-um10172 ]

diese Arbeit (#1198f)

GFP-Sps19p RFP-PTS1Pgk1Hs

(Homo sapiens)

BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ;

[pCT320-PADH1-RFP-PTS1Pgk1Hs]

diese Arbeit (#156f)

GFP-Sps19p RFP-PTS1Pgk2Hs

(H. sapiens)

BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ;

[pCT320-PADH1-RFP-PTS1Pgk2Hs]

diese Arbeit (#1297f)

GFP-Sps19p RFP-PTS1Gapdh2Pb

(Phycomyces blakesleeanus)

BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ;

[pCT320-PADH1-RFP-PTS1Gapdh2Pb]

[130] (JA#58f)

GFP-Sps19p RFP-PTS1Shy1 BY4741; MATa; his3∆1 ; leu2∆0 ; met15∆0 ; ura3∆0 ; PADH1-GFP-SPS19::natNT2 ;

[pCT320-PADH1-RFP-PTS1Shy1]

diese Arbeit (#1294-1296)
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5.5.3 Saccharomyces cerevisiae-Stämme

Verwendet wurden die S288c-Derivate BY4741 (MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0) und BY4742

(MATα his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0) ([278], Euroscarf). In diesen Stämmen wurden einzelne Gene de-

letiert. Als peroxisomaler Marker wurde das Protein Sps19p N-terminal mit GFP versehen [130]. Die Stämme

wurden für die Expression von RFP-PTS1 mit Derivaten des Plasmids pCT320 transfomiert, wodurch die

Leucin-Auxotrophie komplementiert wurde. Einige Stämme wurden von Domenica Martorana in ihrer betreu-

ten Masterarbeit generiert. Alle verwendeten Stämme sind in Tabelle 7 aufgeführt.

5.5.4 Plasmide und Oligonukleotide

In Tabelle 8 sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide aufgeführt.

Tabelle 8: Verwendete Plasmide

Bezeichnung Resistenz Referenz

pBS-hhn Amp; Hyg [276]

pMF-1G Amp, Kan; Gent Michaela Wehr, persönliche Mitteilung

pMF-1N Amp; Cbx [277]

pJet2.1 mit Stuffer Amp Kay O. Schink, persönliche Mitteilung

∆pex5b in pJet2.1 Amp; Cbx [130]

p123 Amp; Cbx [279]

PTS2-GFP in p123 Amp; Cbx Domenica Martorana, persönliche Mitteilung

mCherry-SKL in pBS-hhn Amp; Hyg [130]

GFP-PTS1GapdA.n. in p123 Amp; Cbx Masterarbeit Julia Ast (pJA11)

GFP-PTS1GapdC.a. in p123 Amp; Cbx Masterarbeit Julia Ast (pJA13)

GFP-PTS1Gapd2P.b. in p123 Amp; Cbx [130] (pJA37)

GFP-PTS1Pgk1H.s. in p123 Amp; Cbx [130]/diese Arbeit (pJA75)

GFP-PTS1Pgk2H.s. in p123 Amp; Cbx [130]/diese Arbeit (pJA86)

GFP-PTS1PgkP.m. in p123 Amp; Cbx Masterarbeit Julia Ast (pJA55)

GFP-PTS1um11161 in p123 Amp; Cbx [130] (pJA35)

pSR103 Amp; Cbx Stefanie Reißmann, persönliche Mitteilung

pCT320 Amp; Nat [130, 280]

pKS133 Amp; Hyg [281]

pYM-N9 Amp; Nat Euroscarf, Frankfurt

RFP-PTS1Gapdh2P.b. in pCT320 Amp; Leu [130] (pJA28)

RFP-PTS1Pgk1H.s. in pCT320 Amp; Leu [130]/diese Arbeit (pJA74)

UmPex5a in pCT320 Amp; Leu D. Martorana, persönliche Mitteilung

UmPex5b in pCT320 Amp; Leu D. Martorana, persönliche Mitteilung

In dieser Arbeit erstellten Plasmide sind nachfolgend mit den verwendeten Oligonukleotiden aufgelistet. Die

Sequenz der Oligonukleotide ist immer in 5’-3’-Richtung angegeben. Plasmide wurden sequenziert. Schnitt-

stellen für Restriktionsenzyme sind blau markiert.

Deletions- und Insertionskonstrukte Für Deletionen, Teildeletionen oder Austausche wurden ca. 1000 bp

homologe Flanken zu beiden Seiten einer Resistenzkassette und im Falle von Austauschen das einzubringende
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Fragment ligiert. Anschließend wurden die Konstrukte in pJet2.1 zwischenkloniert und sequenziert.

∆pex3 - pJA214

Die Flanken wurden mit MI133, MI134, MI135 und MI136 vom Genom von Bub8 amplifiziert und über Sfi I

an die Geneticin-Kassette aus pMF-1G und anschließend wurde das Konstrukt blunt in pJet2.1 ligiert.

MI133 ko pex3 lf fwd: atataatATTCGACGTACATCTGCTTTGC

MI134 ko pex3 lf rev: atatggccatctaggccagttgtgacaaggggccaagatgg

MI135 ko pex3 rf fwd: atatGGCCTGAGTGGCCagtagggtccaacgtctacgtg

MI136 ko pex3 rf rev: atataatATTGCTCTCAAGACTGTCAAAGG

∆pex5b - pJA117

Ausgangsplasmid war ∆pex5b in pJet [130]. Von diesem wurde über Sfi I die Resistenzkassette gegen NatR

aus pMF-1N ausgetauscht.

pex5b∆TPR - pJA225

Für das knock out-Konstrukt wurden die homologen Flanken vom Genom von Bub8 mit MI137, MI138,

MI139 und MI140 amplifiziert und über Sfi I an die Geneticin-Resistenzkassette aus pMF-1G ligiert und an-

schließend blunt in pJet2.1 zwischenkloniert.

