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Abstract

In eukaryotes, biosynthesis of glycosylphosphatidylinositol (GPI) and transport of GPI-anchored

proteins from the ER to the plasma membrane or the cell wall are mediated by a complex process-
ing and sorting network involving more than 20 known enzymes. In the budding yeast Saccha-
romyces cerevisiae, the metallophosphoesterases (MPEs) Cdcl together with Tedl and Dcr2 ca-
talyze two essential steps of GPI-anchor processing. In one step, the ethanolaminephosphate moiety
of mannose-2 (EtNP-2) of the GPI-core is removed by Tedl in the ER, a reaction that is required for
efficient ER export. In addition, EtNP-2 can be removed by Dcr2 in the Golgi apparatus. In another
step, Golgi-localized Cdcl removes the EtNP moiety from mannose-1 (EtNP-1) of the GPI-core, a
reaction that is thought to be essential for sorting of GPI-anchored proteins from the plasma mem-
brane to the cell wall. While a substantial body of genetic and cell biological evidence has unco-
vered the essential function of these three enzymes in protein sorting, potential specific roles of
these MPEs during cell wall stress or biofilm formation has not be investigated in detail. In addi-
tion, the structural basis for specific substrate recognition and processing by these enzymes is

largely unknown.

In the first part of this work, the specific functions of CDCI, TEDI and DCR2 genes during cell
wall stress and biofilm formation were investigated by gene dosage variation and exposure of re-
spective yeast strains to different cell wall perturbing agents or biofilm-inducing conditions. These
investigations indicate that Cdcl is specifically sensitive against the cell wall perturbing agents
Congo red and Calcofluor white, while Ted1 and Dcr2 appear to be highly sensitive against the B1-
3-glucan synthase inhibitor Caspofungin. These findings can be explained by different substrate
specificities of the three enzymes. In contrast, no specific function of the three MPEs was observed

during biofilm formation.

In a second part, a structure-guided analysis of Cdcl, Ted1l and Dcr2 was performed, in order to
identify residues that are essential for function of the enzymes. In summary, a total of 30 previously
unknown essential residues were identified that could be involved in co-factor binding, substrate
binding or structural integrity of the enzymes. In addition, a total of 15 further residues were found,

which are required for full functionality of the proteins under cell wall stress.

In the last part, it was attempted to obtain a variant of Cdcl with a Ted1-like function, in order to
identify residues that might confer substrate specificity. By employing an in vitro evolution-based

approach, a Cdcl variant carrying 33 amino acids mutations (Cdc1™°%) could be isolated, which



was able to complement the Zn*"-dependent growth defect of a yeast strain lacking Ted1, but not the
lethal growth phenotype caused by the absence of both Tedl and Dcr2. This finding suggests that
Cdc1MO*F does not exhibit an altered specificity towards binding and processing of EtNP-2, but
might instead have acquired a so far unknown function conferring increased Zn*-resistance. Impor-

tantly, however, Cdc1M%*

was also not able to complement the lethal growth phenotype of a strain
lacking Cdcl. By performing a fine analysis of the 33 mutations, this phenotype enabled the identi-

fication of further residues essential for the functionality of Cdcl.

Taken together, this work identifies structural hotspots on the surface of GPI-specific MPEs that ap-
pear to be involved in co-factor binding, substrate binding or structural integrity of the enzymes as

well as residues that confer robust function under cell wall stress.
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Zusammenfassung

Die Biosynthese von Glycosylphosphatidylinositol (GPI) und der Transport von GPI-verankerten
Proteinen vom ER zur Plasmamembran oder der Zellwand wird in Eukaryoten durch ein komplexes
Prozessierungs- und Sortierungsnetzwerk vermittelt, an dem mehr als 20 bekannte Enzyme beteiligt
sind. In der Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae katalysieren die Metallophosphoesterasen
(MPEs) Cdcl zusammen mit Tedl und Dcr2 zwei wesentliche Schritte der GPI-Anker Prozessie-
rung. In einem Schritt wird der Ethanolaminphosphat Rest der Mannose-2 (EtNP-2) des GPI-Kerns
durch Tedl im ER entfernt. Dies ist eine Reaktion, die flir den effizienten Export aus dem ER erfor-
derlich ist. Des Weiteren kann EtNP-2 auch durch Dcr2 im Golgi-Apparat entfernt werden. In ei-
nem weiteren Schritt entfernt das Golgi lokalisierte Cdc1l den EtNP Rest von Mannose-1 (EtNP-1)
des GPI-Kerns. Diese Reaktion ist mutmaBlich essentiell fiir die Sortierung von GPI-verankerten
Proteinen von der Plasmamembran zur Zellwand. Wihrend die essentielle Funktion dieser drei En-
zyme bei der Proteinsortierung durch eine Vielzahl genetischer und zellbiologischer Experimente
aufgedeckt wurde, ist die spezifische Rolle der MPEs bei Zellwandstress oder Biofilmbildung noch
nicht im Detail untersucht. Zudem ist die strukturelle Grundlage fiir die spezifische Substraterken-

nung und -verarbeitung durch diese Enzyme weitgehend unbekannt.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die spezifischen Funktionen der Gene CDCI, TEDI und DCR?2
beziiglich Zellwandstress und Biofilmbildung untersucht. Hierzu wurden Hefestimme mit verschie-
denen Gendosen dem Wachstum unter verschiedenen Substanzen, die mit der Zellwand inteferieren
oder unter der Biofilmbildung untersucht. Die durchgefiihrten Untersuchungen deuten darauf hin,
dass Cdcl spezifisch sensitiv gegeniiber den Zellwand einlagernden Substanten Kongorot und Cal-
cofluorweil} ist, wihrend Ted1 und Dcr2 Sensitivitdt gegeniiber des B1-3-Glucansynthase-Inhibitors
Caspofungin zeigten. Diese Befunde lassen sich durch unterschiedliche Substratspezifititen der drei
Enzyme erkldren. Im Gegensatz dazu wurde keine spezifische Funktion der drei MPEs wihrend der

Biofilmbildung beobachtet.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine Struktur-basierte Analyse von Cdcl, Ted1 und Dcr2 durch-
geflihrt, um fiir die Enzymfunktion essentielle Reste zu identifizieren. Insgesamt wurden 30 bisher
unbekannte essentielle Reste identifiziert, die an der Bindung des Co-Faktors, der Substratbindung
oder der strukturellen Integritdt der Enzyme beteiligt sein konnten. Zudem wurden insgesamt 15
weitere Reste gefunden, die fiir die volle Funktion der Proteine unter Zellwandstress erforderlich

sind.
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Ziel des letzten Teils war es, eine Variante von Cdcl mit einer Ted1-artigen Funktion zu erhalten,
um Reste zu identifizieren, die mdglicherweise die Substratspezifitit vermitteln. Mit Hilfe in vitro-
Evolution-basierten Ansatzes konnte eine Cdc1-Variante mit 33 mutierten Aminoséuren (Cdc1O%F)
isoliert werden, welche dazu in der Lage war, den Zn*"-abhiingigen Wachstumsdefekt eines Hefes-
tammsohne Ted1 zu komplementieren, nicht aber den letalen Wachstumsphénotypen in gleichzeiti-
ger Abwesenheit von Tedl und Dcr2. Dieser Befund deutet darauf hin, dass Cdc1M°® keine verin-
derte Spezifitit fiir die Bindung und Prozessierung von EtNP-2 aufweist, sondern stattdessen eine
bisher unbekannte Funktion erworben haben kdnnte, die eine erhdhte Zn**-Resistenz vermittelt. Al-

lerdings konnte auch gezeigt werden, dass Cdc1™O®*

nicht mehr dazu in der Lage war, den letalen
Wachstumsphénotypen eines Stammes ohne Cdcl zu komplementieren. Durch eine Feinanalyse der

33 Mutationen konnte dieser Phéanotyp zur Identifizierung weiterer funktioneller Reste von Cdcl
fiihren.

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Arbeit strukturelle Hotspots auf der Oberflache von GPI-spe-
zifischen MPEs identifiziert werden, die an der Bindung von Co-Faktoren, Substraten oder der
strukturellen Integritdt der Enzyme beteiligt. Auch konnten Reste ermittelt werden, welche die ro-

buste Funktion unter Zellwandstress gewéhrleisten.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Saccharomyces cerevisiae — ein eukaryotischer
Modellorganismus

Die Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae ist ein pilzlicher Organismus, der Anteil an vielen alltag-
lichen Prozessen hat. Neben traditioneller Braukunst und der Herstellung von Backwaren, wird die
Béckerhefe auch als Arzneimittel zur Behandlung von Reiseerkrankungen oder fiir kosmetische
Zwecke verwendet. Als einfacher eukaryotischer Organismus ist S. cerevisiae jedoch auch im wis-
senschaftlichen Kontext ein sehr erfolgreiches System zur Erforschung zelluldrer Prozesse. Der seit
den Achtziger Jahren als Modellorganismus etablierte Pilz besitzt ein kompaktes, komplett sequen-
ziertes Genom, welches sich liber 16 Chromosomen erstreckt. Auf dem Genom befinden sich etwa
5300-5400 verschiedene Protein-codierende Gene (Mackiewicz et al. 2002). Die {ibersichtliche Ge-
nomgrofle wie auch die leichten und vielfédltigen DNA-Manipulationsmoglichkeiten, die fiir S. ce-

revisiae entwickelt wurden, machen den Pilz zu einem beliebten Modellorganismus.

Neben der grundlegenden Erforschung eukaryotischer, zelluldrer Prozesse ist S. cerevisiae aller-
dings auch in weiteren Wissenschaftsfeldern von Interesse. Der Pilz weist beispielsweise viele es-
sentielle Orthologe zum Menschen auf, die in etwa der Hélfte aller Félle direkt funktionell iibertrag-
bar sind (Kachroo et al. 2015). Auch existieren Orthologe zwischen S. cerevisiae und dem Men-
schen, die mit Erbkrankheiten assoziiert sind (Botstein & Fink 2011). Dies macht S. cerevisiae auch
in medizinischen Forschungsansitzen relevant. Im Kontext der synthetischen Mikrobiologie gibt es
Ansitze zur Etablierung exogener Stoffwechselwege oder Verbesserung nativer Synthesewege in
S. cerevisiae mit dem Ziel, den Pilz als Plattform zur Herstellung von industriellen Metaboliten wie
beispielsweise Biokraftstoff zu verwenden (Kim ef al. 2013; Liu ef al. 2022). Im Jahr 2022 wurde
S. cerevisiae von der ,,Vereinigung fiir Allgemeine und Angewandte Mikrobiologie* (VAAM) zur
Mikrobe des Jahres gekiirt, was auf die bestehende Bedeutsamkeit des Modellorganismus im wis-

senschaftlichen Kontext hindeutet.

Die Béckerhefe ist sowohl in haploider als auch in diploider Form lebensfihig (Abb. 1) (Herskowitz
1988). Das Zellwachstum wird in beiden Formen durch asymmetrische, mitotische Teilungen er-
moglicht: aus einer Mutterzelle proliferiert mittels Sprossung eine Tochterzelle, welche anschlie-

end durch Cytokinese abgeschniirt wird (Hartwell 1974).
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haploides Wachstum diploides Wachstum

Abb. 1: Der Lebenszyklus von S. cerevisiae

S. cerevisiae Zellen vermehren sich im haploiden und im diploiden Zustand durch asymmetrische Teilungen
(blau). Zwei haploide Zellen verschiedenen Geschlechtstyps konnen sich paaren und diploide Zellen generie-
ren. Bei schlechter Nahrstoffversorgung sporulieren diploide Zellen und bilden einen Ascus mit bis zu vier
haploiden Sporen aus (orange).

In der Natur findet man S. cerevisiae aufgrund der Fitness bedingten Vorteile eines doppelten Chro-
mosomsatzes bevorzugt in diploider Form. In ihrer haploiden Form besitzt der heterothallische Pilz
zwei Geschlechtstypen a und a, welche auf dem MAT-Lokus codiert sind (Klar 1987; Herskowitz
1988). Ist ein ausreichendes Nahrstoffangebot gewihrleistet, kann es zur Konjugation zweier Zellen
verschiedenen Geschlechtstyps kommen. Hierzu senden die Zelltypen geschlechtsspezifische Phe-
romone (a-Pheromone bzw. a-Pheromone) in die Umwelt aus (Hagen et al. 1986; Jenness et al.
1986). Zudem besitzen beide Zelltypen Oberflachen-Rezeptoren, um die Pheromone des anderen
Geschlechtstyps wahrnehmen zu konnen (Hagen ef al. 1986; Jenness et al. 1986). Nimmt eine
haploide Zelle die Pheromone des anderen Geschlechtstyps wahr, wird eine komplexe Signalkaska-
de aktiviert, welche zu einem Zellzyklus-Arrest in der G1 Phase sowie zur Expression von paa-
rungsspezifischen Genen fiihrt (Schrick ef al. 1997). Es kommt schlielich zur Agglutination, dann
zur Plasmogamie, der Verschmelzung der Zellwdnde und schlussendlich zur Karyogamie, der Ver-
schmelzung der Zellkerne (Terrance & Lipke 1981; Leberer et al. 1997; Sieber et al. 2023). Aus
zwei konjugierten Zellen sprosst eine diploide Zelle, welche sich mitotisch fortpflanzt (Sieber et al.
2023). Diploide S. cerevisiae Zellen konnen je nach Néhrstoffangebot in zwei unterschiedlichen
Formen wachsen: in einer Hefeform und in einer filamentésen Form (Gimeno et al. 1992). Der

Wechsel zwischen den beiden Formen ist stark reguliert (Gimeno et al. 1992; Kron & Gow 1995).
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Filamentoses Wachstum kann durch einen Stickstoffmangel induziert werden (Mitchell 1994; Kron
& Gow 1995). Es kommt zur Ausbildung invasiver Pseudohyphen, welche durch morphologisch
langere, miteinander verkettete Zellen in Erscheinung treten (Gimeno et al. 1992; Gancedo 2001).
Unter Kohlenstoff- und Stickstoffmangel sporulieren diploide S. cerevisiae Zellen (Mitchell 1994;
Neiman 2011). Hierzu durchlaufen sie im Zellkern geschlossene meiotische Teilungen und bilden
anschlieBend einen Ascus mit bis zu vier haploiden Sporen aus (Neiman 2005, 2011). Analog zur
Ausbildung von Pseudohyphen reagieren auch haploide Zellen auf Stickstoffmangel durch die Aus-
bildung adhisiver Wachstumsverbande (Briickner & Mosch 2012). Haploide homothallische S. ce-
revisiae Mutterzellen sind nach Durchlaufen einer mitotischen Teilung des Weiteren dazu in der

Lage, ihren Geschlechtstyp zu wechseln (Jensen & Herskowitz 1984; Haber 1992).

S. cerevisiae ist taxonomisch in die Division der Schlauchpilze Ascomycoten, die Klasse der Sac-
charomycetes und die Familie der Saccharomycetaceae einzuordnen (Kurtzman 2003). Von S. cere-
visiae existieren eine ganze Reihe verschiedener Wildtypisolate und Laborstimme, die sich sowohl
geno- als auch phéinotypisch stark unterscheiden kdnnen. So wurden beispielsweise im Jahre 2018
im Rahmen eines Screens 1011 verschiedene Isolate untersucht (Peter ef al. 2018). Der im wissen-
schaftlichen Hintergrund populdrste Stammbhintergrund ist S. cerevisiae S288c (Mortimer & John-
ston 1986). Dieser Stamm besitzt den Vorteil, dass er lediglich eine minimale Nahrstoffversorgung
benotigt und nicht flokkuliert (Mortimer & Johnston 1986). Fiir Zellwand spezifische Analysen eig-
net sich S. cerevisiae £1278b durch seine Vielzahl an Zellwandprotein vermittelten Phanotypen be-

sonders gut (van Mulders ef al. 2009; Dowell et al. 2010).

1.2 Die Zellwandmorphologie von S. cerevisiae

Als eukaryotischer Organismus ist S. cerevisiae Zell-morphologisch kompartimentiert. Neben klas-
sischen eukaryotischen Zellkompartimenten wie dem Zellkern, dem Endoplasmatischen Retikulum
(ER) und den Mitochondrien weisen pilzliche sowie pflanzliche und Algenzellen als Besonderheit
zudem eine Zellwand auf. Obgleich die genaue Zusammensetzung der Zellwand je nach Wachs-

tumsphase und -form variiert, kann ihre grundsétzliche Struktur in eine innere und eine &ullere

Schicht eingeteilt werden (Abb. 2) (Klis 1994).

Die innere Schicht der Zellwand ist etwa 70-100 nm dick (Cappellaro et al. 1994). Sie besteht aus
einer diinnen, die Plasmamembran umgebenden Chitinschicht, die etwa 2 % der Zellwand ausmacht

und an ein dichtes, komplexes Gebilde aus $1-3 und B1-6 verkniipften Glukanen (60 %) anschlief3t.
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Die duBere Schicht der Zellwand ist im Gegensatz zur Inneren sehr dicht an Elektronen (Osumi
1998). Sie besteht aus Mannoproteinen, welche liberwiegend hochglykosyliert sind (Klis 1994). Im
Allgemeinen wird diesen eine Schutzfunktion zugesprochen, da sie die inneren Teile der Zellwand

beispielsweise vor fremden Enzymen abschirmen (Zlotnik ez al. 1984; Nobel ef al. 1990).

NS

Zellmembran

<A\ B1-3 verknipftes Glukan J—
1 Q B1-6 verkniipftes Glukan |~ ?

ovrmre e © Mannoprotein (~ 40 %) B Chitin (~ 2 %)

Abb. 2: Ubersicht der S. cerevisiae Zellwand Morphologie
Elektronenmikroskopische Aufnahme des S. cerevisiae X1278b-Stamms YHUM3461. Die Zellplasmamem-
bran sowie die einzelnen Bestandteile der Zellwand sind schematisch markiert.

Bei S. cerevisiae dient die Zellwand in erster Linie dem Schutz und der Formgebung einer Zelle
und vermittelt vor allem mechanische Stabilitdt (Smith et al. 2000; Klis et al. 2002; Lesage & Bus-
sey 2006). Dies ermdglicht sowohl die Toleranz gegeniiber dufleren, mechanischen Reizen als auch
die Erhaltung der Osmolaritdt des zelleigenen Cytoplasmas (Klis et al. 2006). Bei der Zellwand
handelt es sich jedoch gleichzeitig auch um eine dynamische wie flexible Struktur, um verschiedene
Wachstumsformen und Umweltanpassungen wie beispielsweise Mating, Sporulation oder die Aus-
bildung von Pseudohyphen zu gewéhrleisten (Morris et al. 1986; Smith et al. 2000; Klis et al.
2002). Dem zugrunde liegend sind die Synthese, Erhaltung und Anpassung der Zellwand essentielle
Prozesse zum Ubetleben der Zelle (Lesage & Bussey 2006). Es konnten in der Vergangenheit 1200
Gene in S. cerevisiae identifiziert werden, welche an der Zellwandsynthese und der Erhaltung ihrer
Integritdt beteiligt sind (Groot ef al. 2001; Verna et al. 1997; Garcia ef al. 2015). Teilt sich beispiels-
weise eine Hefezelle durch Sprossung, so sind allein an der Determinierung des Sprosspunktes so-
wie der Zellwandsynthese knapp 50 Gene direkt beteiligt (Cabib et al. 1998). Die Bildung eines

Sprosses ist mit dem Abbau der Zellwand am Sprosspunkt verbunden, einem hoch regulierten Pro-
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zess, der einerseits die Zellexpansion ermdglicht, ohne dass es zum Zerbersten der Zellen aufgrund

des Zelltugors kommt (Levin 2005).

Zellen reagieren auf verschiedene Weise auf unterschiedliche Zellwandstresse. So weisen Hefen
beispielsweise unter erhohtem osmotischen Druck ein verhiltnisméBig kleineres Zellvolumen und
verdickte Zellwiinde auf. Diese Anderungen sind reversibel (Morris et al. 1986). Auch der Chitinge-
halt kann zur Erhaltung der Zellwandintegritdt unter Zellwandstress oder spezifischen Nahrstoffbe-
dingungen stark ansteigen (Popolo et al. 1997; Bulik et al. 2003). Es gibt eine ganze Reihe ver-
schiedener Substanzen, welche als Zellwand-Stressoren fiir Forschungszwecke oder als Antimycoti-
ka eingesetzt werden (Garcia et al. 2015). Die Farbstoffe Calcofluorweil und Kongorot sind nur
zwei von vielen Beispielen dafiir. Kongorot komplexiert mit Teilen des Glukannetzwerks der Zell-
wand und stort dort die Struktur (Vannini et al. 1983; Kopecka & Gabriel 1992). Calcoflourweil3
bindet Chitin und stort auf diese Weise die strukturelle Integritit der Zellwand (Elorza et al. 1983)
Ein anderes klassisches Beispiel ist das Antimykotikum Caspofungin, welches als Inhibitor der p1-3
Glukansynthase, den Aufbau und die Instandhaltung der Zellwand stort (Deresinski & Stevens
2003), (Letscher-Bru & Herbrecht 2003). Analog zu diesen klassischen Zellwand-Stressoren exis-
tieren auch Substanzen, die Plasmamembran-Stress auslosen und den Zellwandintegritdtssignalweg
(CWI) aktivieren wie beispielsweise SDS (Igual et al. 1996). Auch konnen weniger spezifische
Stressoren mit weitreichenden Konsequenzen auf grundlegende zelluldre Prozesse einen Einfluss
auf die Zellwand haben wie beispielsweise Temperaturstress oder Stress durch Metallionen (Rowley
et al. 1993; Vidair et al. 1996; Belcastro et al. 2005; Richter et al. 2010; Wysocki & Tamas 2010;
Hosiner et al. 2014).

1.3 Zellwandproteine aus S. cerevisiae

Zellwandproteine in S. cerevisiae sind funktional ausgesprochen vielfdltig. Sie spielen eine Rolle
bei der Instandhaltung der Zellwandstabilitdt (Ragni et al. 2007) und haben einen mal3geblichen
Einfluss auf die Morphologie der Zellen (Ghanegolmohammadi et al. 2021). Als Interaktionsplatt-
form der Zellumgebung befinden sich in der Zellwand jedoch auch sensorische Proteine, die bei-

spielsweise andere Zellen oder spezifische Stresse erkennen konnen (Klis ef al. 2006; Dranginis et

al. 2007).

Bei einer groflen Anzahl der Zellwandproteine aus S. cerevisiae handelt es sich um glykosylierte

Mannoproteine (Klis 1994; Groot et al. 2005). Auf genomischer Ebene sind in S. cerevisiae 36
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Mannoprotein-codierende Gene bekannt, von denen mehr als die Hélfte aus einer Genomduplikati-
on hervorgegangen sind (Diss et al. 2017). In einer Zellwandproteomanalyse von S. cerevisiae
konnten mehr als 20 verschiedenen Proteine identifiziert werden, welche kovalent an die Zellwand-
Polysaccharide gebunden sind (Yin ef al. 2005; Yin et al. 2007). Die exakte Zusammensetzung des
Zellwandproteoms unterscheidet sich stark nach Entwicklungszyklus, Umweltbedingungen und
S. cerevisiae Stamm (Smits et al. 1999; Aguilar-Uscanga & Frangois 2003). So gibt es beispielswei-
se klinisch relevante S. cerevisiae Isolate, deren Zellwandproteome sich signifikant von S. cerevi-
siae S288c unterscheiden und Ahnlichkeit zu pathogenen Vertretern der Saccharomycetaceae wie
beispielsweise C. glabrata zeigen (Hsu et al. 2015). Auch in Wachstumsverbdanden wie Biofilmen
herrscht beispielsweise ein deutlich veridndertes Zellwandproteom: das Adhésin Flol11 ist ein Zell-
wandprotein, welches unter anderem die Zell-Zell-Adhésion ermdglicht und zentral fiir die Bildung

von Biofilmen ist (Reynolds & Fink 2001).

Durch die hohe Diversitidt und variierende Zusammensetzung von Zellwandproteinen in S. cerevi-
siae werden diese durch verschiedenste Mechanismen in die Zellwand eingebaut (Lesage & Bussey
2006; Orlean 2012). Tatsdchlich werden dabei nicht alle Proteine kovalent mit Bestandteilen der
Zellwand verkniipft. So existiert beispielsweise eine Familie von Mechanosensorproteinen, die so-
genannte Wsc-Familie, welche durch ihren Doménen-artigen Aufbau durch die Schichten der Zell-
wand ragen und mit einer einzelnen Transmembrandoméne in der Zellmembran verbunden sind
(Kock et al. 2015). Dies ermoglicht die intrazelluldre Signalweiterleitung bei mechanischen Reizen
und fiihrt zur Aktivierung des Zellwandintegritits-Signalweges (CWI) (Verna et al. 1997; Lodder
et al. 1999).

Andere Proteine der Zellwand sind weder mit der Zellwand noch der Zellmembran verbunden. Sie
werden mittels Disulfidbriicken an andere Zellwandproteine verkniipft (Klis ef al. 2002). Ein Bei-
spiel fiur Disulfidbriicken-verbundene Zellwandproteine ist das A-Agglutinin Aga2 (Watzele et al.
1988; Cappellaro ef al. 1994).

Viele Zellwandproteine werden kovalent an Bestandteile der Zellwand verkniipft. So werden einige
Proteine mithilfe einer Alkali-sensitiven Bindung an das f1-3-Glukan der Zellwand verkniipft, wie
beispielsweise die Familie der Pir-Proteine (Mrsa et al. 1997; Lesage & Bussey 2006). Die Pir-Pro-
teine (Proteins with Internal Repeats) bilden eine Familie aus fiinf Zellwandproteinen, welche sich
durch ihre Doméne von sieben bis zehn sequenziellen Wiederholungen auszeichnet (Toh-e et al.

1993; Mrsa et al. 1997; Ecker et al. 2006). Es wird vermutet, dass sie mittels einer Esterbindung
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zwischen einem glykosylierten Rest und einer Glukose des B1-3-Glukans an die Zellwand gebun-
den sind (Ecker ef al. 2006). Durch mehrere dieser Bindungen kommt es zu einer zusétzlichen Sta-

bilisierung der Zellwand (Klis et al. 2006).

Eine weitere grofle Gruppe kovalent mit der Zellwand verkniipfter Proteine wird mit Glykosylphos-
phatidylinositol (GPI) modifiziert und anschlieend mit einem Teil des GPIs am B1-6-Glukan der
Zellwand verbunden (Nobel & Lipke 1994; Lu et al. 1995; Lesage & Bussey 2006). In S. cerevi-
siae sind mehr als 60 mutmaBliche Proteine bekannt, die mit GPI modifiziert werden (Caro et al.
1997; Groot et al. 2003). In Candida albicans, einer humanpathogenen Art der Saccharomycetales,
wurden sogar fast doppelt so viele mutmaBliche GPI-verankerte Proteine (104 Stiick) identifiziert
(Groot et al. 2003). GPI-verankerte Zellwandproteine wie beispielsweise Adhdsine zum Anheften
und Besiedeln von Wirtsschleimhautzellen gelten als gro3e Virulenzfaktoren dieser Spezies (Calde-
rone & Fonzi 2001). Dies verdeutlicht die Relevanz der Aufklarung der GPI-Anker Biosynthese
auch im Zusammenhang mit Pathogenitit und der Entwicklung neuer Antimykotika. Da die GPI
Anker Biosynthese nur moderate Ahnlichkeit zwischen S. cerevisiae sowie humanpathogenen He-
fen und dem Menschen aufweist (Karathia et al. 2011), stellt dieser Sekretionsweg einen moglichen

Angriffspunkt fiir die Entwicklung neuer Antimykotika dar.

GPI-Anker sind Verbindungen aus strukturell komplexen Glykophospholipiden, die im ER post-
translational an Zellwand- und Membranproteine gekniipft werden (Pittet & Conzelmann 2007).
Die Kernstruktur von GPI ist in allen Eukaryoten konserviert (Abb. 3) (Fankhauser et al. 1993;
Takeda & Kinoshita 1995).