MI137 5b∆TPR lf fwd: atataatATTCATCCCAACGTCATCCCC

MI138 5b∆TPR lf rev: atatGGCCTGAGTGGCCttaGAAGCGGTAGACTGGCGCTGG

MI139 5b∆TPR rf fwd: atatGGCCATCTAGGCCccggtgtaacactgcgtgttgc

MI140 5b∆TPR rf rev: atataatattatcctgTCAACGACGAGCG

pex5a:TPRpex5b - pJA228 / pJA230 / pJA231

Um am Lokus von pex5a die C-terminale Domäne des Proteins auszutauschen, wurden homologe Flanken

amplifiziert. Die linke Flanke wurde mit den Primern MI308 und MI309 vom Plasmid HA2-Pex5a:TPRPex5b

(pJA198) und die rechte Flanke vom Genom von Bub8 mit den Primern MI310 und MI311 amplifiziert. Die

linke Flanke enthielt neben einer homologen Region den zweiten Teil des ORFs von pex5b. Die Flanken wurden

über Sfi I an die Geneticin-Kassette aus pMF-1G ligiert und in pJet2.1 zwischenkloniert. Von dem erhaltenen

Plasmid (pJA228) wurde die Resistenzkassette über Sfi I gegen die Hyg-Kassette aus pBS-hhn (pJA230) und

die Nat-Kassette aus pMF-1N (pJA231) ausgetauscht.

MI308 3ab endo lf fwd: atataatattTTCGACCTTCAAGCTATGCGC

MI309 3ab endo lf rev: atatggccatctaggccTTAATAATCGAATGGGACCTCACCCACACCCCC

MI310 3ab endo rf fwd: atatggcctgagtggccCACGCACGACGGCCAGTACATAGCG

MI311 3ab endo rf rev: atataatattGCGAACAGGCGTACACAGCGC

pex5b:TPRpex5a - pJA227 / pJA232

Um am Lokus von pex5b die C-terminale Domäne auszutauschen, wurden homologe Flanken amplifiziert.

Die linke Flanke wurde mit den Primern MI137 und MI307 vom Plasmid HA2-Pex5b:TPRPex5a (pJA199)

und die rechte Flanke vom Genom von Bub8 mit den Primern ’5’rf pex5h(sfi1)’ und ’3’rf pex5h(ssp1)’ (von

Johannes Freitag) amplifiziert. Die linke Flanke enthielt neben einer homologen Region den zweiten Teil des

ORFs von pex5a. Die Flanken wurden über Sfi I an die Geneticin-Kassette aus pMF-1G ligiert und in pJet2.1
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zwischenkloniert. Von dem erhaltenen Plasmid (pJA227) wurde die Resistenzkassette über Sfi I gegen die

Nat-Kassette aus pMF-1N (pJA232) ausgetauscht.

MI137 5b∆TPR lf fwd: atataatATTCATCCCAACGTCATCCCC

MI307 3ba endo lf rev: atatggcctgagtggccTCAGAAGTCGAATCCTTCACCCC

5’rf pex5h(sfi1): atatggccatctaggccCCGGTGTAACACTGCGTGT

3’rf pex5h(ssp1): atataatattACGACGAGCGTCCAAATCTCGC

um01966 -SKL - pJA275

Die homologen Flanken wurden vom Genom von Bub8 mit MJ231, MJ232, MJ233 und MJ234 amplifiziert

und über Sfi I mit der Geneticin-Resistenzkassette aus pMF-1G ligiert. Nach Zwischenklonierung in pJet2.1

wurde das Insertionskonstrukt mit MJ231 und MJ234 amplifiziert und das PCR-Produkt für die Transformation

genutzt.

MJ231 01966-9SKL lf fwd: atataatATTTTGGCTGGTCGAAGGATGC

MJ232 01966-9SKL lf rev: atatggccatctaggccTTAGAGCTTGGacttgtacagctcgtccatgccgccggtAAGGTTCG-

ACCTCTCGGCAGC

MJ233 01966-9SKL rf fwd: atatggcctgagtggccacggataccgattcgtctgcc

MJ234 01966-9SKL rf rev: atataatATTCATCCGTATGCAGAACG

um10665 -SKL - pJA271

Die homologen Flanken wurden vom Genom von Bub8 mit MJ236, MJ237, MJ238 und MJ239 amplifiziert

und über Sfi I mit der Geneticin-Resistenzkassette aus pMF-1G ligiert. Nach Zwischenklonierung in pJet2.1

wurde das Insertionskonstrukt mit MJ236 und MJ239 amplifiziert und das PCR-Produkt für die Transformation

genutzt bzw. mit den Restriktionsenzymen SnaBI und BstAPI aus dem Vektor geschnitten.