Sie besteht aus einem Trimannosylkern mit verschiedenen glykosidischen Bindungen (Manal-
2Manal-6Man) (Fankhauser et al. 1993). An die erste der drei Mannose-Einheiten (Man-3) ist ein
Ethanolaminphosphat (EtNP) gebunden, was fiir die kovalente Bindung des GPI-Ankers mit dem
Zielprotein notwendig ist (Pittet & Conzelmann 2007; Kinoshita & Fujita 2016). An die letzte der
Mannose-Einheiten (Man-1) ist al-4 glykosidisch ein Glukosamin (GlcNH,) gebunden. Das Gluko-
samin ist al-6 glykosidisch an Phosphatidylinositol (PI) gebunden. Insgesamt ergibt sich daraus der
GPI-Kern: EtNP-Manal-2Manal-6Manal-4GlcNH,al-6Myo-Inositol-1-P-Lipid (Fankhauser et al.
1993; Kinoshita & Fujita 2016).

Der GPI-Kern kann verschiedene Lipide aufweisen (Paulick & Bertozzi 2008). Neben dem GPI
Vorlauferlipid Phosphatidylinositol (PI) sind in S. cerevisiae fiir reife GPI-Anker zwei weitere Ar-

ten von Lipiden bekannt (Conzelmann et al. 1992; Fankhauser et al. 1993; Pittet & Conzelmann
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Abb. 3: Struktureller Aufbau von GPI

Die Kernstruktur von GPI ist in Eukaryoten konserviert. S. cerevisiae spezifische Reste sind ein bis zwei
weitere Mannose-Einheiten an Man-3, sowie jeweils ein EtNP an Man-1 und Man-2. Bekannte Fettsduren
maturer S. cerevisiae GPI-Anker sind PI, DAG und IPC.

2007; Yoko-O et al. 2018). Neben Diacylglycerol (DAG) wird kann der Lipid Teil des Ankers auch
aus Inosiltolphosphokeramid (IPC) bestehen (Fankhauser et al. 1993). So wurde beispielsweise fiir
den GPI-Anker des Zellwandproteins Cwp2 gezeigt werden, dass er PI als Fettsdure beibehélt, wih-
rend der GPI-Anker des Gasl Zellwandproteins Keramidstrukturen aufweist (Yoko-O et al. 2013;
Yoko-O et al. 2018).

Neben verschiedenen Lipiden besitzt der GPI-Kern zudem Art-spezifische Seitengruppen, welche
auf verschiedene Arten mit dem GPI-Kern verkniipft sein konnen (Paulick & Bertozzi 2008). Diese
Seitengruppen machen die GPI-Biosynthese zu einem moglichen Ziel zur Entwicklung neuer Anti-
mykotika (Takeda & Kinoshita 1995). In S. cerevisiae kann der Rest an Man-3 aus einer oder zwei
weiteren Mannose-Einheiten (Man-4 und Man-5) bestehen, welche jeweils iiber eine al-2 an Man3
und eine al-3 oder al-2 glykosidische Bindung an Man4 gekniipft sind (Fankhauser et al. 1993;
Paulick & Bertozzi 2008). An Man-1 und Man-2 befindet sich in S. cerevisiae GPI-Vorlaufern ein
EtNP, welche dort {iber Phosphodiesterbindungen verkniipft sind, in reifen GPI-Ankern jedoch nicht
gefunden werden (Fankhauser ef al. 1993; Canivenc-Gansel et al. 1998; Benachour et al. 1999).
Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass beide Reste wihrend der GPI-Biosynthese durch Proteine
mit Phosphoesterase-Aktivitit eliminiert werden und dass dieser Prozess essentiell ist (Vazquez et

al. 2014; Chen et al. 2021).
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1.4 Metallophosphoesterasen in S. cerevisiae

Die Spaltung von Phospho(di)esterbindungen ist eine grundlegende enzymatische Reaktion, die in
vielen zelluldren Prozessen essentiell ist. Phosphodiesterbindungen bilden nicht nur das Riickgrat
der DNA und RNA, indem sie Nukleotide miteinander verkniipfen, sie kommen auch in vielen an-
deren zelluliren Komponenten wie beispielsweise in Form der Phosphoglykosylierung von Protei-

nen vor (Mehta et al. 1996; Matange et al. 2015).

In S. cerevisiae existieren eine ganze Reihe von Proteinen, welche dazu in der Lage sind, solche
Bindungen zu spalten (Offley & Schmidt 2019). Ein klassisches Beispiel sind die Phosphodiestera-
sen Pdel und Pde2, welche zur Superfamilie der ,,Zyklischen AMP Phophodiesterasen gehoren
und folglich zyklisches AMP und zyklisches GMP als Substrate aufweisen (Ma ef al. 1999; Theve-
lein & Winde 1999). Neben dieser bekannten Gruppe existiert unter anderem die Superfamilie der
»Metallophosphoesterasen* (MPEs) (IPR029052) und der nahezu deckungsgleichen ,,calcineurinar-
tigen Phosphoesterasen* (IPR004843) (Paysan-Lafosse et al. 2023). Beide Familien weisen grund-
sdtzlich vielféltige und ubiquitir vertretene Proteine auf, welche Phosphomonoester- und Phospho-
diesterbindungen spalten konnen (Koonin 1994; Aravind & Koonin 1998). Das namensgebende
Protein Calcineurin ist eine doménenartig aufgebaute, Calcium- und Calmodulin-abhingige Serin/
Threonin-Phosphatase, welche beispielsweise in Gehirn, Muskeln und dem Skelett von Sdugetieren
vorkommt (Balendiran ef al. 1995). Proteine mit calcineurinartiger Doméne zeichnen sich durch ein
einzigartiges, spezifisches Peptidmotif aus: DxH-(~25)-GdxxD-(~25)-GNHD/E (Bairoch 1993;
Koonin 1994; Zhuo et al. 1994). Dieses Peptidmotif deckt sich mit dem MPE-Signaturmotif: DxH-
xn -GD- x, -GNHD/E- x, -H- x, -GHxH (Goldberg et al. 1995; Matange et al. 2015). Beide Peptid-
motive sind Teil der katalytischen Doméne von Phosphoesterasen und unter anderem fiir die Kom-
plexierung zweier divalenter Kationen als Co-Faktor verantwortlich (Goldberg et al. 1995; Klabun-
de et al. 1996). Die erste geloste Tertidrstruktur eines Proteins mit derartiger Doméanenarchitektur
war von der sdugetierischen Purple Acid Phopsphatase (Lindqvist et al. 1999). In der Ordnung der
»Echten Hefen* Saccharomycetales mit etwa 1000 bekannten Spezies (Suh et al. 2006) konnen
3164 mutmaBliche Proteine mit MPE-Doméne innerhalb der Interpro Datenbank gefunden werden
(Paysan-Lafosse et al. 2023). In S. cerevisiae gibt es 22 bekannte Proteine, welche eine solche Do-

maéne aufweisen (Paysan-Lafosse et al. 2023) (Abb. 4).

Durch ihr breites Substratspektrum weisen diese 22 Proteine trotz struktureller Ahnlichkeiten der

MPE-Domine eine Vielzahl verschiedener Funktionen im Zellzyklus und Metabolismus, beim Ma-
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Abb. 4: Phylogenetischer Stammbaum von Proteinen mit MPE-Doméne aus S. cerevisiae

Alle Proteine mit MPE-Doméne aus dem Taxon Saccharomycetales wurden aus der Interpro Datenbank
(Paysan-Lafosse et al. 2023) heruntergeladen und mittels ClustalW Algorithmus ein phylogenetischer Baum
angefertigt. Der Baum wurde mittels iTOL visualisiert (Letunic & Bork 2021).

ting und bei spezifischen Stressantworten sowie der GPI-Biosynthese auf. So war von allen 22 Ver-
tretern beispielsweise Dbrl eines der ersten Proteine, welches in einem genetischen Screen identifi-
ziert und dem eine Rolle als Phophoesterase beim Entzweigen von RNA Lariaten zugesprochen

wurde (Chapman & Boeke 1991; Zhuo et al. 1994).

Bei anderen Proteinen blieb ihre genaue Funktion lange unklar. So wurde Cdcl beispielsweise be-
reits in den 70er Jahren im Zuge einer phénotypischen Charakterisierung Temperatur-sensitiver Al-
lele identifiziert (Hartwell et al. 1973). Dennoch konnte seine spezifische Funktion erst etwa 40

Jahre spater aufgeklédrt werden (Vazquez et al. 2014). Im Gegensatz zu allen anderen Metallophos-

10
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phoesterasen aus S. cerevisiae ist Cdcl das einzig essentielle Protein (Giaever et al. 2002). Bei
Cdcl wie auch Tedl handelt es sich um GPI-Remodelasen mit konservierter Phosphoesterase Do-
méne (Vazquez et al. 2014; Manzano-Lopez ef al. 2015). Beide Proteine eliminieren wéhrend der
GPI-Biosynthese ein EtNP von Man-1 (Cdcl) bzw. Man-2 (Ted1) des GPI-Ankers. Es konnte au-
Berdem gezeigt werden, dass die Phosphoesterase Dcr2 ebenfalls eine Rolle in der GPI-Anker Pro-
zessierung spielt (Chen ef al. 2021). Das Protein besitzt eine Ted1-redundante Funktion (Chen ef al.
2021). Alle drei Proteine zdhlen laut Inerpro Datenbank Kategorisierung sowohl zu den Calcineu-

rinartigen- als auch zu den Metallophosphoesterasen (Paysan-Lafosse et al. 2023).

1.5 Struktur der Metallophosphoesterasen Cdcl, Ted1 und
Dcr2

Cdcl, Ted1 und Dcr2 weisen eine dreiteilige Doméanenstruktur mit einer N-terminalen Region, einer
MPE-Domine und einer C-terminalen Region auf. Die N-terminale Region ist bei Cdc1 und Ted1
etwa gleich lang ( ~80 Aminosduren) und besitzt laut Interpro Datenbankeintrag eine vorhergesagte
Transmembrandoméne (Paysan-Lafosse ef al. 2023). Dcr2 besitzt hingegen eine etwa 250 Amino-
sauren lange N-terminale Region, fiir die bislang kein spezifisches Domadnenmotif identifiziert wur-
de, die aber ebenfalls eine Transmembrandoméne beinhaltet (Chen et al. 2021). Die C-terminale
Region unterscheidet sich stark zwischen den drei Proteinen. Wihrend Dcr2 C-terminal nur wenige
Peptide aufweist, so besitzt Ted1 eine weitere mutmalliche Transmembrandoméne und Cdcl zwei

weitere Transmembrandoméinen, welche mittels einer cytosolischen a-Helix verbunden sind.

Auch die MPE-Doménen der drei Proteine unterscheiden sich beziiglich ihrer Doménenarchitektur
(Abb. 5). Die MPE-Domine von Cdcl erstreckt sich iiber die Aminosédurereste S87-D387. Dcr2
weist eine dhnlich lange MPE-Domine von G246-L556 auf und Ted1 besitzt eine groere MPE-Do-
méne von D77-A448. Grundsétzlich konnen MPE-Dominen aus einer sehr diversen Anzahl von Se-
kundirstrukturelementen bestehen (Matange et al. 2015). Das zentrale B-Faltblatt-Sandwich wird
bei Cdcl und Dcr2 aus 11 B-Faltblittern gebildet. Bei Tedl weist es 13 B-Faltblitter auf. Die un-
strukturierten Bereiche zwischen den einzelnen Sekundirstrukturelementen unterscheiden sich in
ihrer Lange stark zwischen den drei Proteinen. Cdcl, Ted1 und Dcr2 weisen mutmafliche Ortholo-
ge im filamentdsen Pilz Chaetomium thermophilum auf (UniProt 2023). Tedl besitzt zudem ein
menschliches Ortholog Pgap5 (Fujita ef al. 2009). Das MPE-Motif kann in fiinf verschiedene BI16-
cke (Block I — Block V) unterteilt werden (Matange ef al. 2015). Block V zeigt die grofite Sequenz-

variation zwischen den gezeigten Proteinen. So unterscheidet sich CfDcr2 an dieser Stelle (LSDH)
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ScCdcl
CtCdcl
ScTedl
CtTedl
ScDer2
CtDcr2
HsPgap5

ScCdcl
CtCdcl
ScTedl
CtTedl
ScDcr2
CtDcr2
HsPgap5

ScCdcl
CtCdcl
ScTedl
CtTedl
ScDer2
CtDcr2
HsPgap5s

ScCdcl
CtCdcl
ScTedl
CtTedl
ScDcr2
CtDcr2
HsPgap5

ScCdcl
CtCdcl
ScTed1
CtTedl
ScDcr2
Cthcr2
HsPgap5

ScCdcl
CtCdcl
ScTedl
CtTedl
ScDer2
CtDcr2
HsPgap5

ScCdc1
CtCdcl
ScTedl
CtTedl
ScDer2
CtDcr2
HsPgap5

ScCdcl
CtCdcl
ScTedl
CtTedl
Scher2
CtDcr2
HsPgap5

Abb. 5: Proteinsequenzalignment von Cdcl, Ted1 und Dcr2 aus S. cerevisiae und C. thermophilum
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541 B-Faltblatt a-Helix

Das Proteinsequenzalignment wurden mithilfe des ClustalOmega-Algorithmus (Thompson et al. 1994;
Sievers et al. 2011; Madeira et al. 2019) hergestellt und anhand der Strukturen manuell angeglichen. Die
Proteine ScCdcl (P40986), CtCdcl (GOSCJ2), ScTedl (P40533), CfTedl (GOSI65), ScDer2 (Q05924),
CtDc2 (GOSHO04) und HsPgap5 (Q53F39) wurden verwendet.
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von ScDcr2 (GHDH) und allen weiteren Proteinen, wihrend ScCdcl (GDDH) und ScTedl (GHDH)
jeweils die gleiche Sequenz wie ihre Orthologe aus C. thermophilum aufweisen. Die Tertidrstruktur
der drei GPI-spezifischen Metallophosphoesterasen (Abb. 6) konnte iiber Kristallstrukturanalyse
bislang nicht aufgeklart werden. Jedoch existieren genaue 3D-Modelle von Cdcl (P40986), Tedl

Gesamtprotein

MPE-Domane

2

égg

Bz W 5
V
X
D

<
MPE- I I I \Y
Motf D xH GD GNHD/EH GH
CdcL DP GD GNHD H G

Dcr2 DLH GD GNHD H GHDH

Abb. 6: 3D-Modell der Metallophosphoesterasen Cdcl, Ted1 und Dcr2

Tertidrstrukturmodelle von Cdcl, Ted1l und Dcr2 der Alphafold Datenbank (Varadi et al. 2022). Die MPE-
Doménengrenzen wurden mithilfe der auf Interpro hinterlegten Doméanengrenzen (Paysan-Lafosse et al.
2023) und anhand der Struktur festgelegt. Das Sequenzlogo basiert auf den 3164 Proteinen mit MPE-Do-
mine aus Saccharomycetales von Interpro (Paysan-Lafosse et al. 2023) und wurde mithilfe des WebLogo
Tools hergestellt (Crooks et al. 2004). Je hdufiger ein MPE-Rest an einer bestimmten Stelle aufgetreten ist,
desto groBer ist er dargestellt. Abweichungen von Cdcl und Tedl vom MPE-Motif sind beige dargestellt.
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(P40533) und Dcr2 (Q5924) in der Alphafold Strukturdatenbank (Varadi et al. 2022). Oberhalb des
B-Faltblatt-Sandwiches befinden sich die hoch konservierten Reste des MPE-Signaturmotifs. Diese
Reste sind sich im Vergleich zwischen den drei Proteinen strukturell und positionell am dhnlichsten.
Vom MPE-Zentrum entfernte Bereiche weisen abgesehen vom zentralen B-Faltblatt-Sandwich
strukturell die stdarksten Unterschiede auf. So Cdcl, Tedl und Dcr2 weisen jeweils 5 positionell de-
ckungsgleiche a-Helices auf. Dariiber hinaus besitzt jedes der drei Proteine drei weitere einzigartige

a-Helices.

Die Blocke des MPE-Signaturmotifs sind innerhalb der Saccharomycetales verschieden stark kon-
serviert. In Block II und Block III sind die konservierten Reste am ubiquitirsten vertreten. In Block
V ist vor allem das erste Glycin des Motifs vertreten. Dagegen variieren die weiteren Reste des
Blocks V innerhalb der Saccharomycetales stiarker. Am héufigsten ist jedoch die kanonische MPE-
Signatursequenz zu finden. Die grofte Variation ist von Block I und Block IV zu finden. In Block
IV ist Cystein in den Saccharomycetales im Gegensatz zum kanonischen Histidin der hiufigste
Rest. Cdcl und Ted1 zeigen leichte sequenzielle Abweichung vom durchschnittlich in Saccharomy-
cetales vorzufindenden MPE-Signaturmotif. In Block I des Motifs befindet sich bei Cdc1 und Ted1
ein Glutamin anstelle eines Histidins. Des Weiteren besitzt Cdcl in Block V statt Hisitdin ein As-
partat. Der variable Rest in Block V ist bei allen drei Proteinen ein Aspartat. Der grundsitzlich in
Saccharomycetales variabelste Block IV entspricht bei Cdcl, Ted1 und Dcr2 der kanonischen MPE-

Signatursequenz.

1.6 Die Rolle von Cdcl, Ted1 und Dcr2 in der GPI-Transport-
und Sortierungsmaschinerie

Die GPI-Biosynthese ist ein dulerst komplexer Prozess, der durch einen mehrstufigen, membran-
staindigen Syntheseweg mit mehr als 20 Proteinen katalysiert wird (Orlean & Menon 2007) (Abb.
7). Da sowohl Plasmamembran-stindige als auch Zellwandproteine GPI-verankert sein konnen,

muss der Transport und die Erkennung durch spezifische Enzyme stets gewéhrleistet sein.

Die Synthese von GPI beginnt auf der cytoplasmatischen Seite des ERs und wird anschlieend in
seiner Vorlduferform GIcN-PI durch einen energieintensiven enzymatischen Prozess in das ER Lu-
men umgelagert (Watanabe et al. 1999; Pomorski & Menon 2006; Orlean & Menon 2007). Danach
erfolgt die Acylierung des Inositols durch Gwtl, wie auch das schrittweise Anfligen der Mannose-

Einheiten und EtNP-Einheiten (Franzot & Doering 1999; Umemura et al. 2003; Komath et al
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Transamidase-
Komplex

Cdcl Dcw1/ Dfg5
== — :(>=1>§‘> Zellwand

=== —= Plasmamembran
verzogerter Cdcl
Trangport e Cwh43 abhangig
— ﬂb =—=D=> Zellwand oder
Plasmamembran
ER Golgi

Abb. 7: Ubersicht der GPI-Biosynthese

Die GPI-Anker Biosynthese beginnt im ER. Die EtNP-Transferasen Mcd4 und Gpi7 fiigen dem GPI-Anker
EtNP-1 und EtNP-2 zu. Die Verkniipfung von Zielptotein und GPI wird danach durch den Transamidase-
Komplex vermittelt. Cwh43 initiiert den Austausch von PI zu IPC fiir GPI-verankerte Plasmamembranprotei-
ne. Ted1 eliminiert EtNP-1 bei allen GPI-verankerten Proteinen. TEDI-Deletionsstimme weisen verzogerten
Transport GPI-verankerter Proteine aus dem ER auf. Dcr2 ist ebenfalls dazu in der Lage, EtNP-2 zu elimi-
nieren. Cdcl eliminiert im Golgi EtNP-1 bei GPI-verankerten Zellwandproteinen. Nur nach Eliminierung
von EtNP-1 kénnen die Proteine von Dcw1 und Dfg5 in die Zellwand eingebaut werden.

2018). Es ist nicht vollstindig geklirt, in welcher Reihenfolge Mannose-Einheiten und EtNPs an
den GPI-Kern gekniipft werden (Komath er al. 2018). Die Mannose-Einheiten werden durch die
Mannosyltransferase I — IV mit dem GPI-Vorldufer verbunden (Orlean & Menon 2007; Komath et
al. 2018). Das Anfiigen der EtNPs erfolgt durch die katalytische Umsetzung von Phosphatidyletha-
nolamin (PE) (Imhof et al. 2000). An Man-1 wird durch die essentielle EtNP-Transferase Mcd4 ein
EtNP angefiigt (EtNP-1) (Gaynor ef al. 1999). Das Anfligen von EtNP-1 ist notwendig, um EtNP-3
mit dem GPI-Kern zu verkniipfen (Imhof et al. 2004). Die Bindung des fiir das Verkniipfen von GPI
und Zielprotein essentielle EtNP-3 erfolgt anschlieend durch Gpil3 (Flury et al. 2000; Taron et al.
2000). Fiir die Reaktion wird ein GPI-Kern aus mindestens vier Mannose-Einheiten bendtigt (Taron
et al. 2000). Als letztes erfolgt die Bindung von EtNP-2 an Man-2 durch die EtNP-Transferase Gpi7
(Benachour et al. 1999). Nach der Fertigung dieses GPI-Intermediates erfolgt schlieBlich die Ver-
kniipfung von Zielprotein und GPI im ER durch den Transamidase-Komplex (Pittet & Conzelmann
2007; Fujita & Kinoshita 2010; Komath et al. 2018).
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Proteine, welche mit GPI modifiziert werden sollen, weisen eine spezifische Doménenstruktur auf
(Caras et al. 1987). Neben der N-terminalen Signalsequenz zum Transport in den sekretorischen
Transportweg besitzen die Proteine zudem eine C-terminal lokalisierte Erkennungssequenz mit ei-
nem spezifischen Motif fiir die Verkniipfung mit GPI (Caras et al. 1987). Diese C-terminale Erken-
nungssequenz setzt sich aus einem hydrophoben Bereich, einer Zwischensequenz und der Spal-
tungs- bzw. Verkniipfungsstelle mit dem GPI-Anker (o Site) zusammen (Caras & Weddell 1989;
Moran & Caras 1991; Eisenhaber et al. 1998; Pittet & Conzelmann 2007). Es konnte gezeigt wer-
den, dass Aminoséduren in der w-Minusregion die Lokalisation GPI-verankerter Proteine in der Zell-
wand oder Plasmamembran bestimmen konnen (Hamada et al. 1999; Frieman & Cormack 2003).
Das Schneiden des Proteins an der o Site sowie das Verkniipfen mit dem EtNP-3 des GPI-Ankers
durch eine Amidbindung erfolgt durch den Transamidase Komplex (Pittet & Conzelmann 2007; Fu-
jita & Kinoshita 2010; Kinoshita 2016). Der Transamidasekomplex besteht insgesamt aus fiinf Un-
tereinheiten (Gaal, Gabl, Gpi8, Gpil6, Gpil7) (Ohishi et al. 2000; Fraering et al. 2001; Ohishi et
al. 2001; Hong et al. 2003).

Nach der Verkniipfung von GPI und Protein erfolgt eine komplexe Prozessierungs- und Sortierungs-
maschinerie, bevor die GPI-verankerten Proteine ihre finale Lokalisation in der Plasmamembran
oder Zellwand erreichen. Die Lokalisation vieler Enzyme, die Teil dieses komplexen GPI-Sekreti-
onsnetzwerks sind und ihr Zweck sind bis heute nicht vollstdndig geklért (Tashima et al. 2006; Lo-
sev et al. 2008; Yofe et al. 2016; Yang & Banfield 2020). Die Sortierung GPI-verankerter Proteine
beginnt bereits im ER (Mufiz & Riezman 2000; Muiiz et al. 2001). Die dort lokalisierte GPI-
Remoldase Cwh43 ist am Austausch von PI zu Keramid beteiligt (Ghugtyal ef al. 2007; Umemura
et al. 2007; Yofe et al. 2016). Dieser Austausch wird benétigt, um die GPI-verankerten Proteine
schon im ER in verschiedene ER Exit Sites (ERES) zu sortieren (Rodriguez-Gallardo et al. 2022).
Er dient aulerdem als Lokalisierungssignal des GPI-verankerten Proteins flir die Plasmamembran
(Yoko-O et al. 2018). Es konnte gezeigt werden, dass EtNP-1 und EtNP-2 fiir die Cwh43-Aktivitét
benotigt werden und dass eine Deletion von CWH43 zu verhidltnismaBig hoheren Mengen von GPI-
verankerten Proteinen im ER fiihrt (Benachour et al. 1999; Zhu et al. 2006; Yoko-O et al. 2013). In-
teressanterweise ist das zu Cwh43 funktionelle Ortholog aus dem Menschen Pgap2 vorrangig im

Golgi und nur in geringen Mengen im ER lokalisiert (Tashima et al. 2006).

Vor dem Export der GPI-verankerten Proteine aus dem ER kommt es zur Eliminierung von EtNP-2

durch die Metallophosphoesterase Tedl (Manzano-Lopez et al. 2015). Tedl erkennt sowohl GPI-
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Anker mit PI als auch jene mit Keramidstrukturen, die zuvor durch Cwh43 prozessiert wurden
(Manzano-Lopez et al. 2015; Rodriguez-Gallardo et al. 2022). TED-Deletionsstimme weisen ei-
nen verzogerten Transport GPI-verankerter Proteine und eine Akkumulation ebendieser im ER auf
(Yoko-O et al. 2018). Dies fiihrt zur Aktivierung der Unfolded Protein Response (UPR) im ER (Jo-
nikas et al. 2009). Interessanterweise kann dieses Phdnomen nicht in tedIA4 cwh434-Zellen beob-
achtet werden (Yoko-O et al. 2018) Der GPI-Anker dient als Signal fiir den Export der Proteine in
COP II Vesikeln in den Golgi-Apparat (Doering & Schekman 1996). Hierzu erkennt und bindet der
Transmembran Cargo Rezeptor P24 Komplex GPI-verankerte Proteine ohne EtNP-2 (Manzano-Lo-
pez et al. 2015). Da somit die Eliminierung von EtNP-2 notwendig fiir einen effizienten Transport
der GPI-verankerten Proteine ist, wird angenommen, dass die Ted1-Funktion einen Qualitdtskon-
trollmechanismus darstellt (Haass et al. 2007). Missgefaltete GPI-verankerte Proteine im ER wer-
den im Gegensatz zu anderen Proteinen nicht vorrangig liber die ER-assoziierte Degradation
(ERAD) abgebaut (Fujita et al. 2006; Goder & Melero 2011). Der Transport GPI-verankerter Prote-
ine in COP II Vesikeln aus dem ER in den Golgi Apparat erfolgt getrennt von anderen Proteinen
(Muiiz et al. 2001). Im Golgi finden weitere Modifikationen des GPI-Glykans und der Fettsduren
statt (Sipos et al. 1995; Reggiori et al. 1997). So kommt es beispielsweise zum Ankniipfen von
Man-5 bei etwa 20-30 % aller GPI-Anker durch ein bisher unbekanntes Protein (Sipos et al. 1995;
Pittet & Conzelmann 2007).

Die Metallophosphoesterase Cdcl eliminiert im Golgi EtNP-1 vom GPI-Anker (Vazquez et al
2014). Das Abschneiden des EtNP-1 Restes ist mutmaBlich essentiell fiir die Erkennung durch Dfg5
und damit flir den Einbau in die Zellwand (Vazquez et al. 2014; Vogt et al. 2020). Es konnte zudem
gezeigt werden, dass die Eliminierung von EtNP-1 tatsdchlich die essentielle Funktion von Cdcl ist
(Vazquez et al. 2014). Es wird angenommen, dass Cdcl keine Cwh43-prozessierten GPI-Anker mit
Keramid erkennt und so als Teil der GPI-Sortierungsmaschinerie zur finalen Trennung von GPI-ver-
ankerten Zellwand- und Plasmamembranproteinen fiihrt (Vazquez et al. 2014; Essen et al. 2020;

Vogt et al. 2020).

Des Weiteren eliminiert Dcr2 im Golgi Apparat analog zu Tedl EtNP-2 Reste von GPI-Ankern
(Chen et al. 2021). Somit besitzen Ted1 und Dcr2 beziiglich der Eliminierung von EtNP-2 die glei-
che Funktion. Die Doppeldeletion von 7EDI und DCR2 zu einem synthetisch letalen Phanotypen
(Chen et al. 2021). GPI-verankerte Proteine konnen auch ohne die Eliminierung von EtNP-2 bis hin

zur Plasmamembran transportiert werden, fiihren dort aber zur Aktivierung des CWI und schlieBlich
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zum Spindelassemblierungskontrollpunkt (Chen et al. 2021). Fiir den pilzlichen Organismus Asper-
gillus fumigatus konnte gezeigt werden, dass EtNP-2 essentiell fiir den korrekten Transport und die

Lokalisation von GPI-verankerten Zellwandproteinen ist (Ouyang et al. 2019).

Nach dem Transport zur Plasmamembran werden GPI-verankerte Zellwandproteine, welche zuvor
von Cdcl prozessiert wurden, durch die Mannosidasen Dew1 und Dfg5 mit dem B1-6 verkniipften

Glukanen der Zellwand verknlipft (Kitagaki et al. 2002; Vazquez et al. 2014; Vogt et al. 2020).

1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Mit der Eliminierung von EtNP-1 und EtNP-2 wéhrend der GPI-Anker Biosynthese weisen die Me-
tallophosphoesterasen Cdcl, Tedl und Dcr2 essentielle Funktionen in der komplexen Prozessie-
rungsmaschinerie GPI-verankerter Proteine auf. Dennoch ist bislang wenig dariiber bekannt, wie
die Proteine spezifische Substrate erkennen. Insbesondere ist nicht geklért, wie Cdcl und Tedl/
Dcr2 zwischen EtNP-1 und EtNP-2 unterscheiden und wie Cdcl zwischen GPI-verankerten Zell-
wand- und Plasmamembranproteinen unterscheidet. Obwohl in den letzten Jahren immer neue und
detailliertere Modelle beziiglich der GPI-Anker Biosynthese und dem Transport GPI-verankerter
Proteine verdffentlicht wurden, sind viele Wechselwirkungen von Cdcl, Ted1 und Dcr2 in der kom-

plexen Sortierungsmaschinerie bislang nicht verstanden.

Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe einer systematischen phénotypischen Analyse das aktuelle Mo-
dell zur Sortierung und Prozessierung GPI-verankerter Proteine zu verifizieren und zu erweitern.
Auch sollten Cdcl, Ted1l und Dcr2 zur vergleichenden Analyse phénotypisch charakterisiert wer-
den. Die Identifizierung der Substratspektren von Cdcl und Ted1 sollte zudem Aufschluss iiber spe-

zifische Substrate der beiden Proteine liefern.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Losung der Tertidrstruktur von Cdcl und Tedl, um bereits
verdffentlichte Modelle der beiden Proteine zu validieren und eine Grundlage fiir die strukturbasier-
te Analyse der Proteine zu setzen. Diese strukturbasierte Analyse sollte in einem geeigneten System
dazu dienen, essentielle Reste von Cdcl, Tedl und Dcr2 zu identifizieren und funktional in Hin-
blick auf Substratbindung, Metallbindung und strukturelle Integritét zu kartieren. Die komparative
Analyse der drei Proteine sollte auch eine Kartierung im Hinblick auf Bereiche der Proteine, welche
eine Kernfunktion und welche eine spezifische Funktion aufweisen, ermdglichen. Des Weiteren
sollten durch die Komplementationsanalyse mit gezielten MPE-Chiméren und durch einen in vitro

Evolutionsansatz Proteinreste und -doménen identifiziert werden, welche einen Einfluss auf die
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Substratspezifitit besitzen. Die Komplementationsanalyse mithilfe mutmaBlich funktioneller Ortho-

loge von Cdcl und Tedl sollte Aufschluss iiber speziesiibergreifende Konservierung der Funktion

beider MPEs liefern.
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2. Ergebnisse

2.1 Einfluss der Gendosis von CDC1, TEDI und DCR?2 auf
Zellwachstum und Differenzierung

2.1.1. Herstellung von Hefestimmen mit unterschiedlicher CDCI-, TEDI-
und DCR2-Gendosis

Bislang ist nicht geklért, inwieweit Ted1 und Dcr2 unabhédngig voneinander funktionieren und ob es
Unterschiede zwischen Cdcl, Ted]l und Decr2 beziiglich Gendosis abhidngiger Phénotypen gibt. Um
mogliche Unterschiede zwischen den drei MPEs charakterisieren zu konnen, wurden verschiedene
Hefestimme hergestellt, in denen die Gendosis von CDCI, TEDI und DCR?2 gezielt verdndert wur-
de. Hierzu wurden zunéchst die chromosomalen Kopien von CDCI, TEDI und DCR?2 deletiert und
durch verschiedene Plasmid-basierte Wildtyp Gene mit unterschiedlichem Riickgrat und Kopien-
zahl ersetzt. Da sowohl die Deletion von CDC1 als auch die gleichzeitige Deletion von TED/ und
DCR?2 letal sind, wurden die gewiinschten Stdmme tiiber die Generierung diploider Zellen mit an-

schlieBender Sporulation und Tetradendissektion hergestellt. (Abb. 8).

Da fiir TED1 lediglich im S288c-Stammbhintergrund gezeigt wurde, dass das Gen nicht essentiell ist,
wurde zunidchst als Kontrolle 7ED! in einem diploiden S. cerevisiae £1278b-Stamm deletiert
(TED1/ted14) und dieser Stamm anschlieBend sporuliert. Das Tetradenwachstum der TED/ted 14
Stimme zeigte vier lebensfiahige Sporen. Dies zeigt, dass es sich bei TEDI auch im X1278b-
Stammbhintergrund um ein nicht-essentielles Gen handelt. Anschlieend wurde in zwei haploiden
>1278b-Stimmen verschiedenen Geschlechtstyps das TEDI-Gen deletiert und die Stimme ge-
kreuzt. In diesem Stammbhintergrund wurde zusétzlich eine Kopie von DCR?2 deletiert (ted14/ted 14,
DCR2/dcr24), sodass der Stamm genotypisch lediglich eine funktionale Kopie von DCR2 und kei-
ne Kopie von TEDI enthielt. Das Tetradenmuster dieses Stamms zeigte zwei lebensfdahige Sporen
mit ted/4 DCR2 Genotyp und fiir zwei Sporen den letalen fed/4 dcr24-Genotyp. Das gleiche Te-
tradenmuster wurde nach der Einzeldeletion von CDC/ in einem diploiden Wildtyp-Stamm (CDC1/

cdcliA) zur analogen Stammkonstruktion sichtbar.

Im néchsten Schritt wurde in die diploiden Stimme mit genomischen Deletionen ein Rescue-Plas-
mid eingebracht. Dieses enthélt TEDI bzw. CDCI unter seinem nativen Promotor und Terminator

sowie das URA3-Gen zur Selektion. Durch eine Deletion in der CEN-Region des Rescue-Plasmids
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Abb. 8: Konstruktion von S. cerevisiae Stimmen zur Etablierung eines Plasmid Shuffling Systems fiir
Cdcl, Ted1 und Dcr2

CDC1, TEDI und DCR2 wurden nach (Janke ef al. 2004) mit verschiedenen Resistenzkassetten deletiert um
drei diploide Stimme mit folgenden Genotypen zu erhalten CDCl/cdciA::kanMX4, TEDI1/ted1A::NatNT2
und tediA::NatNT2/ted1A::NatNT2 DCR2/dcr2A::hphNT1. Die Staimme wurden sporuliert, um zu zeigen,
dass die deletierten Gene essentiell im verwendeten X1278b-Stammbhintergrund sind. Nach Transformation
der Rescue-Plasmide in den CDC1/cdclA-Stamm sowie den ftedlA/tediA DCR2/dcr2A4-Stamm wurden die
Sporen auf den Erhalt des Rescue-Plasmids sowie auf die gezeigten Gendeletionen durch Replikaplattierun-
gen auf entsprechenden Selektionsmedien iiberpriift.

kommt es zu einer hoheren Verlustrate. Diese Plasmide (durchschnittlich 1 Kopie pro Zelle und in-
stabile Weitergabe) wurden fiir die Stammkonstruktion verwendet, da sie ermdglichen einen effizi-
enten Austausch (Plasmid Shuffling) durch andere Plasmide ermoglichen. Die hergestellten Stimme
mit Rescue-Plasmid wurden sporuliert und die Sporen auf die genomische Deletion von CDC/ bzw.
DCR2 und TEDI sowie den Erhalt des Rescue-Plasmids tliberpriift. Zwei von vier Sporen einer Te-
trade wiesen den gewiinschten Genotyp mit genomischer Deletion der Gene und Rescue-Plasmid
auf. Im Folgenden werden diese Stdmme mit CDCI*" (cdcl1A mit CDCI in pRS316*) und TE-
D1 (ted1A dcr24 mit TEDI in pRS316*) bezeichnet.

Ausgehend von CDCI™"" und TED""” wurden die instabilen Rescue-Plasmide (4RS CEN6* Plasmi-
de mit erhohter Verlustrate) der Stimme durch Plasmidvarianten mit anderen Vektoren ersetzt, um
Mengen spezifische Phianotypen zu identifizieren (Abb. 9). Hierzu wurden Rescue-Plasmide mit in-
taker ARS CEN6-Region (CDCI1", TEDI"", DCR2"", 1-2 Kopien pro Zelle) und mit 2um Region
(CDC1"" TEDI"" DCR21"¢" ~20 Kopien pro Zelle) eingefiihrt. Zudem wurde fiir das CDCI-
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Abb. 9: Stammset zur Gendosis-abhéingigen phinotypischen Analyse von Cdcl, Ted1 und Dcr2
CDCI"" und TEDI""" wurden mit dem entsprechenden Wildtypgen in einem LEU2-basierten pRS315-Plas-
mid transformiert und auf den Verlust der Rescue-Plasmide durch 5-FOA selektioniert. AnschlieBend wurden
die Gene in einem stabilen pRS316-Riickgrat (niedrige Kopienzahl) und in einem pRS426-Riickgrat (hohe
Kopienzahl) in die Zellen gebracht. DCR2 wurde ebenfalls im pTF27 (instabile Variante von pRS316) einge-
bracht. CDC1 wurde im pRS306-Riickgrat in das Genom reintegriert. Alle Stimme wurden auf den Verlust
des LEU2-basierten Plasmids tiberpriift. Fiir 7TEDI und DCR2 wurden zudem Einzeldeletionsstimme nach
(Janke et al. 2004) hergestellt.

Stammset CDC/ in das Chromosom des CDCI-Deletionsstamms reintegriert (CDC1™*™). Fiir TED1
und DCR2 wurden als weitere Referenz Einzeldeletionsstimme der Gene verwendet, um die Funk-
tion des einen Proteins unabhédngig vom anderen zu analysieren (7ED1 (dcr24) und DCR?2 (ted1A4)).
Dieses Stammset liefert keinen eindeutigen Beweis iiber die tatsédchliche Proteinmenge in jedem der
Stimme, da die Genkopienzahl nicht zwangsldufig mit der Proteinmenge korreliert. Dennoch wird
in den folgenden Analysen vorausgesetzt, dass eine niedrigere oder erhohte Genkopienzahl eine

Auswirkung auf die Proteinmenge besitzt.
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2.1.2 Zellwachstum unter Zellwandstress
Die hergestellten Stammsets mit verschiedenen Gendosen von CDCI, TEDI und DCR2 wurden
nachfolgend verschiedenen phénotypischen Analysen unterzogen. Als erstes wurde das Wachstum
der drei Stammsets in Fliissigkultur analysiert (Abb. 10).

CDC1-Stammset TEDI1-Stammset DCR2-Stammset

N ha N N
Zeit [h] Zeit [h]

Verdopplungszeiten

[] cDC1°"" 2,46 +0,07 h ¥ cbpc1h 2,21 +0,07h [ TED1°*" 2,46 +0,26 h ¥ TEDI"" 221 +0,07h [[] DCR2""" 3,46 0,40 h ¥ DCR2"h 225 +0,13 h

& CcDC1"" 2,13 +0,13h A cDc1em 1,92 +0,07 h & TED1® 213 +0,13h A TED1 1,83 +0,14h © DCR2°" 2,96 +0,26 h A DCR2 229 +0,29h
(dcr24) (ted14)

Abb. 10: Wachstumsanalyse des CDC1-, TEDI- und DCR2-Stammsets in Fliissigkultur

Zur Wachstumsanalyse wurden Ubernachtkulturen der Stammsets auf eine ODeoonm von 0,05 eingestellt und
davon je 200 pl in Duplikaten in eine 96-Wellplatte iiberfiihrt. Die Wachstumsanalyse erfolgte mittels Fluori-
meter in Sc-Medium fiir 24 h unter schnellem Schiitteln. Die ODgonm der Kulturen wurde alle 30 min be-
stimmt. Die Kurven zeigen Mittelwerte aus drei Messungen a zwei biologischen Replikaten. Die Abwei-
chung der Verdopplungszeit beschreibt die Standardabweichung.

Alle Stimme des CDCI- und TEDI-Sets zeigten ein vergleichbares Wachstum mit Verdopplungs-
zeiten zwischen 1,83 h und 2,46 h in der exponentiellen Wachstumsphase. Die Stimme mit low*-
Hintergrund wuchsen am langsamsten, erreichten ihre stationire Wachstumsphase allerdings wie
alle anderen Stimme der beiden Sets bei einer Zelldichte ODgoonm von etwa 1,6. Am schnellsten
wuchsen CDCI™" und TEDI (dcr24). Im Vergleich zu diesen beiden Sets konnte fiir das DCR2-
Stammset ein leichtes Wachstumsdefizit fiir alle Stimme ermittelt werden. Die am schnellsten in
Fliissigkultur wachsenden Stimme dieses Sets waren DCR2"¢" und DCR?2 (ted1A4) mit Verdopp-
lungszeiten von etwa 2,3 h in der exponentiellen Wachstumsphase. Auch in diesem Set ist der am
langsamsten wachsende Stamm DCR2”"". Mit einer Verdopplungszeit von 3,46 h in der exponenti-
ellen Wachstumsphase zeigt dieser Stamm ein signifikantes Wachstumsdefizit gegeniiber DCR?2 (te-
d14). Die hohe Anzahl der Plasmid-basierten Genkopien in den high-Stimmen fiihrte bei keinem
der Gene zu signifikanten Verdnderungen im Wachstum in Fliissigkultur. Insgesamt scheint die
Gendosis von CDCI, TEDI und DCR2 bei Wachstum in Fliissigkultur lediglich fiir DCR2 bei zu

niedriger Gendosis eine Rolle zu spielen.

Um ein besseres Verstindnis der komplexen Sekretion und Prozessierung GPI-verankerter Proteine

zu erhalten, wurden die Gendosis-abhidngigen CDCI-, TEDI- und DCR2- Stimme phinotypisch auf
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thr Wachstum unter Zellwandstress untersucht. Zu diesem Zweck wurden Wachstumsanalysen mit-
hilfe der Zellwandstresse Caspofungin (Hemmung der B1-3-Glukansynthase), Calcofluorwei3 und
Kongorot (Einlagerung beider Farbstoffe in die Glukanschicht der Zellwand) durchgefiihrt (Abb.

11).
YPD

WY & & 5 .

cpcrlow*

Kongorot Caspofungin

Calcofluorweild

cocrlow
cpcrhigh

CDc1reint

Wildtyp
TED7loW*
TED7/oW
TED7high
TED1 (dcr24)
DCR2/oW*
DCR2/ow

pcr2high

DCR2 (ted14)

Abb. 11: Phinotypische Analyse des Mengen spezifischen CDCI-, TEDI- und DCR2- Stammsets unter
Zellwandstress

Die Staimme wurden in Sc-Medium angezogen, auf eine ODgoonm von 0,2 eingestellt und anschlieBend seriell
im Verhéltnis 1:5 verdiinnt und auf YPD-Festmedium mit und ohne verschiedene Stressoren aufgetropft. Die
Stressoren wurden in folgenden Konzentrationen verwendet: Caspofungin 4,8mg/ml, Calcofluorweil3
0,125 %, Kongorot 600 pg/ml. Die Stimme wurden fiir 48 h bei 30 °C inkubiert. Pro Bedingung wurde je-
weils das CDCI-Stammset auf einer Platte und das TEDI- und DCR2-Stammset auf einer Platte gemessen.
Als Wildtypkontrolle diente YHUMO0455. Das Bild zeigt einen repréisentativen Klon aus zwei Messungen mit
zwei biologischen Replikaten.

Alle drei Stammsets wurden diesen Stressoren in den gleichen Konzentrationen ausgesetzt, um
nicht nur innerhalb sondern auch zwischen den verschiedenen Stammsets Aussagen zur Mengen
spezifischen Stresstoleranz von Cdcl, Tedl und Dcr2 treffen zu konnen. Fiir die Wachstumsanalyse
wurden die Stammsets in Fliissigkultur auf eine distinkte Zellzahl eingestellt und serielle 1:5 Ver-

diinnungen dieser Kultur auf verschiedene Festmedien aufgetropft.
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Im CDCI-Stammset konnten starke Wachstumsunterschiede in Abhidngigkeit von der Gendosis un-
ter Zellwandstress identifiziert werden. Wiahrend unter Wachstum auf Caspofungin nur CDCI™""
ein Wachstumsdefizit mit etwa 5-25-fach schlechterem Wachstum im Vergleich zum Wildtyp auf-
wies, zeigten die Stimme bei Zugabe einer der beiden Farbstoffe auch bei CEN-Plasmid-basierter
Expression (CDC1"") kein Wachstum. Die erhdhte Plasmidkopien Anzahl im CDCI""-Stamm
fithrte unter dem Stress Calcoflourweill zu Wachstum. Bei der Wachstumsanalyse unter Kongo-
rotstress zeigte der Stamm ebenfalls Wachstum, welches allerdings 25-fach verringert im Vergleich

zum Wildtyp war. CDCI*" verhielt sich im Wachstum wie die Wildtyp-Kontrolle.

Fiir das TEDI- und DCR2-Stammset konnten ebenfalls Plasmid Kopienzahl abhéngige Phanotypen
unter Zellwandstress identifiziert werden. Das TEDI-Stammset war in seiner Anfélligkeit gegen-
iiber Zellwandstressen grundsétzlich robuster als die DCR2-Stimme. Die schwichsten Plasmid Ko-
pienzahl spezifischen Auswirkungen wurden unter Wachstum mit Calcoflourweifl gefunden. Bei
dieser Stressbedingung zeigten TEDI"" und DCR2"*" kleinere Kolonien und ein 25-125-fach
schwiicheres Wachstum als die Wildtypkontrolle. Die CEN-Plasmid-basierte Expression in TED]""
und DCR2"" sowie die Stimme mit erhohter Kopienzahl und Einzeldeletionsstimme zeigten keine
Wachstumsdefizite. Die beiden Stammsets unterschieden sich bei ithrem Wachstum auf Kongorot.
TEDI"™" sowie DCR2""* und DCR2"" waren nicht dazu in der Lage, unter diesem Zellwandstress
zu wachsen. Dagegen zeigte TEDI"™" ein Wachstumsdefizit mit einem etwa 25-fach schlechterem
Wachstum als der Wildtyp und die beiden Stimme mit erhdhter Kopienzahl TED1"#" und DCR2"¢"
ein etwa 5-fach schlechteres Wachstum im Vergleich zum Kontrollstamm. Die Einzeldeletionsstim-
me zeigten kein Wachstumsdefizit. Die starksten Auswirkungen auf das Wachstum beider Stamm-
sets hatte Caspofungin. Sogar die beiden Einzeldeletionsstimme TED! (dcr24) und DCR?2 (ted1A)
zeigten ein etwa 5-fach reduziertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp. Die Plasmid-basierte Ex-
pression von DCR? fiihrte in keinem Stamm zu Wachstum unter Caspofugin-Stress. TED1"" zeigte
von Plasmid-basierten TED/-Stimmen das stirkste Wachstum. Dennoch wuchs der Stamm etwa
25-125-mal schlechter als die Kontrolle. Interessanterweise zeigt TEDI"¢" schlechteres Wachstum

als TED1"".

Insgesamt konnten fiir alle drei Gene starke Gendosiseffekte unter Zellwandstress identifiziert wer-
den. Die CDCI-Gendosis spielte unter den getesteten Bedingungen vor allem bei Wachstum unter
den beiden Farbstoffen Calcofluorwei3 und Kongorot eine Rolle. Im Gegensatz dazu konnten fiir

TEDI und DCR?2 vor allem Gendosiseftfekte bei Wachstum unter Caspofunginstress beobachtet wer-
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den. Die DCR2-Gendosis zeigte in Abwesenheit von TEDI grundsitzlich stirkere Effekte als die
TED1-Gendosis in Abwesenheit von DCR2.

2.1.3 Biofilmbildung

AnschlieBend wurde die Biofilmbildung der Gendosis-abhidngigen Stdmme unter normaler (2 %
Glukose) und niedriger (0,5 % Glukose) Kohlenstoffversorgung untersucht (Abb. 12). Die Bildung
von Biofilmen wird zentral mithilfe des GPI-verankerten Zellwandadhésins Flo11 gesteuert und ist
ein sehr sensitiver Phidnotyp in Bezug auf minimale intrazellulire Verdnderungen (Bouyx et al.
2021). Flol1 eignet sich insbesondere im verwendeten 27278b-Stammhintergrund fiir phinotypi-
sche Analysen, da das Adhésin viele spannende Phinotypen vermittelt, die auch im Zusammenhang
mit humanpathogenen Hefen stehen (Dranginis et al. 2007; van Mulders et al. 2009; Lipke 2018;
Timmermans ef al. 2018). Als Kontrolle fiir dieses Experiment diente neben einem Wildtyp-Stamm
ein FLOII-Deletionsstamm. Die Deletion des Adhdsins FLOII fiihrt zu einem Unvermogen der
Zellen, Adhision zu vermitteln oder Biofilme zu bilden (Fidalgo et al. 2008; Fischer et al. 2008).

Die Bildung von Biofilmen war bei Plasmid-basierter Expression von CDCI deutlich einge-
schrinkt. So zeigten CDCI"™", CDCI"”" und CDCI"¢" unter normaler Kohlenstoffversorgung kaum
Biofilm-typische Strukturierungen der Zellenverbiande wie es im Wildtyp und bei CDCI™"™ zu er-
kennen war. Unter niedriger Kohlenstoffversorgung kam es im CDCI”""-Stamm ebenfalls kaum zur
Strukturierung der Zelloberfliche im Vergleich zum Wildtyp. Die Biofilme von CDCI*" und CD-
C1"" waren strukturiert, aber deutlich kleiner als der Wildtyp und CDC1™". Unter geringer Koh-
lenstoffversorgung konnte eine starke Korrelation zwischen Plasmid Kopienzahl und Biofilmbil-
dung beobachtet werden. CDC1""", zeigte unter dieser Bedingugn den am schwiichsten ausgeprig-
ten Biofilm. Die Biofilme von CDCI"" und CDCI"*" waren deutlich kleiner als der Biofilm des
Wildtyps und des CDC1™"-Stamms, zeigten aber eine strukturierte Oberfldche und ausufernde Ran-

der.

Im TEDI- und DCR2-Stammset bildeten sich am wenigstens ausgeprigte Biofilme im TEDI""-
und DCR2""*-Stamm. Grundsitzlich war die Biofilmbildung des TEDI-Stammsets im Vergleich
zum DCR2-Stammset allerdings stirker ausgeprigt. Die Biofilme der Einzeldeletionsstimme waren
unter geringer Kohlenstoffversorgung vergleichbar mit der Wildtypkontrolle. Diese Ergebnisse de-
cken sich mit den Beobachtungen des CDC/-Stammsets. Die Biofilmbildung unter normaler Koh-
lenstoffversorgung wich fiir das TED/-Stammset von den bisherigen Beobachtungen ab. Am we-

nigsten Biofilmbildung zeigte hier der Einzeldeletionsstamm TEDI (dcr24). Die Plasmid-basierte
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Abb. 12: Biofilmbildung des CDCI-, TEDI- und DCR2-Stammsets

Zur Biofilmbildung wurden je 5 pl einer Fliissigkultur mit ODgoonm von 1,0 auf die Mitte einer halbfesten
YPD-Platte mit 0,3 % Agar getropft und fiir 5-7 Tage wachsen gelassen. Als Wildtypkontrolle diente
YHUMO0455, als FLOI11-Deletionsstamm diente YHUM?2829.

Expression fiihrte in allen anderen Stammen des 7EDI-Sets zu einer stirkeren Strukturierung und
besserem Wachstum als bei der Einzeldeletion. TED1"#" zeigte aus diesem Set die stirkste Biofilm-
bildung, die allerdings schwicher als im Wildtyp war. Im DCR2-Stammset zeigte unter geringer

Kohlenstoffversorgung DCR2*" die schwichste Biofilmbildung. DCR2 (tediA) zeigte die stérkste
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Biofilmbildung aus dem Set. Dennoch ist dieser Biofilm deutlich kleiner als die Wildtypkontrolle

und weniger strukturiert.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Gendosis von CDCI, TEDI und DCR? eine grof3e Rol-
le fiir die Ausbildung von Biofilmen spielt. Die groBten Gendosiseffekte konnten fiir DCR2 ermit-

telt werden, wéhrend die Gendosis von TED im Vergleich eine geringere Rolle spielte.

2.2 Einfluss der Lipid-Remodelase Cwh43 auf die Funktion
von Cdcl und Ted1

2.2.1 Stammkonstruktion

Anhand einer systematischen phanotypischen Analyse sollten folgend genetische Interaktionen und
die Reihenfolge im komplexen GPI-Sekretionsnetzwerk sowie die Abhéngigkeit von Cdcl und
Ted1 beziiglich Cwh43 analysiert werden. Cwh43 ist im Zusammenhang mit der Kldrung von spezi-
fischen Substraten von Cdcl und Ted] interessant, da nur membranstidndige GPI-verankerte Protei-
ne als seine Substrate gelten (Yoko-O et al. 2018). Des Weiteren wurde in vergangenen Studien eine
genetische Interaktion von TEDI und CWH43 nachgewiesen (Yoko-O et al. 2018). Es wird vermu-
tet, dass Cwh43 und Cdcl keine gemeinsamen Substrate besitzen und ihre Funktion nicht voneinan-
der abhingt. Dies ist jedoch nicht bewiesen (Vogt et al. 2020). Die Analysen sollten daher Auf-
schluss dartiiber geben, ob es weitere Interaktionen oder eine funktionelle Abhédngigkeit zwischen
CDC1, TEDI und CWHA43 gibt. Fiir die Analyse wurden neben entsprechenden Deletionsstimmen
von CDCI und TED] auch Stamme mit Deletion der Lipid-Remodelase CWH43 hergestellt und zur
Analyse hinzugezogen, um synergistische und additive Effekte bei der Abwesenheit mehrerer Gene
analysieren zu konnen. Die Rolle von Dcr2 bei der Eliminierung von EtNP-2 war zum Zeitpunkt
der Datenerhebung nicht publiziert (Chen et al. 2021). Daher wurde DCR?2 nicht in die folgenden

Analysen einbezogen.

Insgesamt wurde ein Stammset aus sieben verschiedenen Deletionskombinationen fiir phénotypi-
sche Analysen hergestellt (Abb. 13). Da CDCI nicht vollstindig deletiert werden kann, wurde fiir
die folgenden Analysen der CDCI“"" Stamm als Stamm mit reduzierter CDCI-Gendosis im Ver-
gleich zum Wildtyp verwendet. Die iibrigen Gene TEDI und CWH43 wurden systematisch mithilfe
von Deletionskasetten deletiert. Die Mehrfachdeletionsstimme wurden durch Kreuzung der entspre-

chenden Stamme mit anschlieBender Tetradendissektion generiert. Auf diese Weise wurden Stimme
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-

Stammset zur phanotypischen Analyse

/

\

Stammset fur
Zellwandproteomanalyse
\ Wildtyp CDC1low* ted1A /

cwh434 CDCT" ted 12 CDCTo"* cwha3a ted 14 cwh43A CDCT"" ted14 cwh432

o

Abb. 13: Stammset fiir die systematische phinotypische Analyse von GPI-Biosynthese Deletionsmu-
tanten

Die Einzeldeletion der Gene erfolgte nach (Janke et al. 2004) mit den Resistenzmarkern: cdciA::kanMX4,
ted1A::NatNT2, cwh43A4::hphNTI. Die Mehrfachdeletionsstimme wurden durch Kreuzen der Einzeldeleti-
onsstimme und anschlieBende Sporulation generiert. Das grau hinterlegte Stammset wurde fiir die Zellwand-
proteomanalyse verwendet. Alle gezeigten Stimme wurden phinotypisch charakterisiert. Als Wildtyp Kon-
trolle diente YHUMO0464.

hergestellt, die die Analyse des Wachstums unter Zellwandstress und Flo11-vermittelten Phénoty-

pen in Abwesenheit einzelner Gene oder deren Kombination ermoglichen.