MJ236 10665-9SKL lf fwd: atataATATTTTCCGGTCGCAAGCGC

MJ237 10665-9SKL lf rev: atatggccatctaggccTTAGAGCTTGGacttgtacagctcgtccatgccgccggtGAACTTGC-

TCTGAGGACCAACGAGC

MJ238 10665-9SKL rf fwd: atatggcctgagtggccgcaacgccggcgaacaaatcc

MJ239 10665-9SKL rf rev: atataatattaactaacgtaaagttagttctgc

um11001 -SKL - pJA271

Die homologen Flanken wurden vom Genom von Bub8 mit MJ241, MJ242, MJ243 und MJ244 amplifiziert

und über Sfi I mit der Geneticin-Resistenzkassette aus pMF-1G ligiert. Nach Zwischenklonierung in pJet2.1

wurde das Insertionskonstrukt mit MJ241 und MJ244 amplifiziert und das PCR-Produkt für die Transformation

genutzt.

MJ241 11001-9SKL lf fwd: atataatattgggtgaagatcgagATGCTGC

MJ242 11001-9SKL lf rev: atatggccatctaggccTTAGAGCTTGGacttgtacagctcgtccatgccgccggtCAGATTGC-

TAGCTCTCGATCTTGC

MJ243 11001-9SKL rf fwd: atatggcctgagtggccttctgcaagcaggttgcgcaatc

MJ244 11001-9SKL rf rev: atataatattctccaccctgctgctgcc

Pex5-Konstrukte für die Expression vom sdh2 -Lokus Für die Expression vom sdh2 -Lokus wurde in p123

[279] kloniert oder in Derivate von diesem.
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HA-GFP - pJA200

Es wurde der HA-Tag aus pSR103 mit MH975 und MH976 amplifiziert und das PCR-Produkt über AgeI

und XmaI in p123 ligiert.

MH975 HA-Tag fwd AgeI: atataccggtatgTCGGGCGGCTATCCCTACG

MH976 HA-Tag rev XmaI: atatcccgggGTGGTCACGGCTTGTTGATCC

HA2-GFP - pJA195

Es wurde der HA-Tag aus pSR103 mit MH975 und MH976 amplifiziert und das PCR-Produkt über AgeI

und XmaI zweifach hintereinander in p123 ligiert.

HA2-Pex5a - pJA196

pex5a wurde vom Genom von Bub8 mit MH977 und MH781 amplifiziert und über XmaI und MluI in

HA2-GFP ligiert.

MH977-1.2 pex5a fwd: atatcccgggGCGTTTCAATCCATGCTCAACG

MH781-2 pex5a rev: atatacgcgtTCAGAAGTCGAATCCTTCACC

HA2-Pex5b - pJA197

pex5b wurde vom Genom von Bub8 mit MH978 und MH783 amplifiziert und über XmaI und MluI in

HA2-GFP ligiert.

MH978-3.2 pex5b fwd: atatcccgggTCCGACCTTGTCTCGGGTGGC

MH783-4 pex5b rev: atatacgcgtggTTAATAATCGAATGGGACC

HA-Pex5b2-544- pJA217 / pJA224

Die N-terminale Domäne von Pex5b wurde vom Genom von Bub8 mit MI026 und MI240 amplifiziert und

über XmaI und XbaI in HA-GFP ligiert (pJA217). Um zusätzlich die Geneticinkassette einzubringen wurde das

Plasmid mit HpaI aufgeschnitten und mit der StuI-verdauten Kassette aus pMF-1G ligiert (pJA224).

MI026 aa2 fwd XmaI: atatcccgggTCCGACCTTGTCTCGGGTGGC

MI240 aa544 rev XbaI: atattctagactaGAAGCGGTAGACTGGCGCTGG

HA2-Pex5a:TPRPex5b - pJA198

Zuerst wurde vom Genom von Bub8 die N-terminale Domäne von pex5a mit MH977 und MH979 und

die C-terminale Domäne von pex5b mit MH977 und MH783 amplifiziert. Beide Produkte wurden erneut als

Templates in einer PCR Reaktion mit den Primern MH977 und MH783 eingesetzt. Anschließend wurde das

Produkt über XmaI und MluI in HA2-GFP ligiert.

MH977-1.2 pex5a fwd: atatcccgggGCGTTTCAATCCATGCTCAACG

MH979-13 Ch3ab Nrev: AGGATTGTCGCTGAGGTTGCCACCGTTGGCGAGCAGACG

MH980-14 Ch3ab Cfwd: GCCAACGGTGGCAACCTCAGCGACAATCCTTACATCGC

MH783-4 pex5b rev: atatacgcgtggTTAATAATCGAATGGGACC

HA2-Pex5b:TPRPex5a - pJA199

Zuerst wurde vom Genom von Bub8 die N-terminale Domäne von pex5b mit MH978 und MH982 und

die C-terminale Domäne von pex5a mit MH981 und MH781 amplifiziert. Beide Produkte wurden erneut als
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Templates in einer PCR Reaktion mit den Primern MH978 und MH781 eingesetzt. Anschließend wurde das

Produkt über XmaI und MluI in HA2-GFP ligiert.

MH978-3.2 pex5b fwd: atatcccgggTCCGACCTTGTCTCGGGTGGC

MH982-16 Ch3ba Nrev: GGCCGCATCTGACAAGAAGCGGTAGACTGGCGCTGG

MH981-15 Ch3ba Cfwd CCAGTCTACCGCTTCTTGTCAGATGCGGCCTTGCTC

MH781-2 pex5a rev: atatacgcgtTCAGAAGTCGAATCCTTCACC

Ppex5a:pex5b - pJA242

Zuerst wurde vom Genom von Bub8 der Promoter von pex5a mit MI777 und MI783 und der ORF von

pex5b mit MI782 und MI781 amplifiziert. Beide Produkte wurden erneut als Templates in einer PCR Reaktion

mit den Primern MI777 und MI781 eingesetzt. Anschließend wurde das Produkt über KpnI und XbaI in p123

ligiert.