2.2.2 Zellwachstum unter Zellwand- und Membranstress

Zunichst wurde das Wachstumsverhalten der hergestellten Stimme unter spezifischen Zellwand-
und Membranstressen untersucht. Hierzu wurden von den Stimmen Verdiinnungsreihen gleicher
Zellzahlen im Verhiltnis 1:5 angelegt. Als Membranstress diente SDS, welches zu einer verdnderten
Permeabilitdt der Plasmamembran und zur Aktivierung des CWI fiihrt (Igual ef al. 1996; Bickle
et al. 1998; Cocera et al. 1999). Als Zellwandstresse dienten Koffein (Aktivierung des CWI),
Trypanblau und Kongorot (Einlagerung in Zellwandglukanschicht) und Caspofungin (Hemmung
der B1-3-Glukansynthase). Zudem wurden Zinkionen (Zinksulfat) als Stressor ausgewihlt, da be-

kannt ist, dass TEDI-Deletionsstimme sensitiv gegeniiber Zn*"-Stress reagieren (Ruotolo et al.

2008) (Abb. 14).
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kein Einfluss auf Cwh43/ Ted1 Einfluss auf Cdc1/ kein Einfluss auf Cwh43

Abb. 14: Wachstumsanalyse verschiedener CWH43-abhiingiger GPI-Biosynthese Deletionsmutanten
unter Zellwand- und Membranstress

Die Stimme wurden in YPD-Medium angezogen und auf eine ODgoonm von 0,1 eingestellt. Es wurden serielle
Verdiinnungen im Verhiltnis 1:5 angefertigt und auf YPD-Platten mit und ohne Stressoren aufgetropft. Die
Konzentration der Stressoren betrug: Koffein 1,5 mg/ml, Trypanblau 10 pg/ml, Kongorot 550 ug/ml, Zink-
sulfat 12 mM, Caspofungin 4,8 ug/ml und SDS 0,075 %. Die Zellen wurden 48 h bei 30 °C inkubiert. Als
Wildtyp Kontrolle diente YHUMO0464. Pro Bedingung wurden alle Stimme auf einer Platte vermessen. Ge-
zeigt ist ein représentativer Klon aus zwei biologischen Replikaten, die doppelt vermessen wurden.

Auf Vollmedium (YPD) und unter Stress mit Koffein war bei keinem der Stimme ein signifikanter
Unterschied im Wachstum zu erkennen. Unter Trypanblau-Stress zeigte der CDCI""*-Stamm eine
deutlich hellere Blaufarbung als der Wildtyp- sowie der tediA- und cwh434-Stamm. Dies deutet
darauf hin, dass im CDCI"”""-Stammhintergrund der blaue Farbstoff nur in geringen Mengen in die
Zellwand inkorporiert wurde. Dieser Effekt war in allen Stimmen mit CDC1""*-Stammbhintergrund
(CDCI1""" ted14, CDCI1""" cwh434 und CDCI1""'ted1A cwh434) zu beobachten. Unter Kongorot-
Stress zeigte sich ein analoges Wachstumsverhalten der Stimme. Der CDCI”""-Stamm sowie alle
anderen Stimme mit diesem Hintergrund zeigten kein Wachstum. Sowohl die TEDI- und CWH43-
Einzeldeletionsstimme als auch der ted/A cwh434-Stamm besallen unter Kongorot-Stress ein mit

dem Wildtyp vergleichbares Wachstum.

Unter Zn**-Stress zeigte der TED-Deletionsstamm ein Wachstumsdefizit um den Faktor von etwa
25 im Vergleich zum Wildtyp. Der CDCI"”*"-Stamm zeigte ein leicht reduziertes Wachstum, wel-
ches knapp flinfmal schwécher war als das Wachstum des Wildtyps. Das gleiche konnte fiir Wachs-
tum auf Caspofungin-haltigem Medium beobachtet werden. Der cwh434-Stamm zeigte unter beiden
Stressbedingungen ein mit dem Wildtyp vergleichbares Wachstum. Alle Mehrfachdeletionsstimme
mit ted]A-Stammhintergrund zeigten unter Zink*'- und Caspofungin-Stress das gleiche Wachstum
wie der tedlA-Stamm, wihrend alle TEDI-Stémme mit einem CDCI"*"*-Stammbhintergrund das
gleiche Wachstum wie die einzelne CDC1"""-Stammvariante besaBen. Fiir den Membranstress SDS

konnten keine Wachstumsdefizite ermittelt werden.
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Resiimiert konnten TEDI-spezifische Wachstumsdefizite unter Stress mit Zink®*" und dem Zell-
wandstress Caspofungin ermittelt werden. Das TED[-abhidngige Wachstumsdefizit unter Caspofun-
gin-Stress hat Auswirkungen auf die CDC/-Funktion, was ein Hinweis darauf sein kann, dass die
Cdc1-Funktion von der Ted1-Funktion abhéngt. Auerdem konnten CDC/-spezifische Wachstums-
defizite unter den Zellwandstressen Trypanblau und Kongorot beobachtet werden. Diese hatten kei-
nen Einfluss auf TED1 und CWH43, was bedeuten konnte, dass die Cdc1-Funktion unter den getes-
teten Bedingungen keinen Einfluss auf Ted1 und Cwh43 besitzt.

2.2.3 Agaradhiision und Biofilmbildung

Im nichsten Schritt sollten die hergestellten Deletionsstimme phénotypisch anhand eines GPI-ver-
ankerten Zellwandreporterproteins analysiert werden. Als Reporter wurde auch hier das Adhésin
Flo11 gewihlt. Als erstes wurden die GPI-Deletionsstimme auf ihre Féhigkeit untersucht, Adhédsion
an festen Nahrmedien zu vermitteln. Zur Adhédsionsanalyse wurden die Zellen auf festem Vollmedi-
um wachsen gelassen und anschieSend durch Waschen mit Wasser qualitativ auf ihre Adhésionsfa-
higkeit liberpriift (Abb. 15). Als Kontrollen dienten ein Wildtyp-Stamm und ein FLO11-Deletionss-

tamm.

Gesamtwachstum adhasives Gesamtwachstum adhasives Gesamtwachstum adhasives
Wachstum Wachstum Wachstum

flo114 ted1A cpcilow*

cwh434

Wildtyp cwh43A ted1A

cwh43A

cpcilow*
ted1A
cwh434A

cpcilow*
tedlA

cpcilow*

Abb. 15: Agaradhiision der verschiedenen GPI-Biosynthese Deletionsmutanten

Die Stimme wurden alle auf eine YPD-Platte iiberstrichen und 72 h bei 30 °C inkubiert. Die Zellen wurden fotografiert
(Gesamtwachstum). Anschlieend wurden die Ausstriche unter einem gleichméfigen Wasserstrahl gewaschen, bis die
flol14-Negativkontrolle (YHUM2829) nicht mehr zu sehen war. Die Ausstriche wurden erneut fotografiert (adhésives
Wachstum). Gezeigt ist ein reprasentativer Klon aus drei Messungen. Als Wildtyp Kontrolle diente YHUMO0464.
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Fiir die Einzeldeletionsstimme konnten verschiedene Phianotypen beobachtet werden. So waren der
ted14- sowie der cwh434-Stamm weiterhin dazu in der Lage, adhisiv zu wachsen. Allerdings zeigte
der ted14-Stamm im Gegensatz zum Wildtyp und zum cwh434-Stamm eine leicht reduzierte Adhé-
sion. Im CDC1""’-Stammhintergrund war keine Adhésion erkennbar. Dieses Adhésionsverhalten

traf ebenfalls auf alle Mehrfachdeletionsstimme mit CDC//”""-Stammhintergrund zu.

Als zweiter Flol1-vermittelter Phinotyp wurde das Stammset auf seine Fédhigkeit zur Biofilmbil-
dung auf halbfesten Medien untersucht. Zur Untersuchung des Stammsets auf Biofilmbildung wur-
den diese in Fliissigkultur auf eine distinkte Zellzahl eingestellt und dann fiir 10-14 Tage auf halb-
festen Medien unter normaler Kohlenstoffversorgung (2 % Glukose) und geringer Kohlenstoffver-

sorgung (0,2 % Glukose) inkubiert und anschlieBend die Biofilme qualitativ analysiert (Abb. 16).

0,5 % Glukose 2,0 % Glukose 0,5 % Glukose 2,0 % Glukose 0,5 % Glukose 2,0 % Glukose

flo114 ted14 coclow*

cwh43A

Wildtyp cwh43A ted14

cwh43A

coclow*
ted14
cwh43A

cpcrlow*
ted14

cocylow*

Abb. 16: Biofilm verschiedener GPI-BDeletionsmuatnten auf halbfesten Oberflichen

Zur Beobachtung der Stimme auf Biofilmbildung wurden die Stimme in YPD angezogen und auf eine
ODgoonm von 1,0 eingestellt. Je 5 pl der Kulturen wurden pro Stamm auf die Mitte einer halbfesten YPD-Plat-
te mit 0,3 % Agar getropft und fiir 5-7 Tage wachsen gelassen. Als Wildtypkontrolle diente YHUMO0464, als
FLOI1-Deletionsstamm diente YHUM2829. Gezeigt ist ein reprasentativer Klon aus zwei Messungen a zwei
biologischen Replikaten.

Als Kontrollen diente auch hier ein Wildtyp-Stamm und ein FLOII-Deletionsstamm. Starke phéno-
typische Unterschiede zwischen den Stammen konnten vor allem bei geringer Kohlenstoffversor-
gung beobachtet werden. Diese decken sich allerdings nicht vollstdndig mit den bisherigen Beob-
achtungen beziiglich der Agaradhésion. Wahrend der Wildtyp unter niedriger Kohlenstoftkonzentra-
tion eine starke Strukturierung und ungleichméfBige Rinder im Wachstum zeigte, waren diese Cha-
rakteristika von Biofilmen im CDCI""" Hintergrund sehr viel schwicher zu beobachten. Im Gegen-

satz dazu zeigte der TEDI-Deletionsstamm eine mit dem Wildtyp vergleichbare Biofilmbildung.
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Der stérkste phianotypische Unterschied im Gegensatz zur Adhésionsanalyse war bei der Biofilmbil-
dung im cwh434-Stammbhintergrund zu beobachten. Stimme ohne Cwh43 zeigten keine Biofilmbil-
dung und daher starke Ahnlichkeit zum flo//4-Stamm. Interessanterweise zeigten die Mehrfachde-
letionsstimme mit cwh434-Hintergrund nicht das gleiche Verhalten wie der Einzeldeletionsstamm.
So zeigte der tediA, cwh434-Stamm einen sehr stark strukturierten Biofilm mit ausufernden Rén-
dern. Wiahrend im CDCI1"™", cwh434-Stammbhintergrund eine phanotypische Zwischenform aus
Wildtyp und FLOII-Deletionsstamm zu beobachten war, zeigte der CDCI""", ted1A4-Stamm kaum
Biofilmbildung. Die Trippelmutante CDCI""", ted14, cwh434 zeigte kaum Biofilmbildung.

Insgesamt zeigten die hier durchgefiihrten Flo11-vermittelten Wachstumsanalysen &hnliche Ergeb-
nisse wie bei den Wachstumsanalysen unter den Zellwandstressen Trypanblau und Kongorot. Dem-
nach konnte vor allem Adhisionsdefizite in Abhdngigkeit von CDC/ beobachtet werden. Interes-
santerweise konnte allerdings die Biofilmbildung von CDCI1"*" durch die gleichzeitige Deletion
von CWH43 verbessert werden. Dies trifft auch fiir TEDI und CWH43 zu und konnte ein Hinweis

auf eine genetische Interaktion sein.

2.3 Einfluss von CDCI und TEDI auf das Zellwandproteom
unter Zellwandstress

Mit den bisher generierten Daten ist es moglich, erste Riickschliisse iiber das enzymatische GPI-
Biosynthesenetzwerk von Cdcl, Tedl und Cwh43 zu ziehen. Allerdings geben diese Daten keinen
Aufschluss iiber spezifische Substrate der beiden Metallophosphoesterasen. Daher wurde ausgehend
von den durchgefiihrten Wachstumsanalysen durch eine Zellwandproteomanalyse néher beleuchtet,
ob Cdcl und Ted1 spezifische Substrate erkennen. Fiir diese Untersuchung wurden der CDC1"""-
Stamm und der TEDI-Deletionsstamm ausgewéhlt, um die genaue Zusammensetzung des Zell-
wandproteoms bei geringerer Cdcl-Menge bzw. bei Abwesenheit von Tedl mit einem Wildtyp-
stamm zu vergleichen. Ferner wurde das Zellwandproteom der ausgewédhlten Stimme unter Wachs-
tum mit einem der beiden Stressoren Caspofungin und Zink?*" detektiert. Diese Stressoren wurden
fiir die Zellwandproteomanalyse ausgewihlt, da Caspofungin bei beiden Stimmen zu einem redu-
zierten Wachstum fiihrte und da Zinkionen ein Ted1-spezifisches Wachstumsdefizit ausloste. Zur
Analyse wurden Zellen in Vollmedium mit oder ohne Stressoren fiir 24 Stunden inkubiert und an-
schlieBend eine distinkte Zellzahl der Ansidtze geerntet. AnschlieBend wurden die Zellwénde der

Zellen extrahiert und ihr Zellwandproteom massenspektrometrisch analysiert.
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Fiir die semi-quantitative Auswertung der massenspektrometrischen Daten wurde der Score Sequest
der identifizierten Proteine herangezogen. SEQUEST ist eine Datenbank zur Identifikation von
massenspektrometrischen Peptiden eines Proteins. Der Score Sequest ist dabei ein MaB fiir die Kor-
relation des gegebenen Massenspektrums im Vergleich zum theoretischen Massenspektrum und gibt
Aufschluss iiber die Qualitdt und Menge eines Proteins in einer Probe (Martinez-Bartolomé et al.
2008). Proteine, die massenspektrometrisch detektiert wurden, wurden erst ab der Ausschlussgrofe
des Score Sequests > 40,0 in die weiteren Analysen einbezogen. Es wurden insgesamt 33 Proteine
identifiziert (S.Tab. 1). Zur Auswertung der Daten wurden die Scores aller in signifikanten Mengen
vertretenen Proteine einer Probe addiert (Score Sequest®*™). AnschlieBend wurde die relative Men-
ge jedes einzelnen Proteins anteilig am Score Sequest®*™ bestimmt. Die relativen Proteinmengen
wurden auBBerdem iiber den Proben-spezifischen GroBenfaktor normalisiert. Der Grof3enfaktor ver-
gleicht die Sequest Scores“**™-Werte der verschiedenen Proben und ermoglicht so, die relativen
Proteinanteile bezogen auf eine distinkte Proteinmenge zu betrachten. Die 33 Proteine wurden dann
je nach Anteil am Gesamtzellwandproteom in zwei Kategorien unterteilt. Identifizierte Proteine der
Kategorie 1 wiesen einen Anteil von mindestens 5 % am Zellwandproteom eines Stammes unter ei-
ner Bedingung auf. Alle identifizierten Proteine mit einem geringeren Anteil in allen Proben wurden
der Kategorie 2 zugeteilt. Von den insgesamt 33 Proteinen wurden 12 Kategorie 1 Proteine gefun-
den: Cdcl9, Cis3, Crhl, Cwpl, Ecm33, Gasl, Gas3, Gas5, Hsp150, Pirl, Pmal und Scw4 (Abb.
17). In Kategorie 2 wurden 21 Proteine identifiziert (Barl, Bgl2, Ccw14, Crh2, Eno2, Exg2, Fksl,
Gsc2, Hxt6, Mkc7, Pir3, Pir5, Pstl, R113B, Scw10, Ssal, Ssa2, Tdh3, Tohl, Tos1 und Yps7), wel-
che zu ,,Sonstige™ zusammengefasst wurden und im Folgenden nicht weiter behandelt werden, da
sie nur einen sehr geringen, unter den getesteten Bedingungen unverdnderlichen Anteil an den Zell-

wandproteomen besal3en.

Der Zellwandstress Caspofungin bewirkte fiir fiinf verschiedene Proteine (Cwpl, Crhl, Gasl, Gas5,
und Pmal) eine signifikante Anderung der relativen Menge verglichen mit dem entsprechenden
Stamm bei Wachstum ohne Stress. So fiihrte das Wachstum unter Zugabe von Caspofungin Stamm
unabhingig zur einer etwa zweieinhalbfachen Erhdhung des Anteils von Cwpl in der Zellwand von
durchschnittlich 9,4 % auf 24,1 %. Die Zellwandproteine Crhl, Gasl und Gas5 zeigten unter Cas-
pofungin-Stress im Vergleich zur Kontrollbedingung (YPD) eine signifikante Anderungen in ihrem
Anteil am Zellwandproteom exklusiv in Abwesenheit von Tedl1. So stieg der Anteil von Crhl, wel-
ches bei Zellwandstress vermehrt produziert wird (Bermejo et al. 2008), von 5,5 % auf 15,5 % um

knapp das dreifache. Die Anteile von Gasl (von 3,8 % auf 10,7 %) und Gas5 (von 2,1 % auf 4,4 %)
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Abb. 17: Zellwandproteomanalyse von CDCI"”*" und tedI1A unter verschiedenen Zellwandstressen

Die Zellen wurden fiir 24 h unter den gezeigten Stressbedingungen inkubiert oder in YPD wachsen gelassen.
Anschlielend folgte die Extraktion der Zellwdnde und massenspektrometrische Analyse. Der Score SE-
QUEST von 33 identifizierten Proteinen wurde addiert und der Anteil jedes Proteins am Score Sequest®™™
bestimmt. AnschlieBend wurden die pro Replikat ermittelten Score Sequest®*™-Werte ins Verhiltnis zum
Score Sequest“=*™-Wert des Wildtyps unter der entsprechenden Bedingung gesetzt. Die Proteinanteile wur-
den zur Normalisierung durch den Kehrwert des prozentualen Score Sequest®™-Wert geteilt. Die erhaltenen
Werte zeigen zwischen den getesteten Bedingungen und Stimmen vergleichbare relative Proteinanteile des
Gesamtproteoms des jeweiligen Stamms. Die Liange der Balken korreliert linear zu diesen Proteinanteilen,
die Farbe der Balken korreliert logarithmisch zur Proteinmenge. Signifikanz wurde mittels T-Test ermittelt (*
=0,5%, ** =0,1%, ***=0,01%). Es wurden pro Bedingung mindestens 4 technische Replikate gemessen.

stiegen in diesem Stamm auf das zwei- bis zweieinhalbfache. Diese Proteine sind unter Wachstums-
bedingungen ohne Stress im tedlA-Zellwandproteom leicht unterreprdsentiert, konnen aber bei

Stress im gleichen Ausma@ in die Zellwand transportiert werden wie im Wildtyp. Das Zellwandpro-
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tein Cis3, welches zur Familie der Pir-Proteine zdhlt (Moukadiri et al. 1999), und das essentielle
Plasmamembranprotein Pmal zeigten CDCI"""-spezifische Effekte unter Caspofunginstress. So
sinkt im CDCI”"*-Stamm der Anteil von Cis3 von 4,3 % unter Wachstum ohne Stress auf 2,3 % und
der Anteil von Pmal von 4,3 % auf 1,3 %.

Es konnten insgesamt nur wenige hoch signifikante Zink>-spezifische Anderungen der Zellwand-
proteome ermittelt werden. Diese sind allerdings exklusiv im fed4-Zellwandproteom zu finden. So
stieg unter Zink**-Stress der Anteil der Pyruvat Kinase Cdc19 (Sprague 1977) von 2,6 % auf etwa
10,2 % um das Vierfache. Aullerdem war der Anteil an Zellwandproteinen der Kategorie 2 im TE-
DI-Deletionsstamm im Vergleich zu Wachstum ohne Zink*" etwa vier mal so hoch. Den grofiten
Anteil an Proteinen der Kategorie 2 in diesem Stamm unter Zink**-Stress haben Fks1 (4,5 %), Pir3
(4,5%), Tdh3 (3,9 %), Eno2 (3,8 %), Ssa2 (3,7 %) und Saal (3,5 %) (S.Tab. 1). Die Anteile dieser
identifizierten Proteine sind unter Zink*'-Stress allerdings in allen Stimmen leicht erhoht und unter-
schieden sich im Einzelnen betrachtet nicht signifikant von den Mengen in Stimmen unter norma-

len Wachstumsbedingungen.

Insgesamt konnte gezeigt werdem, dass das Zellwandproteom sich Stress-spezifisch sehr stark ver-
dnderte. Bezogen auf signifikante Anderungen (** und ***) waren Stamm-spezifische Unterschiede
innerhalb einer Wachstumsbedingung allerdings nicht erkennbar. Knapp die Hélfte der identifizier-
ten Proteine aus Kategorie 1 zeigten fiir alle gemessenen Bedingungen keine hochsignifikanten Ver-
danderung in ihrem relativen Anteil am Zellwandproteom. Zu diesen Proteinen gehdren Hspl50,

Gas3, Ecm33, Pirl und Scw4.

2.4 Rekombinante Produktion von Cdcl und Ted1 aus

S. cerevisiae und C. thermophilum

Die Losung der Tertidrstruktur von Proteinen ist ein essentieller Beitrag zum Verstindnis enzymati-
scher Prozesse und zur Identifizierung regulativer Bereiche eines Proteins (Meyers 2002; Worsfold
et al. 2010). Durch die Co-Kristallisation von Proteinen mit Substraten kénnen neue Erkenntnisse
iber das katalytische Zentrum von Proteinen und deren essentielle Reste gewonnen werden (Rey-
nolds 2014). So sollte im nachsten Schritt die Losung der Struktur von Cdc1 und Ted1 einen Beitrag
zum Verstindnis iiber die genaue Substraterkennung und Bindung der beiden Proteine liefern, da

zudem zu diesem Zeitpunkt keine Alphafold Modelle verfiigbar waren.
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2.4.1 In silico Analyse der MPE-Domiinen von Cdcl und Ted1

Um die Struktur von Cdcl und Tedl zu 16sen, wurden neben den beiden Genen aus S. cerevisiae
mittels einer bioinformatischen BIAST-Analyse jeweils ein mutmaBliches Ortholog aus dem ther-
mophilen Pilz Chaetomium thermophilum identifiziert. C. thermophilum ist systematisch in die As-
comycota in Sordariomycetes einzuordnen (Amlacher et al. 2011). Die beiden C. thermophilum Or-
thologe CtCdcl und CfTedl wurden ausgewéhlt, da sie durch den Lebensraum des Extremophilen
mutmaBlich stabiler und somit gut geeignet fiir die rekombinante Proteinproduktion seien (Amla-

cher et al. 2011).

Die vier Proteine wurden zunichst in silico mithilfe des PSIPRED Algorithmus auf die Grenzen
moglicher Transmembranhelices und ungeordnete Bereiche an den Termini der MPE-Proteindoma-

nen untersucht (Jones 1999; Jones & Cozzetto 2015; Buchan & Jones 2019).

Tab. 1: ausgewiihlte Proteine zur biochemischen Analyse mit ermittelten MPE-Doménengrenzen

Uniprot ID Linge [AA] Dorflgislrgsgeligetlfzen Molekﬁgl)rf]ewwht
ScCdel P40986 492 K72- D388 36,6
CtCdcl G0SCJ2 688 E108- Y530 47,7
ScTedl P40533 473 H31- F451 48,4
CtTed1 GOSI65 612 S35- C538 56,7

Die MPE-Dominen wurden derart begrenzt, dass keine a-Helices, ungeordneten Bereiche oder hy-
drophoben Reste an deren Termini lokalisiert sind, um die Produktion und Reinigung durch eine er-
hohte Loslichkeit und Stabilitdt zu erleichtern. Entsprechend der in silico annotierten Transmem-
brandoménen und der genannten Kriterien wurden die Doménengrenzen fiir die Produktion der Pro-
teine wie folgt festgelegt: fiir ScCdcl wurde der Bereich von K72 bis D388 ausgewihlt und analog
CtCdcl von E108 bis Y530. Fiir ScTedl wurden die Aminosduren H31 bis F451 bestimmt und fiir
CtTed1 der Bereich von S35 bis hin zu C538.

2.4.2 Optimierung der rekombinanten Produktion von Cdcl und Tedl1 in
E. coli

Die heterologe Expression von Genen in E. coli fiir biochemische Ansitze unterliegt einer Vielzahl
von Moglichkeiten der Anpassung und Feinjustierung. Neben einer grolen Anzahl verschiedener
E. coli Stamme mit unterschiedlichen Vorziigen in Bezug auf Proteinfaltung, -stabilitdt und -aus-

beute spielen die Zeit, Temperatur und das Puffersystem der Proteinproduktion eine Rolle fiir die
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Loslichkeit des Zielproteins. Fiir die heterologe Produktion der Cdcl und Tedl MPE-Domaénen

wurden fiir E. coli Codon-optimierte Versionen im pET-Expressionssystem (Studier & Moffatt
1986) verwendet.

Fiir die Reinigung der Proteine mittels Affinitdtschromatographie wurden alle verwendeten Doma-
nen mit einem 6His-Tag versehen. Zudem wurden alle Proteine zusétzlich mit den Loslichkeitstags
GST und NusA fusioniert, welche zu einer erhdhten Stabilitét und Loslichkeit der Zielproteine fiih-
ren sollten (Smith & Johnson 1988; Davis et al. 1999; Nallamsetty & Waugh 2006; Malhotra 2009).
In einem ersten Screen wurden die Fusionsproteine in verschiedenen E. coli Stimmen im analyti-
schen Maf3stab produziert und auf ihre Loslichkeit iiberpriift (Abb. 18). Es wurden zudem unter-

schiedliche Produktionstemperaturen und Zeiten verwendet.

g Arctic Express é Rosetta /
I 6His-POI Temperatur: 12- 30 °C
BL21 SHuffle T7
6His-GST-POI

[ NusA-6His-POI | g Origami % SoluBL21 ': %
Zeit: 24-72h

Puffer:

N R pH & Additive
| Klonierung Stammwabhl Anpassung
P |[NusA-6His-ScTed1]
.
- [ = ] 6His-GST-ScTed1
- | P 6His-ScCdc1
6His-ScTed1
. 2
- k|
§ § 5§ 5 £ ©
= = = = = = 20 50 100 150 mM TRIS
0 10 0 0 10 O
s - 5 T g ~ unléslich 16slich

Abb. 18: Flussschema zur Identifizierung geeigneter Parameter fiir die rekombinante Synthese von
Cdecl und Tedl

Oben: Die MPE-Dominen ScCdcl, CtCdcl, ScTedl und C¢Ted1 wurden mit verschiedenen Tags fusioniert.
AnschlieBend erfolgte die rekombinante Proteinproduktion im analytischen Mafistab in verschiedenen
E. coli Expressionsstimmen unter Standardbedingungen: 12 h bei 30 °C, 48 h bei 18 °C und 72 h bei 12 °C.
Zur Anpassung der Pufferbedingungen wurden die Proteine vorrangig fiir 72 h bei 12 °C in Arctic Express
produziert.

Unten: Exemplarische SDS PAGE Proteingele. Nach der Proteinsynthese wurden die E. coli Zellen mecha-
nisch mittels eines Homogenisators (rechts: in verschiedenen Puffern) aufgebrochen. Zelltrimmer und miss -
gefaltete Proteine (unlosliche Fraktion) wurden mittels Zentrifugation von den 16slichen Proteinen getrennt.
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Grundsitzlich konnten unter keiner der getesteten Bedingungen grof3e Mengen der MPE-Dominen
produziert werden. Die Gesamtausbeute stieg zwar deutlich mit Erhohung der Produktionstempera-
tur, erzielte aber lediglich missgefaltete Proteine, sodass fiir alle Proteine die Synthese fiir 72 h bei
12 °C angestrebt wurde. Da trotz dieser niedrigen Produktionstemperatur noch immer missgefaltete
und unlosliche Proteine fiir alle vier MPE-Doménen erzielt wurden, wurde im Weiteren fiir die
Identifizierung geeigneter Parameter vorrangig der E. coli Stamm Arctic Express verwendet. Dieser
ist fiir die heterologe Produktion von Proteinen unter niedrigen Temperaturen designet und enthélt
zudem die beiden Chaperonine Cpnl0 und Cpn60, welche die korrekte Faltung der Zielproteine er-
leichtern sollen. Zudem konnte anhand einiger Beispiele gezeigt werden, dass die Proteinausbeute
in Arctic Express deutlich hoher ist als bei anderen E. coli Stimmen zur rekombinanten Proteinpro-

duktion (Hartinger ef al. 2010; Mor@o et al. 2022).

Nichtsdestotrotz konnten fiir C#Cdcl und CtTedl keine Bedingungen ermittelt werden, unter denen
16sliches Protein in E. coli produziert wird. Dagegen fiihrte fiir ScTed1 die Fusion mit dem Loslich-
keitstag NusA zur Produktion von 18slichem Protein im Arctic Express Stammhintergrund. Die Sc-
Cdcl MPE-Doméne konnte in diesem Stammbhintergrund ohne zusétzlichen Loslichkeitstag produ-
ziert werden. Zudem fiihrte die Zugabe von 100 mM TRIS zum Puffer-System, zu einer erhéhten

Loslichkeit der MPE-Domaéne.

2.4.3 Rekombinante Produktion und Reinigung von ScCdcl und ScTed1
Fiir die Losung der Proteinstruktur und weitere in vitro Studien wurden ScCdcl und ScTedl im
nichsten Schritt im priaparativen Maf3stab hergestellt und gereinigt. Die Reinigung der MPE-Doma-
nen erfolgte zunichst mittels immobilisierter Metallionen Affinitdtschromatographie (IMAC) (Abb.
19).

Nach der Reinigung der MPE-Dominen von ScCdcl und ScTedl verblieben starke Verunreinigun-
gen in den Proben. Die beiden MPE-Doménen wurden daher zur Validierung mittels Western Blot
Analyse und massenspektrometrischer Analyse verifiziert. Beide Analysen zeigten, dass ScCdcl in
zwei distinkten Banden im Proteingel zu finden ist. ScTed1 konnte im NusA-6His-ScTed1 Fusions-
konstrukt mittels Western Blot Analyse nachgewiesen werden. Die ScTedl MPE-Domine wurde
mittels TEV-Protease vom Rest des Fusionskonstrukts getrennt und konnte genau wie NusA-6His-

ScTedl ebenfalls massenspektrometrisch nachgewiesen werden.
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Abb. 19: Produktion und Reinigung von ScCdc1l und ScTed1 im priparativen Malistab

Coomassie gefiarbte SDS PAGE Proteingele mit Reinigungsschritten des synthetisierten 6His-ScCdcl
(38,9 kDa) und NusA-6His-ScTed1(105,7 kDa). Ein Arctic Express Zellpellet aus 8 1 Flissigkultur wurde
mechanisch mittels French Press Zelle aufgebrochen (Gesamtextrakt) und missgefaltete Proteine und Zell -
triimmer durch Zentrifugation elimniert. Der Uberstand (16sliche Fraktion) wurde zur Bindung der Zielprop-
teine auf eine Ni-NTA-Agarosesédule aufgetragen und der Durchfluss (Durchfluss 1) auf Bindung der Protei-
ne iberpriift. Es folgten Waschschritte mit Puffer (Durchfluss 2), Puffer +10 mM Imidazol (Durchfluss 3)
und optional Puffer +2 M Urea (Durchfluss 4) Die Elution erfolgte in 5 ml Puffer +250 mM Imidazol. NusA-
6His-ScTed1 wurde anschlieBend ii. N. mit 6His-TEV-Protease dialysiert. Danach wurde das dialysierte Pro-
teingemisch erneut auf eine Ni-NTA-Agarosesdule aufgetragen und der Durchfluss mit ScTedl (48,7 kDa)
aufgefangen. Die 6His-getaggten Varianten wurden mittels Western Blot mit einem priméren MausaPolyHis-
tidin-Antikorper und einem sekundiren Peroxidase-gelabelten ZiegeaMaus-Antikdrper nachgewiesen. Ein-
gerahmte Banden wurden aus dem Gel geschnitten und massenspektrometrisch analysiert.

Es ist bekannt, dass das Chaperonin Cpn60 aus dem verwendeten Artic Express Stamm zur starken
Verunreinigung des Zielproteins fithren kann (Belval et al. 2015). Daher wurden verschiedene
Schritte unternommen, um die MPE-Doménen zu reinigen und von weiteren Kontaminationen zu
trennen. So wurde beispielsweise ein zusitzlicher Reinigungsschritt mit 2 M Urea eingefiihrt
(Durchfluss 4), welcher die Cpn60-Kontamination eliminieren sollte (Belval ef al. 2015). Dieser zu-
satzliche Schritt fiihrte allerdings zu keiner Verbesserung. Auch die Zugabe von 10 mM ATP oder
geringen Mengen Imidazol im Proteinpuffer fiithrte nicht zur Trennung der MPE-Doménen von den

Kontaminanten.

Im Folgenden sollte daher eine GroBenausschlusschromatographie durchgefiihrt werden. Hierzu
wurden die Proteinproben iiber eine Gelfiltration aufgetrennt und fraktioniert. Die Grofenaus-
schlusschromatographie der verunreinigten Proben zeigte, dass die MPE-Doménen als Komplex mit
verschiedenen anderen Protein wie beispielsweise dem mutmaBlichen Cpn60 nicht voneinander

trennbar waren (Abb. 20).
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Abb. 20: GroBienausschlusschromatographie von ScTed1

Das mittels IMAC und mit TEV-Protease geschnittene ScTedl wurde mittels GroBenausschlusschromato-
graphie aufgetrennt und fraktioniert. Fraktionen mit Protein wurden aufgefangen und je 8 pl auf ein SDS
PAGE Proteingel aufgetragen.

Insgesamt konnten zwar Bedingungen identifiziert werden, welche die rekombinante Produktion
von ScCdcl und ScTedl ermoglichten, allerdings war eine Reinigung der Proteine unter diesen

Bedingungen nicht moglich.

2.5 Strukturbasierte funktionelle Analyse von Cdcl, Ted1 und
Dcr2

2.5.1 Auswahl von Aminosiaureresten zur Analyse

Die Zuordnung von Funktionen zu spezifischen Resten eines Proteins ist ein zentraler Bestandteil
fiir das biochemische Verstéindnis enzymatischer Prozesse. Trotz der strukturellen Ahnlichkeit vieler
Metallophosphoesterasen ist nur wenig dariiber bekannt, welche Reste dieser Proteine tatsdchlich
Einfluss auf Substraterkennung, Substratbindung und katalytische Funktion nehmen. So ist auch fiir
Cdcl, Tedl und Dcr2 bislang nicht geklért, wo Struktur-spezifische Gemeinsamkeiten und Unter-
schiede in der Funktion der drei Proteine liegen. Zur vergleichenden funktionellen Kartierung wur-
den 79 Aminosduren von Cdcl, Tedl und Dcr2 zur bindren Wachstumsanalyse basierend auf den
Proteinstrukturen der Alphafold Datenbank ausgewahlt (Varadi et al. 2022), welcher moglicherwei-
se eine Funktion besitzen konnten. Fiir jedes der drei Proteine wurden acht Reste ausgewdhlt, wel-

che Teil des hoch konservierten MPE-Signaturmotifs sind. Diese sind zum GroBteil mutmaBlich fiir
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die Komplexierung der zwei divalenten Kationen als Co-Faktor verantwortlich (Goldberg et al.

1995; Lindqvist et al. 1999; Eguez et al. 2004; Losev et al. 2008; Matange et al. 2015) (Abb. 21).

Die Reste befinden sich bei allen drei Proteinen auf Loops oberhalb der zentralen -Faltblatt-Sand-
wich Struktur (MPE-Zentrum). Die ausgewidhlten Cdcl-spezifischen MPE-Reste Q97, D144 und
H316 sowie die strukturell analogen Ted1-spezifischen Reste Q89, D133 und H381 und die Dcr2-
spezifischen Reste H257, D302 und H500 sind mutmaBlich essentiell fiir die Komplexierung des
ersten Kations. Die Komplexierung des zweiten Kations erfolgt unter anderem durch die fiir Cdcl
ausgewahlten Reste D144, H259 und H314 (Ted1: D133, H315 und H379; Dcr2: D302, H444 und
H498). Zudem wurden bei Cdcl die konservierten MPE-Reste H184 und D185 und bei Ted1l und
Dcr2 strukturell analoge Reste ausgewdéhlt. Auch der Cdc1-spezifische Rest D315 (Ted1: D380 und
Dcr2: D499) wurde ausgewihlt, da er als variabler Teil der MPE-Signatur gilt, aber konserviert zwi-

schen den drei Proteinen ist.

Im Umfeld dieser Reste wurden fiir Cdc1 17 weitere Reste identifiziert, welche fiir die Bindung des
Substrats EtNP-1 verantwortlich sein konnten. Diese befinden sich in im Bereich von a-Helix 1 un-
terhalb des MPE-Zentrums (M99, D100, E101, S103 und N345) und in zwei Bereichen oberhalb
dieses Zentrums auf einem variablen Loop (R264, R275, P280, F281, P282, H323 und Q284, H287,
Q288, Y289, Q290, T291). Fiir Tedl wurden fiinf und fiir Dcr2 wurden jeweils drei strukturell ana-

loge Reste zur mutmaBlichen Substratbindung von EtNP-2 identifiziert und ausgewéhlt.

In der Struktur von Cdcl und Tedl konnten zudem zwei mutmaBliche Disulfidbriicken entdeckt
werden, welche einerseits den N- und C-Terminus der MPE-Doméne verbinden (Cdcl: C73 und
C383; Tedl C35 und C445) und andererseits innerhalb der MPE Doméne den langen, variablen
Loop 14 (Cdcl) bzw. Loop 18 (Tedl) und B-Faltblatt 8 verbinden (Cdcl: C271 und C319; Tedl:
C325 und C384). Dcr2 weist keine strukturell analogen Disulfidbriicken auf, besitzt allerdings zwei
N-terminale Bereiche (R80, F81, Y82 und R118, R119, W120), welche mutmaBlich in der Golgi-
Membran lokalisiert sind und dort als Membrananker fungieren kdnnten. Des Weiteren konnte fiir
Cdcl eine mogliche Salzbriicke zwischen D317 und K280 gefunden werden. Ted1 und Dcr2 weisen
analoge Reste zu D317 auf (Ted1: E382 und Dcr2: N502), welche ebenfalls in die Analyse einbezo-

gen wurden.

Einer Reihe konservierter Reste in Cdcl konnte keine genaue Funktion zugeordnet werden (D147,
R150, W157, S227, E279, H318 und S357). Sie wurden dennoch in die Analyse einbezogen, da sie

einerseits mindestens moderat konserviert waren und andererseits strukturell interessante Lokalisa-
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Abb. 21: Funktionelle Sets der 66 ausgewihlten Cdcl-, Ted1- und Dcr2-Mutanten

Modelle von Cdcl, Ted1l und Dcr2 der Alphafold Datenbank (Varadi et al. 2022). Reste zur funktionellen
Analyse der drei Proteine sind gelb markiert und in vier Kategorien eingeordnet. Diese umfassen Reste des
MPE-Signaturmotifs, der mutmaBlichen Substratbindung sowie Reste zum Erhalt der strukturellen Integritét
wie Disulfid- und Salzbriicken. Die letzte Kategorie umfasst konservierte Reste unbekannter Funktion.
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tionen aufwiesen wie beispielsweise H318. Dieser Rest liegt allein auf einer kleinen Vertiefung der
Proteinoberfldche. Auch fiir Ted1 wurden zwei konservierte Aspartate in a-Helix 1 mit unbekannter

Funktion (D104, D109) zur funktionellen Kartierung gewéhlt.

2.5.2 Identifizierung essentieller Aminosaurereste

Die Etablierung eines Plasmid Shuffling Systems fiir Cdc1, Tedl und Dcr2 zur bindren Identifizie-
rung essentieller Reste erfolgte mithilfe der CDCI""" und TEDI""" Stédmme. Fiir die folgenden Ana-
lysen wurden weitere Plasmide mit mutierten Versionen eines der drei Gene (CDCI1™"", TED """
oder DCR2™"") auf einem CEN-Plasmid mit LEU2-Seletkionsmarker in die CDCI”"" und TE-
DI"”"-Stammbhintergriinde eingebracht. Die mutierten Versionen dieser Gene enthielten gezielte
Aminosdureaustausche, in denen die ausgewihlten Reste zu Alanin (Funktionsverlust) oder zu ei-
nem gegensétzlichen Rest (Eigenschaftsumkehr) ausgetauscht wurden. Die hergestellten CDCI™"
feri_Plasmide wurden in den CDCI"**-Stamm und die TEDI™""- und DCR2™""-Plasmide wurden
in den TEDI"”"-Stamm eingebracht. AnschlieBend wurden die Zellen Wachstumsanalysen auf 5-

Fluorotsdure (5-FOA)-haltigen Medien unterzogen (Abb. 22).

Das URA3 Gen, welches Teil der Rescue-Plasmide ist, codiert fiir die Orotidin-5°-Phosphat-Decar-
boxylase, welche 5-FOA in das toxische 5-Fluorouracil umsetzt (Boeke et al. 1984). Dies fiihrt zur
Gegenselektion der Rescue-Plasmide, um den 5-Fluorouracil induzierten Zelltod zu verhindern. An-
dererseits verbleiben auf diese Weise nur die mutierten Gen-Versionen in den Stimmen. Nur wenn
diese funktional sind, konnen sie den letalen cdciA bzw. dcr24, tediA Genotyp komplementieren
und das Uberleben und Wachstum gewihrleisten. Bei Proteinvarianten, welche zum letalen Wachs-
tumsphéanotypen auf 5-FOA fiihren, ist davon auszugehen, dass die eingefiigte Mutation zu einem
Funktionsverlust der Proteine fiihrt. Als essentielle Aminosdure werden in diesem Zusammenhang
Reste definiert, die zu einem Funktionsverlust des Proteins auf 5-FOA fiihren. Teile dieser Ergeb-
nisse und Vorarbeiten dieses Abschnitts wurden im Rahmen der Bachelorabschlussarbeiten von
Lara Hollmann (Klonierung und Analyse von 14 Cdcl-Mutanten) und Clara Schilling (Klonierung
von 7 Ted1-Mutanten) generiert.

Es konnte gezeigt werden, dass nahezu alle Proteinvarianten von Cdcl, Ted1 und Dcr2 mit Mutati-
on im MPE-Signaturmotif zum letalen Wachstumsphénotyp der entsprechenden Stdmme auf 5-FOA
filhrten. Die einzigen Ausnahmen dieser Kategorie bildeten die Mutationen des variablen Rests aus
MPE-Block V Cdc1™"* und Ted1™*4, welche im Gegensatz zum strukturell analogen Protein

Dcr2P#°A keinen sichtbaren Einfluss auf das Zellwachstum auf 5-FOA aufwiesen.

44



Substratbindung MPE Konsensus (Metallbindung)

Integritat

unbekannte Funktion

Ergebnisse

Cdc1-Varianten in cdc14 Ted1-Varianten in ted14 dcr24 Dcr2-Varianten in ted14 dcr2A

Sc-Leu -Ura 5-FOA Sc-Leu-Ura 5-FOA Sc-Leu-Ura 5-FOA

® 8 ¥

a-Helix 1 V260

Region

Loop

Region 1
E471 G472 V473

Loop
Region 2 350
Q351

$350 Q351 N352

Membran-

anker R118A R119A W120A

® & 2 = R80A F81A Y82A

Disulfid-
briicke

R555

Disulfid-
bricke

D104A D109A

5136 M305
W139 R308
F145 T315
konser-
viert
G383 D503

Abb. 22: Komplementationsanalyse der 66 Cdcl, Ted1 und Dcr2-Mutanten durch Plasmid Shuffling
Die Cdcl-Varianten (rosa) wurden im cdclA-Stamm und die Ted1- (violett) und Dcr2-Varianten (tlirkis) im
tedl1A dcr24-Stamm in Fliissigkultur angezogen und auf eine ODgoonm von 0,5 eingestellt. Es wurden serielle
Verdiinnungen im Verhéltnis 1:5 angefertigt und auf eine Kontrollplatte ohne Leucin und ohne Uracil und auf
eine 5-FOA-Selektionsplatte aufgetropft. Gezeigt ist ein reprasentativer Klon aus mindestens drei biologi-
schen Replikaten. Als Kontrolle dienten Stimme mit leerem LEU2-Plasmidvektor (pRS315) und Stimme mit
Wildtypvariante des Gens in pRS315. Nicht alle getesteten Varianten stammen von einer Platte, zeigten aber
vergleichbares Wachstum der Kontrollen auf allen Platten.

Ein Drittel der Cdc1 Mutanten, welche einen mutmalBlichen Einfluss auf die Substratbindung besit-

zen, filhrten zum Funktionsverlust im CDCI-Deletionsstamm. Bei diesen essentiellen Resten han-
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delt es sich um zwei Reste, welche nahe der a-Helix 1 lokalisiert sind (SI03A und N345A) und alle
Reste, die in Region 1 von Loop 14 mutiert wurden (R264A, R275A und der Dreifachaustausch
P280A-F281A-P282A). Fiir S103 gibt es keine strukturell analogen Reste in Ted! oder in Dcr2. Fiir
die zu Cdc]PPOARRIAPEA giykturell analoge Mutante Ted1™?” konnte kein Funktionsverlust festge-
stellt werden. Fiir die Cdcl-spezifisch essentiellen Reste R264, R275 und N345 konnten ebenfalls
analoge Reste in Ted1 und Dcr2 identifiziert werden. Bei Ted1 zeigte jedoch keine der eingefiihrten
Mutationen (K320A oder M416A) einen Funktionsverlust. Dcr2 weist als strukturellen analogen
Rest zu Cdc1™** und Ted1™'** lediglich ein Glycin auf. Daher wurden die zwei Austausche
Dcr29?N und Der299**™ funktionell analysiert. Wihrend der Austausch durch das Ted1-spezifische
Methionin zum vollstindigen Funktionsverlust fiihrte, konnte bei einem Austausch zu Asparagin
sehr schwaches Wachstum detektiert werden. Die anderen strukturell analogen Reste aus Dcr2 E449
und M468 besallen keine essentielle Rolle fiir die Proteinfunktion. Alle Cdc1-Varianten mit Mutati-
onen in der Region 2 von Loop 14 (Q284A, H287A, Q288A, Y289A, Q290A und Y289A-Q290A-
T291A) zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Cdc1-Funktion. Auch Cdc1™** zeigte keinen
Funktionsverlust bei Wachstum auf 5-FOA. Auch die Variante Ted1®***, welche analog zu Cd-

c1"2¥7A ist, zeigte normales Wachstum auf 5-FOA.

Von den beiden Dcr2-Varianten mit Mutationen im mutmaBlichen Membrananker Dcr2 R84 F81A. Y824

und Der2R!#4 RIPA WI0A fijhrte lediglich der Dreifachaustausch R118 A-R119A-W120A zum Funkti-
onsverlust der Dcr2-Funktion. Hinsichtlich der beiden mutmalBlichen Disulfidbriicken konnte fiir
Cdcl gezeigt werden, dass die Austausche C271A und C319A zum Verlust der Cdc1-Funktion fiihr-
ten, wihrend die Mutationen C73A und C383A keinen Einfluss auf die Funktion aufwiesen. Im Ge-
gensatz dazu konnte hinsichtlich der Disulfidbriicken fiir Ted1 gezeigt werden, dass keine der Varia-
nten C35A, C445A, C325A oder C384A zum Verlust der Ted1-Funktion fiihrten. Die Zerstorung
der Salzbriicke zwischen D317 und K280 bei Cdcl fiihrte bei der Variante Cdc1™'7* zum Funkti-

onsverlust. Die strukturell analoge Mutante Dcr2%4

zeigte ebenfalls den letalen Wachstumsphéino-
typen auf 5-FOA, wohingegen der Austausch E382A bei Ted1 keinen Einfluss auf die Funktion auf-
wies. Von allen Cdcl-Varianten mit Mutationen konservierter Reste ohne gemutmalte Funktion
(D147A, R150A, WI157A, S227A, E279A, H318A und S357A) konnte kein Funktionsverlust ge-

zeigt werden. Das gleiche gilt fiir die Ted1-Variante D104A-D109A.

Abgesehen von den MPE-Signaturmotif-Mutanten waren insgesamt 8 von 27 Resten (~30 %) mit

mutmaBlicher Funktion in Cdcl essentiell. Fiir Dcr2 fiihrten 3 von 7 Mutationen (~43 %) zum
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Funktionsverlust und fiir Ted1 konnte abgesehen von Mutationen innerhalb der MPE-Signatur keine

einzige Mutation zum Funktionsverlust des Proteins fithren.

2.5.3 Identifizierung von Aminosiaureresten mit Stress-spezifischer
Funktion

Das fiir Cdcl, Ted1 und Dcr2 etablierte Plasmid Shuffling System ermoglichte eine erste Funktions-
analyse von 66 verschiedenen Mutanten. Etwas mehr als die Hélfte der eingefiihrten Mutationen
fiihrte nicht zum letalen 5-FOA Phinotyp und somit nicht zu einem vdlligen Funktionsverlust der
Mutanten. Daher wurden nachfolgend alle 36 nicht letalen Mutanten von Cdcl, Tedl und Dcr2 in
Hinblick auf ihre Funktion phénotypisch charakterisiert werden. Hierzu wurden die Mutanten auf
ihr Wachstum unter den drei Zellwandstressoren Calcofluorweif3, Kongorot und Caspofungin unter-

sucht.

Ein Fiinftel der 20 nicht letalen Cdcl-Varianten zeigte kein Wachstum unter allen drei getesteten
Stressbedingungen (Abb. 23). Bei den insgesamt vier Resten mit Wachstumsdefizit auf allen getes-
teten Zellwandstressen handelt es sich um D315, welcher Teil der MPE-Signatur ist sowie um die
Reste D100, Q290 und die Mutante Y289A-Q290A-T291A mit mutmaBlicher Funktion im Hinblick
auf die Substratbindung. Die Mutation des konservierten D147 mit unbekannter Funktion fiihrte zu
Wachstumdefiziten auf Kongorot und Caspofungin. Zu Zellwandstress-spezifischen Wachstumsde-
fiziten fiihrten die Mutationen der Reste M99 und C383 bei Wachstum auf Kongorot und Q284 mit
einem leichten Wachstumsdefizit unter Caspofungin Stress. Die librigen 12 Cdc1-Varianten E101A,
H323A, Q284A, H287A, Q288A, Y289A, C73A, R150A, WI57A, S227A, E279A, H318A und
S357A zeigten keine Phanotypen unter den getesteten Bedingungen.

Analog zu den phéinotypisch analysierten Cdc1-Varianten wurden auch die zwolf nicht letalen Ted1-
Mutanten durch Wachstumsanalysen mit den gleichen Zellwandstressoren charakterisiert. Von den
zwolf getesteten Tedl-Varianten zeigten drei Mutanten starke und zwei Mutanten leichte Wachs-

tumsdefizite auf mindestens einem der getesteten Zellwandstressoren (Abb. 24).

Lediglich der Austausch des konservierten D327 mit mutmaBlicher Rolle in der Substratbindung
durch Alanin fiihrte zu Wachstumsdefekten unter allen drei Zellwandstressen. Die Mutation der Di-
sulfidbriicke aus C35 und C445 fiihrte zu Wachstumsdefiziten auf Calcoflourweif. Das Wachstum
der Ted1“***-Variante ist allerdings deutlich schwicher als Ted1“***, Unter Kongorot-Stress zeigte

nur die Mutation von C445 einen Effekt auf die Vitalitit der Zellen. Die Mutation von G92D fiihrte
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Abb. 23: Phinotypische Wachstumsanalyse der Cdcl-Varianten auf verschiedenen Zellwandstressen
Ubernachtkulturen der Stimme mit Cdcl-Varianten im cdclA-Hintergrund wurden auf eine OD600nm von
0,2 eingestellt und anschlieBend seriell im Verhéltnis 1:5 verdiinnt und auf YPD-Festmedium mit und ohne
verschiedene Zellwandstresse aufgetropft. Die Stressoren wurden in folgenden Konzentrationen verwendet:
Calcofluorwei3 0,1 %, Kongorot 400 pg/ml und Caspofungin 4,8 pg/ml. Die Inkubation erfolgte auf YPD
ohne Zusitze und mit Caspofungin fiir 48 h. Unter Wachstum auf den Stressen Calcoflourweill und Kongorot
erfolgte die Inkubation fiir fiir 72 h. Als Wildtypkontrolle diente Cdc1 im LEU2-Plasmidvektor. Das Bild zeigt
einen représentativen Klon aus mindestens drei biologischen Replikaten. Pro Bedingung wurden alle Stimme
auf zwei Platten gemessen. Die Messung erfolgte am selben Tag mit vergleichbarem Wachstum der Kontrolle.

bei Tedl Zellwandstress spezifisch zu einem Wachstumsdefekt unter Calcoflourweil3-Stress. Dies
galt auch fiir die Mutation D380A, welche Teil der MPE-Signatur ist und ein etwa 125-fach
schlechteres Wachstum als die Wildtypkontrolle aufwies. Die iibrigen 7 Ted1-Varianten zeigten kei-
nen Effekt.
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Abb. 24: Phianotypische Wachstumsanalyse der Ted1-Varianten auf verschiedenen Zellwandstressen
Die Stamme mit Ted1-Varianten im tedIA dcr2A4-Stammhintergrund wurden analog zum Cdcl-Variantenset
(Abb. 23) behandelt. Die verwendeten Stressor Konzentrationen sind: Calcofluoweif3 0,125 %, Kongorot 600
pg/ml und Caspofungin 4,8 pg/ml. Die Inkubation erfolgte fiir 48 h bei 30 °C. Als Kontrolle diente Tedl im
LEU2-Plasmidvektor. Pro Bedingung wurden alle Stimme auf einer Platte vermessen. Gezeigt ist ein repré-
sentativer Klon aus mindestens drei biologischen Replikaten.

Fiir Dcr2 wurden vier nicht letale Mutanten identifiziert. Auch diese Dcr2-Varianten wurden auf ihr

Wachstum unter den drei Zellwandstressoren charakterisiert (Abb. 23).
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Abb. 25: Phinotypische Wachstumsanalyse der Dcr2-Varianten auf verschiedenen Zellwandstressen
Die Stimme mit Dcr2-Varianten im fedlA4 dcr24-Stammhintergrund wurden analog zum Cdcl-Variantenset
(Abb. 23) behandelt. Die verwendeten Stressor Konzentrationen sind: Calcofluoweif3 0,125 %, Kongorot 100
pug/ml und Caspofungin 4,8 ug/ml. Die Inkubation erfolgte fiir die YPD-Kontrolle, Kongorot und Cal-
cofluopweiB fiir 48 h bei 30 °C. Als Kontrolle diente Der2 im LEU2-Plasmidvektor. Pro Bedingung wurden
alle Stimme auf einer Platte vermessen. Gezeigt ist ein repriasentativer Klon aus mindestens drei biologi-
schen Replikaten.
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Insgesamt zeigten drei der vier nicht letalen Dcr2-Varianten ein Wachstumsdefizit auf mindestens
einem der Zellwandstresse. Die Austausche E449A und G526N fiihrten dazu, dass kein Wachstum
der Zellen unter allen drei Stressoren erkennbar war. Der mutmaBliche Membrananker aus R80-
F81-Y82 fiihrte bei dreifachem Austausch zu Alanin zu einem verminderten Wachstum auf Kongo-
rot und keinem Wachstum unter Calcofluorweil3-Stress. Die Mutation hatte keinen Einfluss auf das
Wachstum der Zellen unter Caspofungin-Stress. Einzig der Rest M468 hatte keinen Einfluss auf die

Funktion von Dcr2 unter den getesteten Bedingungen.