MI777 5a+ fw KpnI: atatggtacccaagagacggaaacatgtagg

MI783 P5a-5b rv ueh: GACAAGGTCGGACATcttgacggtgacgcttgtgtgg

MI782 P5a-5b fw ueh: agcgtcaccgtcaagATGTCCGACCTTGTCTCGGG

MI781 5b+2 rv XbaI: atattctagaacgtacaacggcgcagctcgc

Ppex5b:pex5a - pJA243

Zuerst wurde vom Genom von Bub8 der Promoter von pex5b mit MI779 und MI785 und der ORF von

pex5a mit MI784 und MI778 amplifiziert. Beide Produkte wurden erneut als Templates in einer PCR Reaktion

mit den Primern MI779 und MI778 eingesetzt. Anschließend wurde das Produkt über AatII und XbaI in p123

ligiert.

MI779 5b+2 fw AatII: atatgacgtcTGGgtgagtacctggcagccc

MI785 P5b-5a rv ueh: GGATTGAAACGCCATggacatggtgggccaccacgc

MI784 P5b-5a fw ueh: tggcccaccatgtccATGGCGTTTCAATCCATGCTC

MI778 5a+ rv XbaI: atattctagaacatcgacacatgttgtacca

GFP-Fusionen für die Expression vom sdh2 -Lokus Für die Expression vom sdh2 -Lokus wurde in p123

[279] kloniert oder in Derivate von diesem.

GFP-Um01966 - pJA261

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ158 und MJ159 amplifiziert und über MluI

und NotI in p123 ligiert.

MJ158 GFP-01966 fwd MluI: atatACGCGTcATGTCGAACTCTGATCCAAAGG

MJ159 GFP-01966 rev NotI: atatgcggccgcCTAAAGGTTCGACCTCTCGGC

GFP-Um01966-SKL - pJA286

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ158 und MJ629 amplifiziert, wobei der reverse

Primer vorm endogenen Stoppcodon ansetzt und in seiner Sequenz ein 12 Aminosäure-langes PTS1 mit einem

neuen Stoppcodon aufweist. Das PCR-Produkt wurde über MluI und NotI in p123 ligiert.

MJ158 GFP-01966 fwd MluI: atatACGCGTcATGTCGAACTCTGATCCAAAGG
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MJ629 01966+9SKL rev NotI: atatgcggccgcTTAGAGCTTGGacttgtacagctcgtccatgccgccggtAAGGTTCG-

ACCTCTCGGCAGCAGC

GFP-Um01966-AAA - pJA287

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ158 und MJ626 amplifiziert, wobei der reverse

Primer vorm endogenen Stoppcodon ansetzt und in seiner Sequenz ein Triple-Alanin-Motiv gefolgt von einem

Stoppcodon aufweist. Das PCR-Produkt wurde über MluI und NotI in p123 ligiert.

MJ158 GFP-01966 fwd MluI: atatACGCGTcATGTCGAACTCTGATCCAAAGG

MJ626 01966+AAA rev NotI: atatgcggccgcctaggcagcggcAAGGTTCGACCTCTCGGCAGC

GFP-Shy1 (um05230) - pJA177

Der ORF von um05230 wurde vom Genom von Bub8 mit MH615 und MH616 amplifiziert und über MluI

und XbaI in p123 ligiert.

MH615 gfp-05230 fwd MluI: atatacgcgtaATGAGCTCCACTTCCACCTCC

MH616 gfp-05230 rev XbaI: atattctagaCTAGAGATTCTGTTGGATCCAC

GFP-Um10665 - pJA263

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ160 und MJ161 amplifiziert, das PCR-Produkt

blunt in pJet2.1 zwischenkloniert und anschließend über Sac II in p123 ligiert.

MJ160 GFP-10665 fwd Sac II: atatCCGCGGccATGTCACAAGCCAAACTCACC

MJ161 GFP-10665 rev Sac II: atatccgcggTCAGAACTTGCTCTGAGGACC

GFP-Um10665-SKL - pJA290

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ160 und MJ630 amplifiziert, wobei der reverse

Primer vorm endogenen Stoppcodon ansetzt und in seiner Sequenz ein 12 Aminosäure-langes PTS1 mit einem

neuen Stoppcodon aufweist. Das PCR-Produkt wurde blunt in pJet2.1 zwischenkloniert und anschließend über

Sac II in p123 ligiert.

MJ160 GFP-10665 fwd Sac II: atatCCGCGGccATGTCACAAGCCAAACTCACC

MJ630 10665+9SKL rev Sac II: atatccgcggTTAGAGCTTGGacttgtacagctcgtccatgccgccggtGAACTTGCT-

CTGAGGACCAACGAG

GFP-Um10665-AAA - pJA285

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ160 und MJ627 amplifiziert, wobei der reverse

Primer vorm endogenen Stoppcodon ansetzt und in seiner Sequenz ein Triple-Alanin-Motiv gefolgt von einem

Stoppcodon aufweist. Das PCR-Produkt wurde über Sac II in p123 ligiert.

MJ160 GFP-10665 fwd Sac II: atatCCGCGGccATGTCACAAGCCAAACTCACC

MJ627 10665+AAA rev Sac II: atatccgcggctaggcagcggcGAACTTGCTCTGAGGACCAACG

GFP-Um11001 - pJA262

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ162 und MJ163 amplifiziert und über MluI

und NotI in p123 ligiert.

MJ162 GFP-11001 fwd MluI: atatACGCGTgATGCTGCTACCCACTCCAACG

MJ163 GFP-11001 rev NotI: atatgcggccgcTTACAGATTGCTAGCTCTCGATCTTGC
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GFP-Um11001-SKL - pJA288

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ162 und MJ631 amplifiziert, wobei der reverse

Primer vorm endogenen Stoppcodon ansetzt und in seiner Sequenz ein 12 Aminosäure-langes PTS1 mit einem

neuen Stoppcodon aufweist. Das PCR-Produkt wurde über MluI und NotI in p123 ligiert.

MJ162 GFP-11001 fwd MluI: atatACGCGTgATGCTGCTACCCACTCCAACG

MJ631 11001+9SKL rev NotI: atatgcggccgcTTAGAGCTTGGacttgtacagctcgtccatgccgccggtCAGATTGCTAG-

CTCTCGATCTTGC

GFP-Um11001-AAA - pJA289

Der ORF von um01966 wurde vom Genom von Bub8 mit MJ162 und MJ628 amplifiziert, wobei der reverse

Primer vorm endogenen Stoppcodon ansetzt und in seiner Sequenz ein Triple-Alanin-Motiv gefolgt von einem

Stoppcodon aufweist. Das PCR-Produkt wurde über MluI und NotI in p123 ligiert.

MJ162 GFP-11001 fwd MluI: atatACGCGTgATGCTGCTACCCACTCCAACG

MJ628 11001+AAA rev NotI: atatgcggccgcctaggcagcggcCAGATTGCTAGCTCTCGATCTTGC

GFP-PTS1-Fusionen für die Expression vom sdh2 -Lokus Für die Expression vom sdh2 -Lokus wurde in

p123 [279] kloniert. Es wurden Oligonukleotide bestellt, miteinander annealt und über MluI und XbaI in den

p123 ligiert.

GFP-PTS1um00122 - pJA247

MJ006 um00122 PTS1 5’: cgcgtaTGGACTCAGGGAAGCGGTGACGTGAAAAGCCACTTGTAGt

MJ007 um00122 PTS1 3’: ctagaCTACAAGTGGCTTTTCACGTCACCGCTTCCCTGAGTCCAta

GFP-PTS1um00589 - pJA155

MH182 um00589 PTS1 5’: cgcgtaGAGCTTAAGAATGGCGGTCACGTCAAGGCTAACATCTGAt

MH183 um00589 PTS1 3’: ctagaTCAGATGTTAGCCTTGACGTGACCGCCATTCTTAAGCTCta

GFP-PTS1um01329 - pJA100

MG482 5’ idh1 U: cgcgtaACGCACGAGTTCACCCAGGCCGTCCTCTCCAACCTCTGAt

MG483 3’ idh1 U: ctagaTCAGAGGTTGGAGAGGACGGCCTGGGTGAACTCGTGCGTta

GFP-PTS1um01438 - pJA171

MH466 um01438 PTS1 5’: cgcgtaACGATCATCGTCCAGTGCTGTCACATTGCTTCACTTTAGt

MH467 um01438 PTS1 3’: ctagaCTAAAGTGAAGCAATGTGACAGCACTGGACGATGATCGTta

GFP-PTS1um01466 - pJA248

MJ008 um01466 PTS1 5’: cgcgtaCAGGCGTTGAGGATGATGCCTGAAAACGCTCGTTTGTAAt

MJ009 um01466 PTS1 3’: ctagaTTACAAACGAGCGTTTTCAGGCATCATCCTCAACGCCTGta

GFP-PTS1um01540 - pJA153

MH192 um01540 PTS1 5’: cgcgtaACTCACACTGCCGAGCTGACGCGCAGAGCAAATCTATAGt
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MH193 um01540 PTS1 3’: ctagaCTATAGATTTGCTCTGCGCGTCAGCTCGGCAGTGTGAGTta