2.6 Reziproker Austausch der MPE-Doméanenfunktion von
Cdcl, Ted1 und Dcr2

In den bisherigen Untersuchungen konnten durch strukturbasierte Analysen Reste von Cdcl, Ted1
und Dcr2 ermittelt werden, welche essentiell fiir Funktion des Proteins sind oder eine essentielle
Rolle unter verschiedenen Stressbedingungen spielen. Neben der generellen Funktion der Proteine
und ithrem Platz im GPI-Biosynthese Netzwerk ist allerdings nichts dariiber bekannt, wie diese Pro-
teine Spezifitdt im Hinblick auf die Erkennung von EtNP-1/ EtNP-2 und in Hinblick auf spezifische
GPI-verankerte Proteine vermitteln. Fiir Proteine mit MPE-Doméne konnte anhand einiger Beispie-
le in der Vergangenheit gezeigt werden, dass Substratspezifitit anhand spezifischer Bereiche inner-
halb der MPE-Doméne oder durch zusétzliche Proteindoménen vermittelt werden kann (Knofel &
Striter 2001; Montemayor et al. 2014; Matange ef al. 2015). Im nichsten Schritt sollte daher die
Frage gekléart werden, ob die Substratspezifitidt von Cdcl (EtNP-1) und Ted1/ Dcr2 (EtNP-2) von ei-
ner distinkten Doméne der Proteine vermittelt wird und iibertragbar ist. Hierzu wurde zunéchst die
Proteinsequenzidentitdt der Proteine iiber die gesamte Proteinldnge und iiber die MPE-Doméne ver-

glichen (Tab. 2).

Tab. 2: Proteinsequenzidentitit zwischen Cdcl, Ted1 und Dcr2 basierend auf ClustalOmega Sequenzalignment
(Thompson et al. 1994; Sievers et al. 2011; Madeira et al. 2019)

Sequenzitentitit gesamtes Protein [%] Sequenzidentitit MPE-Doméne [%]
Cdcl Ted1 Dcr2 Cdcl Ted1 Dcr2

Cdcl 100 21,2 13,3 Cdcl 100 21,6 20,7
Ted1 21,2 100 16,7 Ted1 21,6 100 15,4
Dcr2 13,3 16,7 100 Dcr2 20,7 15,4 100
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Die Proteinsequenzidentitit der gesamten Proteine liegt zwischen Cdcl und Tedl bei 21,2 %. Inter-
essanterweise ist die Sequenzidentitit zwischen Tedl und Dcr2 niedriger und liegt bei lediglich
16,7 %. Am wenigsten dhnlich sind Cdcl und Dcr2 mit einer Sequenzidentitdt von 13,3 %. Auch
der Vergleich der MPE-Dominen zeigt, dass die Proteine sequenziell keine starke Identitét besitzen.
So liegt die Sequenzidentitit zwischen der MPE-Doméne von Cdcl und Ted1/ Der2 bei etwa 20 %.
Obwohl Tedl und Dcr2 das gleiche Substrat erkennen, sind ihre MPE-Doménen mit 15,4 % Se-

quenzidentitdt am verschiedensten.

Die Herstellung von Proteinchiméren aus Cdcl, Ted1 und Dcr2 mit anschlieBender Komplementati-
onsanalyse sollte Riickschliisse dariiber ermdglichen, ob die Substratspezifitdt durch Austauschen
der MPE-Doméne {libertragen werden kann und welche Doménen der Proteine Substratspezifitit
vermitteln. Insgesamt wurden sechs Plasmid-basierte MPE-Chimérenkonstrukte hergestellt, bei de-
nen lediglich die MPE-Doméne durch jeweils eine der anderen MPE-Doménen ersetzt wurde. Die
MPE-Chiméren wurden im Plasmid Shuffling System sowohl im cdclA als auch im tediA dcr2A
Stammhintergrund auf Wachstum auf 5-FOA untersucht (Abb. 26).

cdc1A ted1A dcr2A

Sc-Leu -Ura 5-FOA Sc-Leu-Ura 5-FOA

PRS315

Cdc1

Ted1

Dcr2

Cdc1 Ted1 Cdc1

Cdc1 Dcr2 Cdc1

Ted1 Cdc1 Ted1

Ted1 Dcr2 Ted1

Dcr2 Cdc1 Dcr2

Dcr2 Ted1 Dcr2

Abb. 26: Komeplementationsanalyse von MPE-Chiméren aus Cdcl, Ted1 und Decr2

Alle Chimiren wurden im cdcl4- und ted14 dcr24-Stammhintergrund vermessen. Ubernachtkulturen der Stimme wur-
den in Sc-Medium angezogen und auf eine ODgonm von 0,5 eingestellt. Es wurden serielle Verdiinnungen im Verhéltnis
1:5 angefertigt und auf eine Sc-Kontrollplatte und eine 5-FOA-haltige Platte aufgetropft. Die Stimme wurden fiir 48 h
bei 30 °C inkubiert. Als Kontrollen diente ein leerer LEU2-Plasmidvektor pRS315 und die Wildtypvarianten der Protei-
ne in pRS315. Pro Stammbhintergrund und Bedingung wurde die gleiche Platte verwendet. Gezeigt ist ein représentati-
ver Klon aus drei Messungen.
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Keine der hergestellten Chiméren war dazu in der Lage, eine Cdcl- oder eine Ted1-/Dcr2-spezifi-
sche Funktion zu tibernehmen. Es ist denkbar, dass die Lokalisation der generierten Chiméren eine
Rolle fiir deren Funktion spielen konnte oder dass die ausgetauschten MPE-Domédnen funktionell

inkompatibel mit den gewéhlten N- und C-terminalen Regionen sind.

2.7 Funktionelle Analyse der Cdc1- und Ted1-Orthologe aus
dem filamentosen Pilz C. thermophilum

Um nichste Erkenntnisse iiber die Konservierung der spezifischen Metallophoesterasefunktion von
Cdcl und Tedl zu gewinnen, wurde eine Komplementationsanalyse mit den mutmaflichen Ortholo-
gen der beiden Proteine (CtCdcl und CfTedl) aus C. thermophilum durchgefiihrt. Die Proteine aus
C. thermophilum wurden fiir die Komplementationsanalyse ausgewéhlt, da der Pilz taxonomisch
zwar zu den Ascomyceten zéhlt, aber als Teil der Sordariomyceten weiter entfernt von S. cerevisiae
ist als beispielsweise die humanpathogene Candida species (Amlacher et al. 2011). Zudem weisen
CtCdcl und CfTedl in ihrer Doménenstruktur diverse Unterschiede zu den beiden Proteinen aus

S. cerevisiae auf.

Insgesamt liegt die Proteinsequenzidentitdt, welche mithilfe eines ClustalOmega Alignments ermit-
telt wurde (Sievers et al. 2011), zwischen Tedl und CfTedl bei 34,8 % und zwischen Cdcl und
CtCdcl bei 36,1 %. Bezogen auf die MPE-Doméne der Proteine liegt die Sequenzidentitdt von Tedl
und CtTed1 bei 36,2 % und fiir Cdcl und CtCdc1 sogar bei 45,0 %. Neben der allgemeinen Sequen-
zidentitit der Proteine spielt jedoch auch ihre Doménenstruktur und Faltung eine entscheidende
Rolle bei der Frage, ob die Funktion von Cdcl und Ted1 bis zu den Sordariomyceten konserviert ist

(Abb. 27).

Wihrend die MPE-Domine zwischen Cdcl und CtCdcl sowie zwischen beiden Ted1 Orthologen
sehr dhnlich strukturiert ist, weisen die Proteine vor allem auflerhalb des katalytischen MPE-Zen-
trums strukturelle und sequenzielle Unterschiede auf. So weist CtTed1 beispielsweise eine deutlich
lingere a-Helix 1 als Tedl auf. Oberhalb des katalytischen MPE-Zentrums besitzt CtTed1 drei zu-
satzliche a-Helices. Fiir die Komplementationsanalyse zwischen Tedl und CfTed1 wurde eine Pro-
teinchimére aus beiden Proteinen hergestellt. Diese besitzt die native N- und C-terminale Proteinre-
gion von Ted1 und die MPE-Doméne von CtTed1 (S35 bis H544). Die Chimaére unterliegt dem nati-

ven TEDI Promotor und Terminator.
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Cdc1-Orthologe

Abb. 27: Strukturmodelle von Cdc1 und Ted1 aus S. cerevisiae und C. thermophilum im Vergleich

Die gezeigten Modelle sind aus der Alphafold Datenbank (Varadi et al. 2022). Cdcl ist rosa, Ted1 violett
und die entsprechenden Orthologe aus C. thermophilum jeweils in beige dargestellt. Die Reste des MPE-Si-
gnaturmotifs sind in ihrer Struktur hervorgehoben. Die Reste N345 aus ScCdcl und A489 aus CtCdcl sind
gelb markiert.

Im Vergleich der beiden Cdc1 Orthologe sind ebenfalls vor allem auBlerhalb des MPE-Zentrums Un-
terschiede zu verzeichnen. CtCdcl weist im Gegensatz zu Cdcl lediglich zwei anstelle von drei
mutmaBlichen Transmembrandoméinen auf. Zudem besitzt das Protein einen etwa 100 Peptide lan-
gen, ungeordneten Bereich, der sich im Modell schlaufenartig um das Protein legt. Die Konfidenz
dieses strukturellen Abschnitts ist allerdings sehr gering. Interessanterweise entspricht der fiir Cdcl
essentielle Rest N345, welcher sich nah am MPE-Zentrum befindet, bei CrCdcl dem Rest A489. Es
ist allerdings unklar, ob dieser Rest im CrCdc1-Umfeld fiir die Funktion von Cdcl in S. cerevisiae
ebenfalls essentiell ist. Daher wurde fiir die Komplementationsanalyse von CtCdcl die native MPE-
Doméne von CtCdcl und eine mutierte Variante CtCdc1***N eingesetzt. Da es keine Informationen

iber die Sekretion von CtCdcl gibt und Cdcl in S. cerevisiae Golgi lokalisiert ist, wurden die bei-
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den CtCdcl Varianten in jeweils zwei verschiedenen Konstrukten untersucht. Einerseits wurde ana-
log zu CtTed1 eine Proteinchimére aus CfCdcl und Cdcl hergestellt, welche unter der Expression
des CDC1 Promotors und Terminators liegt und lediglich einen Austausch der MPE-Domine (Cdcl
Y61 bis A391 ausgetauscht durch CtCdcl G107 bis M529) aufweist, um zu analysieren, ob die
Kernfunktion des Proteins iibertragbar ist. Zudem wurde auch das gesamte CtCdcl Protein unter der

Expression des nativen CDC/ Promotors und Terminators analysiert.

Die insgesamt vier CfCdc1 Konstrukte sowie die CfTed1-Chimére wurden in einen LEU2-basierten
Plasmidvektor kloniert und anschlieBend im Plasmid Shuffling System im cdclA bzw. im tediA
dcr24 Stammbhintergrund auf Komplementation hin analysiert (Abb. 28). Vorarbeiten und Teile die-
ses Abschnitts sind im Rahmen der Bachelorarbeiten von Amon Nemeth (Klonierung Ted1-CrTed1-

Ted1) und Lara Hollmann (Klonierung C#Cdcl und Cdc1-CtCdc1-Cdc1) entstanden.

CtTed1-Varianten in ted14 dcr24 CtCdc1-Varianten in cdc74

Sc-Leu -Ura 5-FOA Sc-Leu-Ura 5-FOA

pRS315

Cdc1

CtCdc1

Cdcl  CtCdc1 Cdc1]

Cdc1 CtCdc1#®N Cdcl

CtCdc1A48N

Abb. 28: Komplementationsanalyse mit Cdcl und Ted1 Orthologen mit Chaetomium thermophilum

Alle getesteten Ted1-Varianten wurden im ted4 dcr2A4-Stammhintergrund und alle getesteten Cdc1-Varian-
ten im cdcI4-Hintergrund vermessen. Ubernachtkulturen der Stimme wurden in Sc-Medium angezogen und
auf eine ODgoonm von 0,5 eingestellt. Es wurden serielle Verdiinnungen im Verhéltnis 1:5 angefertigt und auf
eine Sc-Kontrollplatte und eine 5-FOA-haltige Platte aufgetropft. Die Stimme wurden fiir 48 h bei 30 °C in-
kubiert. Als Kontrollen diente ein leerer LEU2-Plasmidvektor pRS315 und die Wildtypvarianten der Proteine

in pRS315. Pro Stamm und Bedingung wurde die gleiche Platte verwendet. Gezeigt ist ein repréasentativer
Klon aus drei Messungen.

Von allen getesteten Proteinvarianten aus C. thermophilum war lediglich Ted1-CfTed1-Ted1 dazu in
der Lage, den letalen Wachstumsphénotypen der Deletionsstimme auf 5-FOA zu komplementieren.
Dagegen kann keine der CtCdcl Varianten die Cdcl-spezifische Funktion in S. cerevisiae iiberneh-
men. Dies konnte insgesamt ein Hinweis darauf sein, dass die Ted1-Funktion grundsétzlich starker

konserviert oder weniger spezifisch als die Cdc1-Funktion ist.
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2.8 Verinderung der Funktion von Cdcl mittels in vitro
Evolution

2.8.1 Isolierung einer CDCI-Variante mit TEDI-spezifischem, Zink**-
resistenten Phanotyp

Die bisherigen Untersuchungen deuten daraufhin, dass die spezifische Funktion von Cdc1 und Ted1
nicht durch den reziproken Austausch groferer Bereiche der Proteine iibertragen werden kann. Ei-
nerseits muss hierbei das korrekte Substrat (EtNP-1 vs. EtNP-2) durch spezifische Reste erkannt
werden, andererseits ist bislang nicht geklért, ob Cdcl und Ted1l zudem andere Bereiche des GPI-
Ankers oder des GPI-verankerten Proteins erkennen miissen. Die mannigfaltige Anzahl an Moglich-
keiten zur Substraterkennung und dafiir zustéindigen Resten der Proteine legt nahe, dass durch eine
zufdllige Mutagenese mogliche Kandidaten zur Spezifititsvermittlung identifiziert werden konnten.
Durch einen in vitro Evolutionsansatz wurden daher Mutationen in Cdcl angereichert, welche zur

Komplementation eines ted [ A-spezifischen Phénotyps fithren (Abb. 29).
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Das Zn?**-bedingte Wachstumsdefizit ist spezifisch fir die Ted1
Funktion

CDC1 MORF
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Abb. 29: Flussschema zur Herstellung einer Cdc1™°** Variante mittels in vitro Evolution

Links: Flussschema zur Herstellung einer Cdcl-Variante mit Ted1-Substratspezifitit durch in vitro Evoluti-
on. Die Anpassung an Zink?*'-Stress erfolgte durch Zinksulfat mit der Konzentration 6 mM in Zyklus 1 bis
9,5 mM in Zyklus 6.

Rechts: Wachstumsdefizit unter Zink>*-Stress ist ein Ted1-spezifischer Phinotyp. Ubernachtkulturen der
Stamme wurden in YPD angezogen und auf eine ODeoonm von 0,2 eingestellt. Es wurden serielle Verdiinnun-
gen im Verhéltnis 1:5 angefertigt und auf YPD Festmedium ohne und mit 12 mM Zink aufgetropft. Die
Stdimme wurden fiir 48 h bei 30 °C inkubiert. Als Wildtypkontrolle diente YHUMO0464. Pro Bedingung wur-
de fiir alle Stimme die gleiche Platte verwendet. Gezeigt ist ein représentativer Klon aus drei Messungen.
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Als Phinotyp wurde in diesem Fall das Wachstumsdefizit von TEDI-Deletionsstimmen auf Zink-
sulfat-haltigen Medien gewihlt, da dieser Phinotyp nicht in dcr24-Stammhintergriinden und nur
sehr schwach im CDC1""*-Stammbhintergrund auftritt, ergo spezifisch in Abwesenheit von Ted1 auf-
tritt. Dieser Phanotyp hat zudem gegeniiber Komplementationsanalysen wie dem Plasmid Shuffling

den Vorteil, dass die Konzentration des Stressors nach Bedarf angepasst werden kann.

Fiir die in vitro Evolution von Cdcl wurden Mutationen im CDCI ORF mithilfe einer Error Prone
PCR angereichert und anschlieBend Plasmid-basiert in einen ted/4-Stamm eingebracht. Der Pool
generierter Cdcl Mutanten wurde Wachstumsanalysen unter Zink**-Stress unterzogen. Vielverspre-
chende Klone wurden fiir weitere Zyklen verwendet. Nach insgesamt sechs durchlaufenen Zyklen
wurde eine einzige Variante Cdc1™® (Mutated Open Reading Frame) gefunden, welche das

Zink**-Stress bedingte Wachstumsdefizit des TEDI-Deletionsstamms komplementieren konnte.

Um Cdc1MO® weitergehend zu charakterisieren, wurde das Protein verschiedenen Wachstumsanaly-

sen im fed[4-Stammbhintergrund unterzogen (Abb. 30).

Sc-Leu +9,5 mM Zn?* + 11,8 mM zZn?*
2| 2|
1.8
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Abb. 30: Komplementationsanalyse von Cdc1Y°*" unter Zink**-Stress

Links: Ubernachtkulturen der Stimme im fedlA-Stammhintergrund wurden in Sc-Medium angezogen und
auf eine ODgoonm von 0,05 eingestellt. Davon wurden je 200 ul in Triplikaten in eine 96-Wellplatte tiberfiihrt.
Die Wachstumsanalyse erfolgte mittels Fluorimeter in Sc-Medium mit und ohne 9,5 mM Zinksulfat fiir 48 h
unter schnellem Schiitteln. Die ODgoonm der Kulturen wurde alle 30 min bestimmt. Als Kontrolle dienten der
Cdcl Wildtyp und der Tedl Wildtyp. Die Kurven zeigen Mittelwerte aus vier Messungen a zwei biologi-
schen Replikaten. Alle Plasmide wurden vor der Analyse frisch in den tedlA4-Stamm transformiert. Die Ver-
dopplungszeit beschreibt die Zellteilungsgeschwindigkeit in der exponentiellen Wachstumsphase (ODeoonm
0,2 bis 0,8) und zeigt einen Mittelwert der vier Messungen und deren Standardabweichung.

Rechts: Ubernachtkulturen der gleichen Stimme wurden in Sc-Medium angezogen und auf eine OD s00nm vON
0,2 eingestellt. Es wurden serielle Verdiinnungen im Verhiltnis 1:5 angefertigt und auf Sc-Festmedium ohne
und mit 11,8 mM Zink aufgetropft. Die Stimme wurden fiir 48 h bei 30 °C inkubiert.

Durch Zugabe von 9,5 mM Zinksulfat in Flissigmedium und 11,8 mM Zinksulfat verbesserte
Cdc1Mo*F das Wachstumsdefizit des fed14-Stammbhintergrunds im Gegensatz zum Cdcl Wildtyp si-
gnifikant. Unter normalen Wachstumsbedingungen zeigten 7EDI-Deletionsstimme unabhingig

vom enthaltenen Plasmid kein Wachstumsdefizit. Sowohl Stimme mit Cdcl, Tedl als auch Cd-

56



Ergebnisse

c1MORF wiesen in ihrer exponentiellen Wachstumsphase die gleiche Verdopplungszeit von etwa 2 h
auf. Bei Anwesenheit von 9,5 mM Zinksulfat zeigte der Kontrollstamm (Cdcl) ein deutliches
Wachstumsdefizit mit einer Verdopplungszeit von ca. 10,6 h in der exponentiellen Wachstumsphase.
Der Kontrollstamm mit Ted1 zeigte dagegen eine Verdopplungszeit von etwa 3,7 h. Cdc1™°®* fiihrte
in TEDI-Deletionsstimmen unter Zink**-Stress zu einer signifikanten (**) Wachstumsverbesserung
im Vergleich zum Cdc1 Wildtyp. Die Verdopplungszeit fiir Stimme mit Cdc1¥°* betrug 6,2 h. Das
Wachstum war damit mit Cdc1M°% etwa 70 % schneller als mit dem Cdcl Wildtyp. Auf festem Me-

dium zeigten ted14-Stimme mit Cdc1V* ein etwa fiinf mal stirkeres Wachstum als mit der Cdcl

lhAORF

Wildtyp Variante. Die Sequenz von Cdc weist im Gegensatz zu Cdcl insgesamt 33 mutierte

Reste auf (Abb. 31.)

CdC1 MORF

180°
l Cdc1MORF
Proteinoberflache Overlay

%~ [ D95 (5341
> (E346)

Y102
K112

Reste ‘% Kollisionen in Cdc1MORF

Abb. 31: Modell von Cdc1"o%F

Cdc1M°% wurde mithilfe der Rotamer Funktion von Chimera auf Basis des Cdc1 Strukturmodells der Alphafold Daten-
bank (Varadi et al. 2022) modelliert. Cdc1M*-spezifische Reste sind gelb markiert. Cdc1-Wildtyp-spezifische Reste
sind rosa markiert.

Oben rechts: Overlay von Cdcl und Cdc1M°®F, Gleiche Reste sind grau eingeférbt.

Unten: Cdcl Modell und Cdc1™°* Modell mit hervorgehobenen abweichenden Resten sowie strukturelle Kollisionen in

Cdc1MORF durch abweichende Reste. Die Reste der MPE-Signatur sind grau, Cdc1M% spezifische Reste gelb markiert
Die Kollisionen wurden mithilfe der Find clashes-Funktion in Chimera identifiziert.
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Zwei Mutationen (H23P und 142V) befinden sich in der N-terminalen Doméne von Cdc1M°%. In der
C-terminalen Domiine von Cdc1M°% befinden sich 4 mutierte Reste, von denen ein Austausch in
Transmembrandoméne 2 (M394V) und ein Austausch in Transmembrandoméne 3 (S479P) liegt.
Die Mutation K390E wird entsprechend der in diesem Experiment gesetzten MPE-Doménengren-
zen zur MPE-Doméne gezéhlt. Die grole Mehrheit aus 26 von 33 der eingefiihrten Mutationen be-
finden sich innerhalb der MPE-Doméne (F93S — [348S). Von den 26 Mutationen befinden sich 21
auf der Proteinoberfliche. Es befinden sich keine Mutationen direkt im MPE-Signaturmotif. Die
Modellierung von Cdc1M°%* fiihrte zur Kollision mehrerer Reste innerhalb des Proteins. So bewirkte
der Austausch N112K in a-Helix 1 zu einer Kollision mit Y102. P253 wurde in Cdc1™°* zu Leucin
ersetzt. Dies flihrt zu einer Kollision mit dem benachbarten T377 distal vom MPE-Zentrum. Der
Austausch M346E fiihrt zu Kollisionen mit D95 und S41 nahe dem MPE-Zentrum. Insgesamt kann
keine Prognose dariiber getroffen werden, welche der Mutationen einen Einfluss auf die Komple-
mentation des Zink*'-abhingigen fedA-Wachstumsdefizits von Cdc1™*F besitzt. Es ist moglich,
dass durch die strukturellen Kollisionen die Bindetasche rdumlich verdndert ist, oder dass spezifi-
sche Reste strukturunabhéngig zu einer anderen Funktion fithren. Weitere Untersuchungen sind n6-

1 MORF

tig, um Cdc nédher zu charakterisieren.

2.8.2 Zuordnung der in Cdc1™°*" mutierten Reste zur Cdcl- und Ted1/
Dcr2-spezifischen Funktion

Um aus dem Pool dieser 33 Mutationen diejenigen Reste zu ermitteln, welche zu besserem Wachs-
tum unter Zink*'-Stress fiihren, wurde zunichst eine funktionelle Kartierung der Doménen und eine
anschlieBende Feinkartierung einzelner Mutationen durchgefiihrt. Ziel der Doménenaustausche war
es auch in diesem Fall, spezifische Doménen zu identifizieren, welche den Zink**-Phénotypen ver-
mitteln. Hierzu wurden ausgehend von Cdc1™°% drei verschiedene Chiméren hergestellt. Die erste
weist nur in der N- und C-terminale Proteinregion Mutationen auf (Cdc1M°%-Cdc1-Cdc1Y°%F), die
zweite weist nur innerhalb der MPE-Doméne Mutationen und die Mutation K390E auf (Cdc1-Cd-
cIMO®_Cdcl) und die dritte Chimére besteht aus der N- und C-terminalen Region von Ted1 mit der
Cdc1M® MPE-Domine (Ted1(M1-F60)-CdcIMO®(Y61-A391)-Ted1(V462-V473)). Um den glei-
chen Ubergang zwischen den Proteindominen in Hinblick auf die Tertidrstruktur zu gewihrleisten,
wurde die Mutation K390E fiir dieses Konstrukt eliminiert. Die letzte Chimédre steht zudem unter
der Kontrolle des TEDI Promotors und Terminators. Eine analoge Chimére wurde mit dem nativen

Cdcl hergestellt. Alle Chimaren wurden Plasmid-basiert im ted4-Stamm auf ithr Wachstum unter
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Zink**-Stress iiberpriift. Zudem wurde ihr Wachstum unter Caspofungin-Stress analysiert, da Caspo-
fungin zu stiarkeren Wachstumsdefiziten in 7EDI-Deletionsstimmen fiihrt als die Zugabe von Zink-
sulfat. AuBerdem wurden alle Chiméren auch im Plasmid Shuffling System im cdclA und auch im
ted1A dcr24-Stammhintergrund auf Komplementation von letalen Wachstumsphénotypen analysiert
(Abb. 32). Die Klonierung von zwei Plasmiden und die Wachstumsanalyse im cdcl4- und tediA-
Stammbhintergrund wurden im Rahmen der Masterarbeit von Isabella Reitmeier durchgefiihrt.

cdc1h ted14 ted14 dcr2A

Sc-Leu-Ura 5-FOA Sc-Leu n* Caspo Sc-Leu-Ura 5-FOA

pRS315

Cdc1 Ted1 | Cdc1

Cdc1"* Cdc1 Cdc1™o
Tedl| Cdc1*v  edi

Abb. 32: Domiinenkartierung von Cdc1™°*" Varianten in verschiedenen Stammhintergriinden

Das Set aus Doménen-spezifischen Chimédren wurde im cdclA-Stamm, im fedlA-Stamm und im fedIA
dcr24-Stamm vermessen. Als Kontrollen dienten Stimme mit leerem LEUZ2-Plasmidvektor (pRS315) und
Staimme mit Wildtypvariante des Gens in pRS315. Gezeigt ist ein reprisentativer Klon aus mindestens drei
biologischen Replikaten.Fiir die Analyse im ted/4-Stammbhintergrund wurden die Stimme in Sc-Medium an-
gezogen und auf eine ODgoonm von 0,2 eingestellt. Es wurden serielle Verdiinnungen im Verhéltnis 1:5 ange-
fertigt. Die Zellen wurden auf Sc-Festmedium ohne Leucin sowie auf YPD-Festmedium mit 11,8 mM Zink-
sulfat und 4,8 pg/ml Caspofungin aufgetropft. Die Platten wurden fiir 48 h bei 30 °C inkubiert. Pro Bedin-
gung stammen alle Stimme von einer Platte. Fiir die Analyse im cdci4- und tedIA dcr2A-Stammhintergrund
wurden die Stimme in Sc-Medium angezogen und auf eine ODgoonm von 0,5 eingestellt. Es wurden serielle
Verdiinnungen im Verhéltnis 1:5 angefertigt. Die Zellen wurden auf Sc-Festmedium ohne Leucin und ohne
Uracil sowie auf 5-FOA haltiges Selektionsfestmedium aufgetropft. Die Platten wurden fiir 48 h bei 30 °C
inkubiert. Pro Bedingung stammen alle Stimme von einer Platte.