GFP-PTS1um01599 - pJA249

MJ010 um01599 PTS1 5’: cgcgtaTTCGAAAACATCGCCGCTGGCGCACGTCACAAGCTCTGAt

MJ011 um01599 PTS1 3’: ctagaTCAGAGCTTGTGACGTGCGCCAGCGGCGATGTTTTCGAAta

GFP-PTS1um01747 - pJA250

MJ012 um01747 PTS1 5’: cgcgtaGTTGCCAACGATGACGTGGCTCGCTTTGCCAAGCTCTAAt

MJ013 um01747 PTS1 3’: ctagaTTAGAGCTTGGCAAAGCGAGCCACGTCATCGTTGGCAACta

GFP-PTS1um01850 - pJA251

MJ014 um01850 PTS1 5’: cgcgtaAACGAGGTCAAGAAGATGTCCAGGGTTGCAAAGCTCTAGt

MJ015 um01850 PTS1 3’: ctagaCTAGAGCTTTGCAACCCTGGACATCTTCTTGACCTCGTTta

GFP-PTS1um01966 - pJA131

MG940 um01966 PTS1 5’: cgcgtaCCCATGCTCAAGGCTGCTGCCGAGAGGTCGAACCTTTAGt

MG941 um01966 PTS1 3’: ctagaCTAAAGGTTCGACCTCTCGGCAGCAGCCTTGAGCATGGGta

GFP-PTS1um01986 - pJA252

MJ016 um01986 PTS1 5’: cgcgtaAGCAAGCAGTTCTCCGATTACCTACCCGCCGACCTTTGAt

MJ017 um01986 PTS1 3’: ctagaTCAAAGGTCGGCGGGTAGGTAATCGGAGAACTGCTTGCTta

GFP-PTS1um02028 - pJA146

MH064 5’ um02028: cgcgtaGGAGAAGCAGTGCCATTCACTGAACGGGCGAGGTTGTGAt

MH063 3’ um02028: ctagaTCACAACCTCGCCCGTTCAGTGAATGGCACTGCTTCTCCta

GFP-PTS1um02097 - pJA253

MJ018 um02097 PTS1 5’: cgcgtaCTGGCCCCGCCATCCAGCCACGCGAGGTCAAAGCTTTGAt

MJ019 um02097 PTS1 3’: ctagaTCAAAGCTTTGACCTCGCGTGGCTGGATGGCGGGGCCAGta

GFP-PTS1um02208 - pJA254

MJ020 um02208 PTS1 5’: cgcgtaACAGACTTTGATTCCGACCTGCCTCGTGCCAAGTTGTAAt

MJ021 um02208 PTS1 3’: ctagaTTACAACTTGGCACGAGGCAGGTCGGAATCAAAGTCTGTta

GFP-PTS1um03158 - pJA255

MJ022 um03158 PTS1 5’: cgcgtaGAGTCACTTCGCGCCGCTGCAGCTAAGAGCAAGTTGTAAt

MJ023 um03158 PTS1 3’: ctagaTTACAACTTGCTCTTAGCTGCAGCGGCGCGAAGTGACTCta

GFP-PTS1um03299 - pJA82

MG145 TPI um 5’ U: cgcgtaGCTAACGCTTcActagctggccagtcggctaggatctgat

MG146 TPI um 3’ U: ctagatcagatcctagccgactggccagctagTgAAGCGTTAGCta
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GFP-PTS1um04744 - pJA148

MH206 um04744 PTS1 5’: cgcgtaCAGGCTTGCATTTTGAGGCCACACGCCCACAATTTGTGAt

MH207 um04744 PTS1 3’: ctagaTCACAAATTGTGGGCGTGTGGCCTCAAAATGCAAGCCTGta

GFP-PTS1um05230 - pJA154

MH194 um05230 PTS1 5’: cgcgtaAACGACCAGATGAACCAGTGGATCCAACAGAATCTCTAGt

MH195 um05230 PTS1 3’: ctagaCTAGAGATTCTGTTGGATCCACTGGTTCATCTGGTCGTTta

GFP-PTS1um06153 - pJA151

MH212 um06153 PTS1 5’: cgcgtaACGCTCCCGCAGCTATCTTCGCCGCGAGCAAATCTGTAGt

MH213 um06153 PTS1 3’: ctagaCTACAGATTTGCTCGCGGCGAAGATAGCTGCGGGAGCGTta

GFP-PTS1um06400 - pJA256

MJ024 um06400 PTS1 5’: cgcgtaGCCTTGCTTGCCAAGGCTGGTATCAAGTCTCACCTGTGAt

MJ025 um06400 PTS1 3’: ctagaTCACAGGTGAGACTTGATACCAGCCTTGGCAAGCAAGGCta

GFP-PTS1um06507 - pJA172

MH464 um06507 PTS1 5’: cgcgtaCCGATTTCAGTACCAGTTGGCCTCCCGAGCAAGCTGTGAt

MH465 um06507 PTS1 3’: ctagaTCACAGCTTGCTCGGGAGGCCAACTGGTACTGAAATCGGta

GFP-PTS1um10273 - pJA257

MJ026 um10273 PTS1 5’: cgcgtaGTTATGCAGAAACAGACGCCCAAATTTGCCAAGCTGTGAt

MJ027 um10273 PTS1 3’: ctagaTCACAGCTTGGCAAATTTGGGCGTCTGTTTCTGCATAACta

GFP-PTS1um10538 - pJA158

MH204 um10538 PTS1 5’: cgcgtaAAGCGCGAGGATCAGAACGAGGCCAAAGCAAATTTGTGAt

MH205 um10538 PTS1 3’: ctagaTCACAAATTTGCTTTGGCCTCGTTCTGATCCTCGCGCTTta

GFP-PTS1um10665 - pJA258

MJ028 um10665 PTS1 5’: cgcgtaCAGCAGCTCAAGCTCGTTGGTCCTCAGAGCAAGTTCTGAt

MJ029 um10665 PTS1 3’: ctagaTCAGAACTTGCTCTGAGGACCAACGAGCTTGAGCTGCTGta

GFP-PTS1um10797 - pJA159

MH190 um10797 PTS1 5’: cgcgtaAGTCAGATCAAGCAACACTCGGAACGCCCGAATTTGTAGt

MH191 um10797 PTS1 3’: ctagaCTACAAATTCGGGCGTTCCGAGTGTTGCTTGATCTGACTta

GFP-PTS1um10825 - pJA259

MJ030 um10825 PTS1 5’: cgcgtaATTCGCTTGGATGGCGCTTCAAGACTCGGCAAGCTTTAGt

MJ031 um10825 PTS1 3’: ctagaCTAAAGCTTGCCGAGTCTTGAAGCGCCATCCAAGCGAATta

GFP-PTS1um11001 - pJA128

MG942 um11001 PTS1 5’: cgcgtaGAGGCGGATAGAGCAAGATCGAGAGCTAGCAATCTGTAAt

MG943 um11001 PTS1 3’: ctagaTTACAGATTGCTAGCTCTCGATCTTGCTCTATCCGCCTCta
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GFP-PTS1um11938 - pJA260

MJ032 um11938 PTS1 5’: cgcgtaCTCGACGGTGTGCTCAAGTCCCAGAAGGCCAAGCTCTAAt

MJ033 um11938 PTS1 3’: ctagaTTAGAGCTTGGCCTTCTGGGACTTGAGCACACCGTCGAGta

GFP-PTS1um11953 - pJA133

MG917 um11593 PTS1 5’: cgcgtaAAGGTCAGGCGTGCTCACAAAATGGATCCTCACTTGTAGt

MG918 um11593 PTS1 3’: ctagaCTACAAGTGAGGATCCATTTTGTGAGCACGCCTGACCTTta

GFP-PTS1GapdB.c. - pJA76

MG161 gapd bf 5’ U: cgcgtaGTCGAGCTCAAGCCCAACGCTCACCCGCAGAAGCTCTAAt

MG162 gapd bf 3’ U: ctagaTTAGAGCTTCTGCGGGTGAGCGTTGGGCTTGAGCTCGACta

RFP-PTS1-Fusionen für die Expression in S. cerevisiae Das Plasmid pCT320 [280] wurde so verändert,

dass sich das zu testende PTS1 direkt über Hind III und PstI hinter den RFP-Tag einbringen ließ [130]. Die zu

testenden PTS1 wurden als Oligonukleotide bestellt, annealt und in das modifizierte pCT320 (pJA1) ligiert.

RFP-PTS1Pgk2H.s. - pJA273

MG163 pgk hs 5’ H: agcttAAAGTCCTTCCTGGGGTGGATGCTCTCAGCAATATTTAGctgca

MG164 pgk hs 3’ H: gCTAAATATTGCTGAGAGCATCCACCCCAGGAAGGACTTTa

RFP-PTS1um05230 - pJA274

MJ329 PTS1 shy1 5’ H: agcttAACGACCAGATGAACCAGTGGATCCAACAGAATCTCTAGctgca

MJ330 PTS1 shy1 3’ H: gCTAGAGATTCTGTTGGATCCACTGGTTCATCTGGTCGTTa

Insertionen und Deletionen in S. cerevisiae Um ins Genom von S. cerevisiae GFP zu inserieren oder Gene

zu deletieren, kamen folgende Primer zum Einsatz:

GFP-Sps19p

PCR mit MF488 und MF489 auf pYM-N9, Transformation, Selektion -Leu

MF488 5’sps19 tag: ACACTTTTAGAGTTTGGGAGGTCGTATGTTCGAGTCATGGATACTCGTACGCTGC-

AGGTCGAC

MF489 3’sps19 tag: AGAACCCTCAGTAACGAATTTGCCGTCCAAAGTGTTTGCTGTATTCATCGATGA-

ATTCTCTGTCG

∆pex5

PCR mit MI303 und MI304 auf pKS133, Transformation, Selektion auf Hyg

MI303 kopex5p s1 fwd: CTATTTTTGGATATATATACATCAATAAACAATATATCATAACACATGcgtacgctg-

caggtcgac

MI304 kopex5 rev s2: GAATTTGGGCAGTGATGCGAGAACATAAAATTGCGGAGAACCATATCAatcgatga-

attcgagctcg
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5.6 Mikroskopie

Mikroskopie von U. maydis und S. cerevisiae wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop des Typs Axiovert 200M

mit einem Ludel Piezo Drive (Zeiss, Göttingen) durchgeführt. Verwendet wurden die Fluorophore eGFP (Ex-

citation: 488 nm, Emission: 509 nm), mCherry und RFP (Excitation: 587 nm, Emission: 610 nm). Die zu

untersuchenden Zellen wurden zu 5 µl auf einen mit einer ca. 0,5 mm dicken Wasseragarschicht bedeckten

Objektträger getropft und ein Deckgläschen aufgelegt. Der Wasseragar dient der Fixierung der Zellen an ihrer

Position zur Vermeidung unscharfer Bilder. Zur Anregung der Fluorophore wurden die zur Wellenlänge pas-

senden Filter genutzt. Vergleichfotos wurden im Hellfeld (DL) aufgenommen. Die Dokumentation erfolgte mit

einer Kamera des Typs ORCA und der Software Volocity 5.0. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit ImageJ

[282].

5.7 Biochemische Methoden

5.7.1 Isolierung denaturierter Proteine aus U. maydis

Eine U. maydis-Kultur wurde (optional) dreifach mit 100 mM Tris pH 7,5 gewaschen. Das Zellpellet wurde in

50 µl Thorner Puffer mit 50 mM DTT pro 1 ml Kultur mit einer OD600 von 1,0 resuspendiert und für 5 - 10 min

bei 95 °C inkubiert. Nach Zugabe von 0,3 g Glasperlen wurden die Reaktionsgefäße für 5 - 10 min schüttelnd

inkubiert (Vibrax) und danach erneut für 5 min bei 95 °C inkubiert. Nach Zentrifugation bei 13.000 rpm für

1 min wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt, bei Bedarf bei -80 °C gelagert und vor dem

Laden auf ein SDS-Gel erneut für 5 min bei 95 °C aufgekocht und abzentrifugiert.