Die Komplementationsanalyse im cdclA-Stammhintergrund zeigte, dass Cdc1M°* und auch Cdcl-
Cdc1MO®*_Cdcl nicht den letalen Wachstumsphinotypen des cdclA-Stammes auf 5-FOA komple-
mentieren konnten und somit keine Cdc1-spezifische Funktion besitzen. Dagegen zeigte Cdc1MORF-
Cdc1-CdcIMO® in diesem Stammbhintergrund Wachstum auf 5-FOA. Im TEDI-Einzeldeletionss-
tamm komplementierten Cdc1™* sowie CdcIMO*-Cdc1-Cdc1™® und Ted1-Cdc1MO®-Tedl das
Wachstumsdefizit unter Zink**-Stress vollstindig. Cdc1-Cdc1MO®-Cdcl zeigte besseres Wachstum
als der Cdc1 Wildtyp, jedoch keine vollstindige Komplementation. Bei der Wachstumsanalyse auf
dem Zellwandstress Caspofungin zeigte lediglich Ted1-Cdc1°*-Ted1 ein hoheres Wachstum als
die Cdcl Wildtyp Kontrolle. Nichtsdestotrotz zeigte keine der Cdc1™°* Varianten eine Komple-
mentation des letalen Phanotypen des ted/4 dcr24-Stammbhintergrunds auf 5-FOA.
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[ MORE yermutlich nicht an

Insgesamt konnte durch dieses Experiment also gezeigt werden, dass Cdc
der Eliminierung von EtNP-2 beteiligt ist und dass sowohl die Cdc1M°*-spezifischen Mutationen in
der N- und C-terminalen Region als auch die Mutationen innerhalb der MPE-Doméne einen Ein-
fluss auf die Komplementation des Zink*'-abhingigen Wachstumsdefizits von TED1-Deletionss-

timmen besitzen.

Die funktionelle Analyse einzelner Cdc1¥°*" Mutationen innerhalb der MPE-Doméne durch Plas-
mid Shuffling sollte in einer ndheren Charakterisierung Aufschluss dariiber geben, welche der ein-
gefiihrten Mutationen zu einem Funktionsverlust der Cdcl-spezifischen Funktion fiihren und ob
diese Mutationen auch zu einem Verlust der Ted1/Dcr2-Funktion fiihren. Fiir die Analyse wurden
24 von 26 der mutierten Aminosduren der MPE-Doméne aus Cdc1¥°*" in 12 verschiedene Sets un-
terteilt und diese Sets einzeln in den CDCIM**-CDC1-CDCI1"°* ORF eingebracht (Cdc1™*-Cdcl
Set-2_Cdc1MORF), Zudem wurde eine Variante mit der Mutation K390E hergestellt Cdc1™°®*-Cdcl-
SB3_Cdc1MOFF, Die zwei Mutationen R124K und S322T wurden nicht in die Analyse einbezogen, da
sie weit entfernt vom katalytischen Zentrum liegen und durch dhnliche Reste ersetzt wurden. Zu-
dem wurden fiir manche Sets einzelne Reste im nativen CDC/ Konstrukt durch Alanin ausgetauscht
(Cdc1%-4) Die Vergleichbarkeit von Mutationen im Kontext von Cdc1M*-Cdc1-Cdc1™* und
dem nativen Cdcl ist gewéhrleistet, da sich die Proteine lediglich durch 6 Mutationen auf Amino-
saureniveau unterscheiden. Diese Mutationen liegen auBlerhalb der katalytischen MPE-Doméne und
haben keinen Einfluss auf das Wachstum von cdci4-Zellen auf 5-FOA. Somit besitzen diese Muta-
tionen mutmallich keinen signifikanten Einfluss auf die Cdc1-Funktion. Im Folgenden wird davon
ausgegangen, dass es der bindren Wachstumsanalyse nicht zu akkumulativen Effekten kommt. Fiir
letale Varianten von Cdc1MO®*-Cdc1%""-CdcIM¥ wurden strukturell analoge Reste in Tedl und

Dcr2 identifiziert und diese entweder durch Alanin oder den entsprechenden Cdc1MR*

-spezifischen
Rest ersetzt. Diese Varianten wurden im Plasmid Shuffling System mit tedIA dcr24-Stammbhinter-

grund auf ihre Funktion tiberpriift (Abb. 33).

Vorarbeiten und Teile dieser Ergebnisse wurden in den Bachelor- und Masterabschlussarbeiten von
Clara Schilling (Klonierung von 6 Tedl Mutanten), Lara Hollmann (Klonierung einer Cdc1 Mutan-
te) und Isabella Reitmeier (Klonierung von 13 Cdcl-Mutanten und Analyse dieser im cdclA-
Stamm) durchgefiihrt. Insgesamt war die groBe Mehrheit (9 von 13) der Cdc1M*-Cdc1%'-3-Cd-
c1MO®_Varianten letal fiir die Cdcl-Funktion. Lediglich Set3 (D135E), Set8 (Q268L), Setl0
(D296E, Q299L) und Set13 (K390E) hatten keinen Einfluss auf die Cdc1-Funktion.
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Cdc1-Varianten in cdc14 Ted1-Varianten in ted14 dcr2A Dcr2-Varianten in ted14 dcr2A
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Abb. 33: Fine Mapping der MPE-lokalisierten Mutationen aus Cdc1"°**

Die Cdcl-Varianten (rosa) wurden im cdclA-Stamm und die Ted1- (violett) und Dcr2-Varianten (tiirkis) im
tediA dcr24-Stamm in Fliissigkultur angezogen und auf eine ODgoonm von 0,5 eingestellt. Es wurden serielle
Verdiinnungen im Verhéltnis 1:5 angefertigt und auf eine Kontrollplatte ohne Leucin und ohne Uracil und auf
eine 5-FOA-Selektionsplatte aufgetropft. Gezeigt ist ein représentativer Klon aus mindestens drei biologi-
schen Replikaten. Als Kontrolle dienten Stimme mit leerem LEU2-Plasmidvektor (pRS315) und Stdmme mit
Wildtypvariante des Gens in pRS315. Die gelb gestreiften Cdc1-Varianten zeigen an, dass diese Mutationen
im Cdc1M°*-Cdc1-Cdc1MO%-Hintergrund vermessen wurden. Nicht alle getesteten Varianten stammen von
einer Platte, zeigten aber vergleichbares Wachstum der Kontrollen auf allen Platten.

L324 1452

$357 N360 5480 1483

L517 Y519

Y528 G530

M417A G418A E419A Y528 A529 G530

V451

Fiir einige der letalen Sets konnte eine mutmalliche Funktion der Reste in Cdcl vorhergesagt wer-
den. So handele es sich bei den CdclMO*-Cdc1%""*-Cdc1MO*-Varianten mit Setl (F93S), Set4
(L142Q), Set6 (N165D, F168Y, L173P) sowie Set7 (P251S, P253L) um Reste, welche zur Erhal-
tung der Proteinstruktur und Integritét essentiell sein konnten. Da F93 und L142 zudem in der Néhe
des MPE-Zentrums von Cdcl lokalisiert sind, wurden diese Reste und auch die Reste aus Set7 zu-
satzlich im nativen Cdcl durch Alanin ersetzt, um zu kliren, ob ein reiner Funktionsverlust der Res-
te ebenfalls zu einem letalen Phénotypen flihrt. Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass die Varian-
ten Cdc®'* und Cdc1%°** den letalen cdcl4-Phénotypen auf 5-FOA komplementieren konnen. Auch
der Doppelaustausch von P251A-P253A fiihrte zu keiner sichtbaren funktionellen Beeintrachtigung
bei Wachstum auf 5-FOA. In Ted1 und Dcr2 wurden strukturell analoge Reste identifiziert und die-
se ebenfalls durch Serin bzw. Glutamin und durch Alanin ersetzt. Die Mutationen in Dcr2 zeigten
die gleichen Phéinotypen wie bei Cdcl. So waren die Mutationen L253S und T300Q letal fiir die
Dcr2-Funktion. Die Mutationen L253A und T300A zeigten allerdings keinen Einfluss auf das
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Wachstum von tedIA4 dcr24-Zellen auf 5-FOA. Interessanterweise fiihrte keiner der strukturell ana-
logen Austausche in Tedl (F85S/A oder M131Q/A) zu einem Funktionsverlust von Tedl. Die zu
Cdc1™'"4 P24 gnalogen Mutanten Ted 1™Y74 4 und Der2M4%4 X494 zejgen ebenfalls keine sichtbare

funktionelle Beeintrachtigung bei Wachstum auf 5-FOA.

Die letalen in CdcIMO*-Cdc1%2-Cdc1M® eingefiihrten Mutationen (R107G, QI109L, NI112K,
F114S, R116G V117A) sind an der Spitze der amphiphatischen a-Helix 1 lokalisiert. F114 wurde in
Cdcl1 als mutmaBlicher Membran-Anker einzeln analysiert. Dieser Einzelaustausch fiihrte allerdings
nicht zu einem Funktionsverlust von Cdcl. Fiir Tedl wurden zwei Mutationen an der Spitze der a-
Helix 1 (L103A, Y106A) eingefiihrt, welche ebenfalls keinen Einfluss auf das Wachstum der ted/4
dcr24-Zellen auf 5-FOA hatten.

N151 aus CdcIMO*-Cdc1%*-Cdc1M®F liegt in der Nihe der mutmaBlichen Substratbindetasche.
Doch wéhrend N151D zum letalen cdclA-Phénotypen fiihrte, hatte die Mutation N151A keinen
Einfluss auf das Wachstum auf 5-FOA. Der in Ted] strukturell analoge Rest 1140 wurde durch Ala-
nin (Funktionsverlust) und Serin (Eigenschaftsumkehr) ersetzt. Keiner der Austausche flihrte zum
Verlust der Ted1-Funktion. Auch bei Dcr2 fiihrten die Austausche S3091 und S309A nicht zu letalen
Phinotypen. Die letalen Mutationen aus Cdc1™°%-Cdc15-Cdc1™O® (E276D, K278R) befinden
sich in einem Loop auf der Substratbindungsseite. Bei Ted1 ist dieser Loop deutlich kiirzer und da-
her gibt es keine strukturell analogen Reste in diesem Protein. Bei Dcr2 filihrte der Austausch der

analogen Reste M468A-K470A nicht zu einem Funktionsverlust.

Insgesamt war die groBe Mehrheit der Cdc1M® -spezifischen Reste letal fiir die Cdcl-Funktion,
wohingegen Mutationen der entsprechenden Reste zu Alanin eher tolerierbar fiir die Funktion wa-
ren. Bei Der2 fiihrten lediglich zwei Cdc1M*-spezifische Reste zum Funktionsverlust und fiir Ted1
konnte keine letale Mutationen identifiziert werden. Dies konnte ein Anzeichen fiir die Robustheit
der Ted1-Funktion sein und dafiir sprechen, dass Cdc1™* méglicherweise eine andere MPE-spezi-

fische Funktion iibernimmt.

62



Diskussion

3. Diskussion

3.1 Zellwandstresse weisen auf unterschiedliche

Substratspektren von Cdcl und Ted1/ Der2 hin

Die Eliminierung von EtNP-1 und EtNP-2 durch die Metallophosphoesterasen Cdcl, Tedl und
Dcr2 wihrend der Prozessierung GPI-verankerter Proteine ist essentiell fiir deren Sortierung und ef-
fizienten Einbau in die Zellwand. Im Zuge der ausfiihrlichen phidnotypischen Analyse von Cdcl,
Ted1 und Der2 wurden drei Stammsets hergestellt, in denen CDC1, TEDI und DCR?2 auf Plasmiden
verschiedener Kopienzahl exprimiert wurden. Dieses Stammset wurde zur Analyse der drei Metal-
lophosphoesterasen in Abhéngigkeit verschiedener Genkopien Anzahlen unter spezifischen Zell-
wandstressen verwendet. Im Fall von Ted1 und Dcr2 ermdglichte es zudem phénotypische Analysen
in Abwesenheit des anderen Proteins durchzufiihren. Im Rahmen dieser Diskussion wird im Weite-
ren angenommen, dass eine erhohte Kopienzahl im Vergleich zu den verwendeten CEN-Plasmiden
tatsichlich zu einer grofleren Proteinmenge fiihrt. Eine ergdnzende Western Blot Analyse ist aller-
dings notwendig, um eine Aussage iiber die tatsidchliche Proteinmenge der Metallophosphoesterasen

treffen zu konnen.

Alle drei Proteine zeigten unter den Zellwandstressen Kongorot, Calcofluorweifl und Caspofungin
unterschiedliche Mengen abhéngige Effekte (Abb. 34). Grundsétzlich zeigte sich die Tendenz, dass
eine verdnderte Menge von Cdcl vor allem zu Sensitivitét gegeniiber den beiden Farbstoffen fiihrte,
wihrend verdnderte Mengen von Tedl oder Dcr2 vor allem zu Wachstumsdefiziten auf Caspofungin
fiihrten. Sogar die TED - und DCR?2- Einzeldeletionsstimme zeigten ein leichtes Wachstumsdefizit
unter Caspofungin-Stress. Es ist {iberraschend, dass Cdcl und Tedl/ Dcr2 in dieser Analyse ver-
schiedene Phénotypen zeigten. Fiir gleiche Substrate von Cdcl und Ted1/Dcr2 wire zu erwarten,
dass alle Stammsets bei zu geringer MPE-Funktion grundsitzlich dhnliche Phénotypen in Bezug auf
Sensitivitdt zeigen. In diesem Fall ist es denkbar, dass die phénotypischen Unterschiede zwischen
den drei Stammsets zu Stande kommen, da unter verschiedenen Zellwandstressen unterschiedliche
GPI-verankerte Substrate iiberwiegend prozessiert werden miissen. So ist es beispielsweise denkbar,
dass unter Caspofunginstress nicht nur GPI-verankerte Zellwand- sondern auch Plasmamembran-
proteine vermehrt prozessiert werden, die bei der Instandhaltung und Stabilisierung der Zellwand

helfen. Die GPI-Anker von Plasmamembranproteinen sind allerdings exklusives Substrat von Ted1
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Abb. 34: Zusammenfassung des Stress-spezifischen Transports GPI-verankerter Zellwandproteine

Die Fahigkeit der CDCI, TEDI und DCR2 Stammsets mit verschiedenen Plasmid-basierten Kopienzahlen
der Gene, Zellwandstress zu kompensieren wurde zusammengefasst und farblich hinterlegt. Helle Farben
deuten darauf hin, dass fiir das Protein Gendosis abhidngige Wachstumsdefizite gemessen wurden.

und Dcr2. Das spezifische Wachstumsdefizit der TED - und DCR2-Stimme konnte also damit er-

klart werden, dass diese ein grofleres Substratspektrum als Cdcl besitzen.

Die durchgefiihrte Zellwandproteomanalyse zeigte, dass unter Caspofungin-Stress vor allem ein ho-
herer Anteil von Cwpl und Crhl auf der Zelloberfliche zu finden ist. Zudem konnte ein leichter
Anstieg von Gasl und Gas5 gezeigt werden, welcher allerdings nicht in allen Stimmen signifikant
war. Es liegen keine genauen Daten iiber das Zellwandproteom von S. cerevisiae Zellen unter Kon-
gorot- oder Calcofluorweil3-Stress vor. Vergangene Studien zeigten allerdings, dass unter anderem
die Expression der Gene AFBI, CRH2, DFGS5, DSE2, NFGI, TIR2, TOHI, TOS6 und YPSI fiir
GPI-verankerte Proteine unter Kongorot-Stress induziert wird (Garcia et al. 2004). Dagegen konnte
ebenfalls in der Vergangenheit gezeigt werden, dass Calcofluorweifl unter anderem zur Induktion
von CWP2 fiihrt (Boorsma et al. 2004). Die bevorzugte Prozessierung verschiedener GPI-veranker-
ter Zellwandproteine von Cdcl und Ted1/Dcr2 konnte daher eine andere Erklarungsmdglichkeit fiir

die entdeckten Phénotypen sein.
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Bezogen auf Cdcl, Tedl und Dcr2 wire es moglich, dass bestimmte GPI-verankerte Substrate mit
hoherer Affinitit gebunden oder mit hoherer Effizienz prozessiert werden kdnnen. Werden diese
Substrate unter einem spezifischen Stress in groleren Mengen gefordert, kommt es zum Riickstau
der GPI-verankerten Proteine wenn nicht ausreichend Metallophosphoesterase Aktivitit gewéhrleis-
tet ist. In Zukunft konnte mittels Western Blot ermittelt werden, ob eine niedrige Tedl Menge unter
Caspofunginstress zur Akkumulation unterschiedlicher Mengen GPI-verankerter Zellwandproteine

im ER fiihrt.

Eine andere Erkldrung fiir diese spezifischen Wachstumsdefekte konnte die Sensitivitit anderer Pro-
teine der GPI-Anker Biosynthese gegeniiber einem oder mehreren der getesteten Stressoren sein. Es
konnte beispielsweise fiir den CWI oder den Mating-Signalweg gezeigt werden, dass Kongorot und
Caspofungin sich auf ganz verschiedene Proteine dieses Signalweges auswirken (Garcia et al.
2015). Im Zusammenhang mit Proteinen, deren Funktion sich direkt auf die Cdc1- bzw. Ted1- und
Dcr2-Funktion auswirkt, konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die die EtNP-1 Transferase
Mcd4 sensitiv gegeniiber Calcofluorweif ist (Packeiser et al. 1999; Sanz et al. 2022) und dass die
reduzierte Expression von MCD4 in S. cerevisiae ebenfalls zur Sensitivitit gegeniiber dem Stressor
fiihrt. Auch fiir die EtNP-2 Transferase Gpi7 wurde bereits gezeigt, dass sie sensitiv gegeniiber Cal-
cofluorweill und Kongorot ist (Lesage et al. 2005; Krause et al. 2008; Garcia ef al. 2015). Es kann
nicht ausgeschlossen werden, dass verringerte Funktionalitit der beiden EtNP Transferasen einen
Einfluss auf die identifizierten Phinotypen hat. Insgesamt lassen die durchgefiihrten durchgefiihrten
Analysen nur MutmaBungen dariiber zu, inwieweit die Sensitivitdt anderer Proteine der komplexen
GPI-Anker Biosynthese- und Prozessierungsmaschinerie sich auf die Funktion von Cdcl, Ted1 und
Dcr2 auswirkt. Ein groBflichig angelegter systematischer Screen basierend auf den hier verwende-

ten Stammsets mit zusétzlichen Deletionen konnte diese Frage kldren.

Bemerkenswert war in diesem Zusammenhang auch die Tatsache, dass die Stimme mit stark erhéh-
ter Kopienzahl von CDCI, TEDI und DCR2 zwar in den meisten Féllen das Wachstum unter Zell-
wandstress kompensieren konnten, in manchen Féllen sich die erhhte Kopienzahl allerdings auch
negativ auf das Wachstum auswirkte. Diesen Effekte zeigten vor allem CDCI1"#" bei Wachstum un-
ter Kongorot-Stress und TEDI"¢" und DCR2"¢" bei Wachstum auf Caspofungin-haltigen Medien.
TEDI"¢" zeigte auf Caspofungin sogar schlechteres Wachstum als 7EDI”". Das bedeutet, dass ins-
besondere fiir Tedl eine erhdhte Proteinmenge negative Auswirkungen auf die Funktion haben

kann. Es ist denkbar, dass ein Ted1-Uberschuss kritisch ist, da sich infolgedessen auch der absolute
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Anteil der unspezifischen Ted1-Funktion erh6ht. Dessen Folge wére der Export von GPI-veranker-
ten Proteinen mit unfertigen GPI-Ankern. Es ist denkbar, dass auch fiir Cdc1 und Decr2 ein Protein-
iberschuss zur unspezifischen Funktion fithren konnte. Diese unspezifische Funktion konnte aller-
dings weniger grole Auswirkungen auf die GPI-Anker Prozessierung besitzen als bei Tedl, da
Cdcl und Dcr2 erst spéter in der GPI-Anker Prozessierung aktiv werden. Fiir die Verwendung von
Plasmiden mit hoher Kopienzahl darf allerdings nicht auer Acht gelassen werden, dass diese selbst
Stress fiir S. cerevisiae bedeuten und sogar die Lebensspanne der Zellen verkiirzen (Falcon & Aris
2003). Ein alternatives System, in dem die Gene auf CEN-Plasmiden unter verschiedenen Promoto-

ren exprimiert wiirden, konnte diese Fehlerquelle eindimmen.

In Bezug auf Tedl und Dcr2 konnte weiterhin die Beobachtung gemacht werden, dass Stimme die
lediglich TED1 exprimieren grundsdtzlich robuster gegen die Zellwandstressoren reagierten als Zel-
len nur mit DCR2. Eine zeitliche Komponente kdnnte in diesem Fall eine Rolle spielen. In Abwe-
senheit von Tedl kommt es in S. cerevisiae zum verzogerten Export GPI-verankerter Proteine aus
dem ER (Yoko-O et al. 2018) und somit zu einem zeitlichen Verzug, der sich unter Zellwandstress-
Bedingungen bemerkbar machen konnte. Dennoch kann an dieser Stelle ebenfalls die Frage nach ei-
ner moglichen unterschiedlichen Effizienz von Tedl und Dcr2 in Bezug auf die Eliminierung von
EtNP-2 gestellt werden. Die durchgefiihrten Experimente kdnnen nicht ausschlieen, dass die stér-
keren Wachstumsdefizite im DCR2-Stammset dadurch bedingt sind, dass Tedl und Dcr2 unter-
schiedlich effizient EtNP-2 eliminieren. In vergangenen Studien wurde fiir die Analyse der beiden
Metallophosphoesterasen eine ER-lokalisierte Variante von Dcr2 hergestellt (Chen et al. 2021).
Mithilfe dieser Variante konnte die Frage geklirt werden, ob Tedl und Dcr2 bei Lokalisation im

gleichen Kompartiment die gleichen Phdnotypen unter den getesteten Bedingungen zeigen.

Cdcl und Tedl wurden im Zusammenhang mit der Keramid Remodelase Cwh43 ebenfalls systema-
tisch phénotypisch charakterisiert. Die durchgefiihrten Analysen zeigten, dass Cwh43 nicht sensitiv
gegeniiber den getesteten Zellwandstressen ist. Da fiir Cwh43 lediglich GPI-verankerte Plasma-
membranproteine als Substrat gelten (Yoko-O et al. 2018), ist dies naheliegend. Die Analyse weist
fiir die alle getesteten Zellwandstresse darauf hin, dass die Cwh43-Funktion nicht von Cdcl und
Tedl abhéngt. Die Cdcl- und Ted1- spezifischen Phianotypen decken sich auerdem mit dem aktu-
ellen Modell, in dem Cdcl erst nach der Ted1-Aktivitdt GPI-Anker prozessiert (Yang & Banfield
2020).
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Das Deletionsstammset zur Charakterisierung von Cdcl und Tedl im Zusammenhang mit der Lipid
Remodelase Cwh43 wurde auch auf Flo11-spezifische Phénotypen untersucht. Flo11 weist Ortholo-
ge in einer Vielzahl von humanpathogenen Vertretern der Saccharomycetales auf, welche fiir die
Adhision und die Besiedlung der Hefen an menschlichen Schleimhautepithelien verantwortlich sind
(Cormack et al. 1999; Li & Palecek 2003; Fu et al. 2008). Moglichkeiten der Unterbindung des Ad-
hésionsverhaltens in S. cerevisiae konnen daher einen wertvollen Beitrag zur Entwicklung neuer
Therapien gegen Mykosen liefern. Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass vor allem Cdcl einen
Einfluss auf das Adhidsionsverhalten von S. cerevisiae besitzt. Da Cdc1 kein bekanntes Ortholog im
Menschen besitzt, konnte dies ein kiinftiger Anhaltspunkt fiir die Entwicklung eines Antimykoti-
kums sein. Auch die Bildung von Biofilmen ist vor allem im medizinischen Kontext ein relevanter
Phénotyp, da diese Wachstumsverbénde als resistenter gegen Antimykotika und Desinfektionsmittel
gelten (Martinez & Fries 2010; Kernien et al. 2017). Im cwh434-Stammhintergrund konnte die
Flo11-vermittelte Adhdsion an Agar, aber kaum Biofilmbildung beobachtet werden. Die Ausbildung
von Biofilmen ist im Gegensatz zur Adhédsion an Agaroberflichen nicht nur durch Expression ver-
schiedener Flokkuline wie Flo11 bedingt. Sie beinhaltet neben der Vermittlung von Adhédsion die
komplex regulierte Expression weiterer Gene zum Wachstum im Zellverband wie beispielsweise
zum Néhrstofftransport oder der Ausbildung einer extrazellularen Matrix (Blankenship & Mitchell
2006; Briickner & Mosch 2012; MarSikova ef al. 2017). Es ist moglich, dass die Cwh43-Funktion

mit einem in Biofilmen exprimierten Gen in Zusammenhang steht.

Die durchgefiihrten Analysen zeigten auBerdem, dass das Unvermdgen von CDCI”""- und cwh434-

Stimmen Biofilme zu bilden, teilweise im CDCI""*

- und cwh434-Stammbhintergrund komplemen-
tiert wurde. Dieses Phidnomen konnte auch fiir die Deletionsstimme von TEDI und CWH43 beob-
achtet werden. Fiir TEDI und CWH43 konnte bereits in vergangenen Studien gezeigt werden, dass
die beiden Gene genetisch interagieren und es so zur phanotypischen Suppression kommen kann
(Yoko-O et al. 2018). Die hier generierten Daten deuten darauf hin, dass dies auch fir CDC/ und

CWH43 der Fall sein konnte.

3.2 Zink*" konnte die Dcr2 Aktivitat beeinflussen

Die Zellwandproteomanalyse hat gezeigt, dass Zink*" keinen Einfluss auf das Zellwandproteom von
Wildtypzellen besitzt. Im TEDI-Deletionshintergrund konnten unter Zink**-Stress ein signifikant
groferer Anteil des Proteins Cdc19 festgestellt werden. Die Pyruvat Kinase wurde bereits in vorigen

Studien auf der Zelloberflidche von S. cerevisiae gefunden, besitzt allerdings keinen GPI Anker (In-
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senser et al. 2010; Braconi et al. 2011). Auch fiir die in diesem Stamm unter Zink*'-Stress in hohe-
rem MaB identifizierten Zellwandproteine der Kategorie 2 (Fks1, Pir3, Tdh3, Eno2, Ssal und Ssa2)
ist keine Modifikation mit GPI bekannt. Dies ist ein moglicher Hinweis darauf, dass die Sensitivitét
von Stdmmen mit 7ED/-Deletionshintergrund nicht aufgrund ineffizienter Prozessierung GPI-ver-
ankerter Proteine zu Stande kommt. Gestiitzt wird diese Erkenntnis von der Tatsache, dass neben
TEDI-Deletionsstimmen keine weiteren GPI-bezogenen Deletionsstimme eine dhnliche oder hohe-

re Sensitivitdt gegeniiber Zink**-Stress zeigen (Ruotolo ef al. 2008).

Dies wirft allerdings auch die Frage auf, wie die ted [ 4-spezifische Sensitivitdt gegeniiber Zinkionen
erklért werden kann. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Zink**-abhéingige Wachstums-
defekt der ted14-Zellen durch verschiedene, artifiziell generierte MPE-Mutanten wie beispielsweise
Cdc1Mo® komplementiert werden kann. Es konnte auch gezeigt werden, dass keine dieser MPE-
Mutanten dazu in der Lage war, EtNP-1 oder EtNP-2 vom GPI-Kern zu eliminieren. Dies fiihrt zu
der moglichen Annahme, dass eine andere, Ted1-abhiingige Phosphoesterase-Funktion zum Zink*'-

Wachstumsdefizit in TED I-Deletionsstaimmen fiihrt.