Thorner-Puffer

8 M Urea

5 % (w/v) SDS

0,1 mM Na2-EDTA

0,01 % (w/v) Bromphenolblau

50 mM DTT (Dithiothreitol) - frisch zugeben

in 100 mM Tris-HCl pH 6,8

5.7.2 Protein-Elektrophorese

Proteine wurden nach Laemmli, 1970 mittels einer Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) aufgetrennt [283]. Die Gele setzten sich aus Sammel- und Trenngel zusammen, wobei das obere Sam-

melgel der Konzentration der Proteine dient und im unteren Trenngel die Proteine nach Größe aufgetrennt

werden. Als Größenstandard diente ein Proteinstandardgemisch (15 - 170 kDa, Prestained Page Ruler, Fer-

mantas). Die Auftrennung erfolgte zuerst bei 120 V (Sammelgel) und anschließend bei 150 V (Trenngel) in

einer Gelkammer (Mini Protean System, Bio-Rad) gefüllt mit SDS-Laufpuffer.

Sammelgel

200 mM Glycerin

0,2 % (w/v) SDS

in 25 mM Tris-HCl pH 8,8
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Trenngel

8 - 12 % (v/v) Acrylamid

0,1 % (w/v) SDS

in 375 mM Tris-HCl pH 8,8

0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat

0,05 % (v/v) TEMED

SDS-Laufpuffer

200 mM Glycerin

0,2 % (w/v) SDS

in 25 mM Tris-HCl pH 8,8

5.7.3 Transfer und Nachweis von Proteinen (Western Blot)

Der Transfer der Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte mit dem Trans-Blot® Turbo™

Transfer-System (Bio-Rad) nach Herstellerempfehlung. Nach dem Blotten wurde die Membran für 15 min in

10 % Milchpulver in TBS-T inkubiert. Zur Überprüfung der Expression der Stämme mit HA-Pex5-Varianten

wurde die Membran mit dem Antikörper α-HA (Sigma-Aldrich) in 4 % Milch (in TBS-T) über Nacht schwen-

kend bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für je 5 - 10 min in TBS-T wurde die Membran für 30

- 60 min mit dem sekundären Antikörper (HRP-conjugated goat anti-mouse, Santa Cruz; in 4 % Milchpulver

in TBS-T) bei RT schwenkend inkubiert. Anschließend wurde die Membran erneut dreimal für 5 - 10 min mit

TBS-T gewaschen.

Zur Entwicklung wurde die Membran mit einer Mischung aus Detektionslösung A und B für 1 min inkubiert

und die Signale mit einem Chemocam Imaging System (Intas, Göttingen) aufgenommen. Die Auswertung

erfolgte mit ImageJ [282].

Western-Transfer-Puffer

200 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

in 25 mM Tris-HCl pH 10,4

TBS-T

0,1 % (v/v) Tween 20 in TBS

Detektionslösung A

100 mM Tris/HCl pH 8,5

2,5 mM Luminol

400 µM p-Cumarsäure

Detektionslösung B

100 mM Tris/HCl pH 8,5

5,4 mM H2O2
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5.8 Bioinformatik

Folgende Datenbanken wurden für Suche und Vergleich von Sequenzen verwendet: National Center for Biotech-

nology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov), Ensembl Genome Browser (www.ensembl.org), UniProt

(www.uniprot.org), Pedant Ustilago maydis Data Base (http://pedant.helmholtz-muenchen.de/pedant3html

view/pedant3view?Method=analysis&Db=p3_t237631_Ust_maydi_v2GB), Saccharomyces Genome Data-

base (SGD, www.yeastgenome.org). Zur Suche von Aminosäuremotiven im Genom von U. maydis wurde der

Pattern Search von Pedant (http://pedant.helmholtz-muenchen.de/pedant3htmlview/ pedant3view?Method

=analysis&Db=p3_t237631_Ust_maydi_v2GB) genutzt. Um WD-40 Repeats in Pex7 zu finden, kam das

Tool WD40-repeat protein Structure Predictor (WDSP, http://wu.scbb.pkusz.edu.cn/wdsp/) zum Einsatz. Die

Wahrscheinlichkeit eines PTS1-Motivs in C-Termini wurde mit dem PTS1-Predictor mit der „general function“

bestimmt (http://mendel.imp.ac.at/pts1/). Nach der TPR-Konsensussequenz in den Pex5-Proteinen wurde

mit dem TPR-Predictor gesucht (TPRpred, https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tprpred). Das Alignment ver-

schiedener Pex5-Proteine wurde mit MUSCLE, EMBL-EBI durchgeführt (www.ebi.ac.uk/ Tools/msa/muscle/).

Kristallstrukturen von Proteinen sind in der Protein Datenbank (RCSB PDB, www.rcsb.org/pdb/ home/home.

do) zu finden und die Strukturen wurden mittels PyMOL visualisiert (The PyMOL Molecular Graphics System,

Version 1.8 Schrödinger, LLC., www.pymol.org). Der phylogenetische Baum wurde wie in Yifrach et al . [129]

mit der Software MEGA7 (www.megasoftware.net) [284] mit der Maximum Likelihood method [285] erstellt.

C. neoformans Pex5 sind („Pex5“ - XP_012047196.1) und („Pex5_2“ - XP_012052851.1).
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