Diese Arbeit zeigte, dass Tedl Resistenz gegeniiber Zink®* vermittelt — auch in Abwesenheit von
Dcr2. In Stimmen ohne Ted1 existieren dagegen eine viel groBBere Anzahl von Substraten in Form
GPI-verankerter Proteine, die Dcr2 neben seinen klassischen Substraten prozessiert. Die Dcr2-
Funktion ist also abhingig von der Ted1-Funktion. Daher wire es moglich, dass der Zink**-abhéngi-
ge Phédnotyp von TEDI-Deletionsstimmen durch eine verdnderte Dcr2-Funktion zu Stande kommt.
Moglicherweise verschiebt Zink®" die Substratspezifitit oder Aktivitit von Dcr2 dahingehend, dass
zwar GPI-verankerte Proteine weiterhin prozessiert werden, andere nicht essentielle Substrate unter
diesen Bedingungen allerdings nicht mehr oder weniger effizient erkannt werden und dies zum
Wachstumsdefizit unter Zink®*-Stress fiihrt. Diese These wird gestiitzt durch die Wirkung von Me-
tallionen auf Zellen im Allgemeinen und im Spezifischen auf Metallophosphoesterasen: Es ist be-
kannt, dass erhohte Konzentrationen von Metallionen in die Zelle dringen und dort einerseits zu er-
hohtem oxidativen Stress fithren und andererseits mit nativen Co-Faktoren konkurrieren (Buchholz
& Behringer 2018). Metallophosphoesterasen tolerieren grundsétzlich unterschiedliche Co-Faktoren
(Clark et al. 2016; Ejaz et al. 2019). In spezifischen Fillen konnte allerdings die Priaferenz be-
stimmter Co-Faktoren gezeigt werden wie beispielsweise Eisen- und Zinkionen fiir Dbrl (Clark et
al. 2016). Auch konnte in der Vergangenheit beispielsweise anhand der Alkalischen Kilberdarm-

Phosphatase gezeigt werden, dass verschiedene zweiwertige Kationen die Substratspezifitit dieser
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Metallophosphoesterase verandern konnen (Igunnu ef al. 2011). Bezogen auf die Komplementation
des ted1A-spezifischen Zink**-Phénotyps der artifiziellen Cdc1MO%F Mutante, wire es moglich dass
Cdc1M®F eine nicht essentielle Dcr2-spezifische Funktion {ibernimmt und auf diese Weise das
Wachstumsdefizit unter Zink**-Stress ausgleichen kann. Die SGD Datenbank zeigte, dass Der2 zwei
weitere Proteine als Substrate dephosphoryliert: Irel und Sicl (Guo & Polymenis 2006; Pathak et
al. 2007). Bei Irel handelt es sich um den zentralen Schliisselregulator der UPR (Welihinda &
Kaufman 1996). Die UPR fiihrt zur Induzierung einer Vielzahl von Genen, welche zur Wiederher-
stellung der ER-Homdostase oder, falls dies nicht moglich ist, zum Zelltod fiihren (Kohno et al.
1993; Wu et al. 2014). In vergangenen Studien konnte gezeigt werden, dass Zink?*" eine Auswirkung
auf den CWI und die UPR besitzt (Babele ef al. 2018). Dcr2 reguliert Irel durch Dephosphorylie-
rung herunter und unterdriickt so die UPR (Guo & Polymenis 2006). Es wére moglich, dass Cd-

c1MO® einen Einfluss auf diese Regulation nimmt.

Bei Sicl handelt es sich um einen Cyklin-abhingigen Kinase-Inhibitor (Schwob et al. 1994; Brocca
et al. 2011). Sicl wird durch die Dcr2 vermittelte Dephosphorylierung destabilisiert, abgebaut und
ermdglicht folglich den Ubergang von der G1 in die S-Phase wihrend der Mitose (Pathak et al.
2007). Es ist moglich, dass ein Zink**-abhingiges Wachstumsdefizit auftritt, wenn Dcr2 nicht mehr
dazu in der Lage ist, Sicl effizient zu dephosphorylieren. Cdc1°* konnte diese Funktion iiberneh-
men. Es bedarf einer ganzen Reihe weiterer Studien, um diese Hypothese zu belegen. Beispielswei-

1 MORF

se konnte die Interaktion von Cdc mit Irel, Sicl oder anderen moglichen Interaktionspartnern

in einem Yeast-Two-Hybrid System tliberpriift werden. Dies wire allerdings lediglich ein Beweis fiir

IMORF mit diesen Substraten. Es ist auBerdem essentiell, in Zu-

die physikalische Interaktion von Cdc
kunft auch die enzymatische Aktivitdt der Mutante zu belegen. Auch Erkenntnisse {iber die subzel-
lulare Lokalisation von Cdc1™°® konnte die mdglichen Funktionen des Proteins eingrenzen. Dee-
pLoc-1.0, ein Deep Learning Algorithmus zur Vorhersage der subzellularen Lokalisation von Prote-
inen (Almagro Armenteros et al. 2017), ergab, dass die Wahrscheinlichkeit fiir Cdc1, im Golgi loka-
lisiert zu sein, bei 73,4 % liegt. Fir Cdc1°" liegt die Aufenthaltswahrscheinlichkeit im Golgi bei
68,7 %. Dies deutet daraufhin, dass keine der 33 Mutationen in silico einen signifikanten Einfluss

auf die Lokalisation von Cdc1MORF zu besitzen scheint und somit bei der Suche nach Interaktions-

partnern vorrangig Golgi lokalisierte Proteine in Betracht kimen.

Ted1-Cdc1MO*-Ted1 fiihrte neben der Komplementation des Zink**-Phénotyps zudem zu etwa fiinf-

fach besserem Wachstum von TEDI-Deletionstimmen auf Caspofungin. Obwohl Caspofungin
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durch Hemmung der f1-3 Glukansynthase primir die Zellwand von S. cerevisiae schwécht, konnen
weitreichende, indirekte Effekte von Caspofungin auf grundlegende zellulare Mechanismen der
Zelle nicht ginzlich ausgeschlossen werden. So wurde beispielsweise im humanpathogenen Pilz
Aspergillus fumigatus ein Zusammenhang zwischen Genen der UPR und Sensitivitit gegeniiber
Caspofungin ermittelt (Richie ef al. 2009) . In S. cerevisiae konnten 20 Gene identifiziert werden,
deren Deletion zu starker Sensitivitit gegeniiber Caspofungin fiihrten. Bei elf davon handelte es
sich um Gene im Zusammenhang mit Zellwandspezifischen Prozessen. Die iibrigen neun Gene hin-
gen allerdings mit Transportfunktionen und der Transkriptionskontrolle zusammen (Markovich et
al. 2004). Das komplexe Zusammenwirken zellularer Prozesse liefert keine Anhaltspunkte fiir die
Aufklirung des Phinotyps von Ted1-Cdc1MO*-Ted1. Erster Anhaltspunkt zur Erklirung des Phéno-

typs konnte auch hier eine Lokalisierungsanalyse der Chimére sein.

3.3 Die Spezifitat von Cdcl, Ted1 und Dcr2 kann mit den
hergestellten MPE-Chiméren nicht iibertragen werden

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Proteinchiméiren von Cdcl, Tedl und Dcr2 mit ausge-
tauschter MPE-Doméne hergestellt und funktionell charakterisiert. Keine der Chiméren war funkti-
onell. Besonders iiberraschend ist dieses Ergebnis fiir die Chiméren aus Ted1 und Dcr2, da die Pro-
teine die gleiche Funktion erfiillen und bekannt ist, dass Dcr2 bei Lokalisation im ER dort ted14-
spezifische Phanotypen komplementieren kann (Chen ef al. 2021). Das erhaltene Ergebnis deutet
darauthin, dass Cdcl, Tedl und Dcr2 nicht modular aufgebaut sind. Zudem scheint fiir die Pho-
phoesterasefunktion und Substratspezifitét nicht eine einzelne Doméne verantwortlich zu sein. Viel-
mehr scheint es, dass die richtige Kombination aus katalytischer Doméne und N- und C-terminaler

Region fiir die Substraterkennung und Eliminierung von EtNP-1/ EtNP-2 bendtigt wird.

Auch spannend war in diesem Zusammenhang der Vergleich der Sequenzidentitdt zwischen den
drei MPE-Dominen. Die geringe Sequenzidentitit zwischen der Ted1- und Dcr2 MPE-Doméne von
15,4 % zeigt, dass die Sequenzidentitit der MPE-Doméne nicht zwangsldufig mit der Funktion und
Spezifitit dieser Proteine korreliert. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass die generier-
ten Chiméren aufgrund von Faltungs- oder Expressionsproblemen nicht funktionell waren. Eine
Western Blot Analyse zum Nachweis der Proteinproduktion und Stabilitdt ist notwendig, um weite-
re Aussagen treffen zu kdnnen. Zudem wire sinnvoll, die subzelluldare Lokalisierung der hergestell-

ten Chiméren zu iiberpriifen.
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Neben CdcIMO® waren die Proteinchimiren Cdc1MO*-Cdc1-Cdel™* und Ted1-Cdc1MORF-Tedl
dazu in der Lage, den Zink*'-spezifischen Wachstumsdefekt im TEDI-Deletionsstamm zu komple-
mentieren. Da sowohl Ted1-Cdc1-Tedl als auch Cdc1-Cdc1MO®*-Cdcl nicht bzw. nicht in vollem
Umfang dazu in der Lage waren, den Zink*'-Phdnotyp zu komplementieren, kann dies ein Hinweis
darauf sein, dass in diesem Beispiel die MPE- und die N- sowie C-terminale Doméne wichtig fiir
die Funktion beziiglich der phinotypischen Komplementation des Zink*'-spezifischen Wachstums-
defektes sind. Auch die Tatsache, dass alle Proteine, die zur Komplementation fiihrten keine in allen
drei Proteinen vertretene Doméne besitzen, kann ein weiterer Hinweis sein, dass die entsprechende
MPE-Domine kompatibel mit N- und C-terminaler Region sein muss, um ein funktionelles Protein

Zu generieren.

3.4 Strukturelle Grundlage der spezifischen Funktion von
Cdcl, Ted1 und Dcr2

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden insgesamt 105 gezielte Austauschvarianten von Cdcl, Ted1
und Dcr2 hergestellt und charakterisiert. Bei der Hilfte dieser Varianten handelt es sich um Cdcl
Mutanten, die eine direkte funktionelle Kartierung von etwa 20 % aller Reste der MPE-Doméne zu-
lassen. Um eine Funktionsbewertung der analysierten Reste durchzufiihren, wurde eine fiinfstufige
Bewertungsskala (0 ersetzlich, 4 essentiell) eingefiihrt. Essentiellen Resten wurden 4 Punkte zuge-
teilt. Existierten mehrere Mutationen eines Rests mit verschiedenen bindren Phanotypen aus dem
Plasmid Shuffling (beispielsweise die letale Variante Dcr29*™ und die lebende Variante Der2 9N,
wurde 1 Punkt vergeben. Fiir jeden Stress-spezifischen Phinotyp nicht essentieller Reste wurde je-
weils 1 Punkt vergeben. Ein Rest mit verschiedenen bindren Phédnotypen konnte maximal einen
Wert von 3 erreichen, um die Unterscheidung von essentiellen Resten zu ermdglichen. Die charak-

terisierten Reste von Cdcl, Tedl und Dcr2 wurden dieser Funktionsbewertung unterzogen (Abb.

35).

Beziiglich der sieben charaktersierten MPE-Mutanten konnte fiir ein Rest ein Unterschied zwischen
den drei Proteinen festgestellt werden. Wihrend alle getesteten Reste mit mutmaBlicher Co-Faktor
Komplexierungsfunktion sowie alle konservierten Reste essentiell waren, zeigte der variable MPE-
Motif Rest GHxH in Block V eine unterschiedliche Relevanz fiir die Proteinfunktion von Cdcl,
Tedl und Dcr2. Der Dcr2 Rest D499 hat eine Funktionsbewertung von 4. Dagegen weist der enst-
prechende Aspartat-Rest bei Cdcl eine Funktionsbewertung von 3 und bei Tedl lediglich eine

Funktionsbewertung von 1 auf. Das Sequence Logo aus Abb. 6 zeigte, dass in Saccharomycetales

71



Diskussion

Cdc1

48 Bereiche mutiert
(53 Mutanten mit 64 mutierten Resten)

sle FETE ¢
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Ted1
25 Bereiche mutiert
(30 Mutanten mit 32 mutierten Resten)
alle |14 3160
ohne MPE | 14 21
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Dcr2
18 Bereiche mutiert
(22 Mutanten mit 25 mutierten Resten)

alle [4 2250

ohne MPE |4 2128

Funktionsbewertung

ersetzlich 00 1 12 NN cssentiell

Abb. 35: Zusammenfassung aller funktionell charakterisierten Reste von Cdcl, Ted1 und Dcr2

Die funktionell charakterisierten Reste von Cdc1, Ted1 und Dcr2 wurden funktionell von 0 (ersetzlich) bis 4
(essentiell) kategorisiert und in den Alphafold Strukturmodellen (Varadi ef al. 2022) markiert. Die Anzahl al-
ler mutierten Bereiche wurde statistisch kategorisiert und in Balkendiagrammen dargestellt.

Aspartat der am hiufigsten aufgetretene Rest an dieser Position ist, obwohl keine eindeutige Prife-
renz flir diese Position erkennbar ist. Fiir Metallophosphoesterasen anderer Organismen existieren
an dieser Position ebenfalls eine Vielzahl verschiedener Reste (Matange ef al. 2015; Haapalainen et
al. 2021). Das zu Ted1 menschliche Ortholog Pgap5 weist beispielsweise an dieser Stelle ein Threo-

nin auf. Die Diversitit an Resten an dieser Position legt nahe, dass der Rest eine spezifische Funkti-
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on haben konnte. Das Aspartat in Cdcl, Ted1l und Dcr2 konnte aus sterischen Griinden wichtig fiir
die Komplexierung der beiden divalenten Kationen sein. Da Metallophosphoesterasen strukturell
sehr verschieden aufgebaut sind, ist es naheliegend, dass auch die Komplexierung des Co-Faktors

durch verschiedene Reste unterstiitzt werden konnte.

Ausgenommen der MPE-Reste konnten bei Cdcl und Dcr2 ein ungefdhr gleiches Verhéltnis aus es-
sentiellen und ersetzlichen Resten festgestellt werden. Bei Ted1 hat kein einziger weiterer Rest eine
Funktionsbewertung von 4. Somit konnten keine weiteren essentiellen Reste identifiziert werden.
Zwar wurden im Gegensatz zu Cdcl nur halb so viele Ted1-spezifische Reste funktional charakteri-
siert, jedoch waren diese zum Grofiteil strukturell analog zu den analysierten Cdc1-Resten und las-
sen daher eine generelle Aussage iiber die Funktion der beiden Proteine beziiglich der getesteten
Reste zu. So fiihrten eine ganze Reihe von Mutationen mit mutmallichen Stabilitdtseinfliissen bei
Cdcl und Dcr2 zum Funktionsverlust, die keine Auswirkung auf die Ted1-Funktion hatten, wie bei-
spielsweise letale Mutationen die zur Zerstorung des hydrophoben Kerns des Proteins fiihrten: Cd-
¢1"°® und Dcr2° und im Gegensatz dazu die funktionelle Variante Ted1° sowie die letalen Vari-
anten Cdc1"'*? und Der2™? im Gegensatz zur funktionellen Variante Ted1™"'?. Auch beziiglich
der mutmaBlichen Salz- und Disulfidbriicken zeigte Ted1 eine deutlich hohere Toleranz gegeniiber
Mutationen als Cdcl. So weist Cdcl eine Disulfidbriicke mit Funktionsbewertung 4 und eine Disul-
fidbriicke mit Bewertung 0 auf, wéihrend die entsprechenden Briicken bei Ted1 eine Bewertung von
0 und 1 bzw. 2 besitzen. Diese Ergebnisse leiten zu der Annahme, dass Ted1 strukturell robuster als
Dcr2 und Cdcl ist. Zudem ist denkbar, dass die Struktur an den getesteten Bereichen eine weniger
grof3e Rolle fiir die katalytische Aktivitdt von Tedl spielen konnte, beispielsweise weil andere Be-

reiche das Protein stabilisieren.

Unterschiede zwischen Tedl und Cdcl konnten auch beziiglich Resten zur Substrat- oder Metall-
bindung ermittelt werden. So erreichten die Cdcl-spezifischen Metallbindungsreste M346-G347-
1348 (Metallbindung) eine Funktionsbewertung von 4, wéhrend die strukturell analog Ted1-Reste
M417-G418-E419 eine Funktionsbewertung von 0 besitzen. Dies kann ein Hinweis darauf sein,
dass die Metallbindung in beiden Proteinen von verschiedenen Resten unterstiitzt wird, oder dass

dieser unterstiitzende Bereich bei Ted1 nicht notwendig ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 16 Cdcl Mutanten, 4 Tedl Mutanten und 4 Dcr2 Mutanten mit
moglicher Substratbindungsfunktion analysiert (Abb. 36). Die Substratbindungreste der Cdc1 Loop
Region 1 R264, R275 und P280-F281-P282 besitzen alle eine Funktionsbewertung von 4. Wéhrend
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Abb. 36: Detailaufnahme aller getesteten Reste mit mutmaflicher Substratbindefunktion

Die funktionell charakterisierten Reste von Cdcl, Tedl und Dcr2 mit mutmaBlichem Einfluss auf die Sub-
stratbindung wurden funktionell von 0 (ersetzlich) bis 4 (essentiell) kategorisiert und in den Alphafold Struk-
turmodellen (Varadi et al. 2022) markiert.

der zu R264 strukturell analoge Ted1 Rest K320 keine Funktion besitzt, weist der strukturell analo-
ge Dcr2 Rest E449 eine Funktionsbewertung von 3 auf. Dagegen ist der zu R275 strukturell analoge
Dcr2-Rest M468 nicht funktionell. Der Ted1-Rest, der sich strukturell teilweise mit dem essentiel-
len P80-F81-P82 deckt, weist eine Funktionsbewertung von 3 auf und ist der einzige nicht MPE-
Rest von Tedl mit einer Funktionsbewertung von mindestens 3. Die starken sequenziellen und
strukturellen Unterschiede trotz Funktion dieses Loops fiir die Proteine legen nah, dass dieser in die
spezifische Substraterkennung von Cdcl, Tedl und Dcr2 involviert sein kdnnte. Nichts desto trotz
sind die Generierung und Analyse weiterer Ted1 und Dcr2 Mutanten erforderlich, um diese Vermu-
tung zu verifizieren. Weitere Mutanten in der Loop Region 1 von Ted1 und Dcr2 sind ein guter An-

haltspunkt fiir neue Mutanten.

Der essentielle Cdc1 Rest S103 aus der a-Helix 1 Region ist in einem strukturell einzigartigen Be-
reich von Cdcl. Es ist denkbar, dass er ebenfalls eine spezifische Rolle in der Erkennung von Sub-
straten spielt. Auch der Cdcl Rest N345 besitzt eine Funktionsbewertung von 4, wihrend der struk -
turell analoge Tedl Rest M416 nicht funktionell unter den getesteten Bedingungen war. Der zu
Cdc1 N345 und Ted1 M416 strukturell analoge Rest mit mutmaBlicher Substratbindungsfunktion ist
bei Dcr2 G526. Der Austausch von G526 zum Ted1-spezifischen Methionin ist letal. Da Ted1 und
Decr2 sich an dieser Stelle im Protein strukturell stark durch verschieden lange, unstrukturierte
Loops unterscheiden, ist das nicht iiberraschend. G526 befindet sich zudem in einem sequenziell
besonderen Bereich von Der2 ((®YGGGGGEGGYAGYGG*), der zu einem Drittel aus Glycin be-
steht und einen unstrukturierten Loop nah am MPE-Zentrum bildet. Es konnte in der Vergangenheit
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bereits fiir ein Protein aus S. cerevisiae gezeigt werden, dass eine Glycin/Phenylalanin-reiche Regi-
on die Spezifitdt des Proteins vermittelt (Yan & Craig 1999). Da der zu G526 strukturell analoge
Cdcl Rest N345 auch mutmallich an der spezifischen Substraterkennung beteiligt ist, legt dies
nahe, dass der Bereich ebenfalls bei Dcr2 eine Rolle fiir die Substraterkennung spielen kdnnte. Das
wiirde zusammen mit den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen allerdings fiir Ted1 und Dcr2
bedeuten, dass diese Proteine das gleiche Substrat EtNP-2 womdglich nicht ausschlieBlich tiber die
gleichen Reste und Bereiche erkennen. Auch interessant ist in diesem Zusammenhang, dass der
Austausch von G526 zum Cdc1-spezifischen Asparagin nicht zu einem letalen Phénotypen, aber zu
starken Wachstumsdefekten fiithrt. Womoglich kann an dieser Position von Dcr2 ein hydrophiler

Rest aus sterischen Griinden eher toleriert werden.

In dieser Arbeit wurde fiir alle vergleichbaren Substratbindungsreste zwischen Cdcl und Ted1 ge-
zeigt, dass die Ted1-Reste eine niedrigere Funktionalitit aufwiesen. Eine mogliche Erklarung dafiir
kann sein, dass Ted1 robuster in der Substraterkennung ist als Cdc1, sodass die Mutation eines ein-
zelnen Rests die Substratbindung nicht unterbinden kann. Im biologischen Kontext wird Cdc1 eine
Sortierungsfunktion zugesprochen, was die Unterscheidung der eigenen spezifischen Substrate von
anderen GPI-verankerten Proteinen erfordert (Vazquez ef al. 2014; Yang & Banfield 2020). Bei der
Ted1-Funktion handelt es sich hingegen um eine Qualititskontrolle fiir alle GPI-verankerten Protei-
ne. In diesem Zusammenhang erscheint es also plausibel, dass die Substraterkennung von Cdcl spe-
zifischer und kritischer fiir die Funktion ist. Fiir Ted1 konnte zudem in der Vergangenheit anhand ei-
nes Beispiels gezeigt werden, dass die Metallophosphoesterase auch GPI-Anker missgefalteter Pro-
teine prozessiert (Sikorska et al. 2016). Dies ist ein Hinweis darauf, dass Tedl tatsdchlich nur den
GPI-Anker des Proteins erkennt und daher eine spezifische Substraterkennung nur im Hinblick auf
die Unterscheidung von EtNP-1 und EtNP-2 notwendig ist. Zusammen mit den hier generierten Da-
ten fiihrt dies zudem zu der moglichen Hypothese, dass der effiziente Export GPI-verankerter Prote-
ine durch eine moglichst robuste Ted1-Funktion wichtig fiir die Zelle, beispielsweise fiir den Erhalt
der ER-Homoostase sein konnte. Weitere Studien mit einer noch priziseren funktionalen Kartierung
im Hinblick auf Tedl konnen Aufschluss dariiber geben, ob die Unterscheidung zwischen EtNP-1

und EtNP-2 durch andere als die hier getesteten Reste vermittelt werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle identifizierten nicht-letalen Varianten von Cdcl, Tedl und

Dcr2 auf ihre Funktion unter Zellwandstress durch Wachstumsanalysen charakterisiert. Wéhrend ei-
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nige Mutationen in den Proteinen zu einem Funktionsverlust unter allen drei getesteten Stressen

fiihrte, konnten fiir manche Mutationen spezifische Phénotypen identifiziert werden (Tab. 3).

Es stellt sich die Frage, wie die spezifischen Phinotypen dieser Reste erklédrbar sind. Beispielsweise
ist der Rest M99 in Cdcl mutmaBlich in die Substratbindung involviert. Es ist bekannt, dass ver-
schiedene Zellwandstresse die Expression unterschiedlicher GPI-verankerter Proteine verschieden
stark induziert (Boorsma et al. 2004; Garcia et al. 2004). Daher wire es moglich, dass durch die den
Austausch von Methionin-99 zu Alanin, die iiberwiegend unter Kongorot prozessierten GPI-veran-
kerten Proteine weniger effizient erkannt werden. Eine andere Mdéglichkeit wire, dass Kongorot die
Expression und den Transport mancher GPI-verankerter Proteine stirker als die anderen beiden

Zellwandstresse induziert und die Funktionalitit von Cdc1™”* dann nicht mehr ausreichend ist.

Tab. 3: Zusammenfassung der phiinotypischen Analyse unter Zellwandstress

Kongorot Calcofluorweify Caspofungin unspezifisch
Cdel M99A - D147A DI100A
D147A D315A
C383A Q290A
Y289A-Q290A-T291A
Tedl |C445A G92D - D327A
C35A
C445A
Dcr2 |[R80A-F81A-Y82A R80OA-FS81A-Y82A - E449A
G526N

Fiir die einzelnen Cysteine der nicht-essentiellen mutmaBlichen Disulfidbriicken C73-C383 von
Cdcl sowie C35-C445 und C325-C384 von Ted1 konnten fiir die Einzelmutanten einer Briicke ver-
schiedene Phénotypen identifiziert werden. So zeigte beispielsweise der Austausch C445A einen
Funktionsverlust unter Kongorot und Calcofluorwei3-Stress wahrend der Austausch von C35 zu
Alanin lediglich eine funktionelle Beeintrachtigung von Tedl unter Calcofluorwei3stress zeigte.
Griinde dafiir konnen sein, dass ein Alanin sich besser in die Struktur an Position 35 einpasst und
die strukturelle Integritét an Position 445 durch den Austausch stirker gestort wird. Auch mutations-

bedingte Expressionsschwankungen konnen ein Grund fiir dieses Phdnomen sein.

Die Limitierung der in dieser Arbeit generierten Daten liegt darin, dass nicht eindeutig geklart wer-
den kann, inwieweit die identifizierten essentiellen Reste zur Substratbindung von Cdc1 nicht nur
der Unterscheidung von EtNP-1 und EtNP-2 dienen sondern auch der Unterscheidung von GPI-ver-

ankerten Plasmamembran- und Zellwandproteinen. Nach dem aktuellen Kenntnisstand unterschei-
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den sich die GPI-Anker von Zellwand- und Plasmamembranproteinen zum Zeitpunkt der Cdcl-
Funktion lediglich durch ihre Fettsdureketten. Dies spricht grundsétzlich dagegen, dass die identifi-
zierten essentiellen Reste direkt an der Substratunterscheidung von GPI-verankerten Zellwand- und
Plasmamembranproteinen beteiligt sind. Es ist allerdings denkbar, dass die Unterscheidung zwi-
schen den verschiedenen GPI-verankerten Proteinen allein oder zusitzlich durch die N- oder C-ter-
minale Doméne von Cdcl vermittelt wird. Es ist bekannt, dass die Spezifitit und viele weitere
Funktionen mancher Metallophosphoesterasen durch zusétzliche Doménen vermittelt werden kann
(Hopfner et al. 2001; Jackson et al. 2007; Mockel et al. 2012). Es konnte beispielsweise bei einer
mycobakteriellen MPE gezeigt werden, dass eine zusitzliche C-terminale Doméne Lokalisation und
Expression reguliert (Matange ef al. 2014). Insbesondere die C-terminale Doméne von Cdcl wére
ein geeigneter Kandidat zur weiteren Analyse der Spezifititsvermittlung, da sie zwei Transmem-
brandominen und einen cytosolischen Bereich enthilt und womdéglich das spezifische Lipid des
GPI-Ankers erkennen konnte. Eine andere Moglichkeit wire, dass Cdcl einen Komplex mit einem
oder mehreren weiteren Proteinen bildet und diese die Substratspezifitit im Hinblick auf die Unter-

scheidung von GPI-verankerten Zellwand- oder Plasmamembranproteinen vermitteln.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist zudem nicht geklért, ob Cdcl Substrate mit EtNP-1 und EtNP-2 er-
kennt, oder ob die vorherige Prozessierung GPI-verankerter Proteine von Ted1/ Dcr2 essentiell fiir
die Cdcl-Funktion ist. Die hier generierten Daten liefern erste Anhaltspunkte, dass Cdcl durch die
Vielzahl essentieller Reste mit mutmaBlicher Substratbindungsfunktion in a-Helix 1 und in der
Loop Region nahe des zentralen B-Sandwiches durchaus dazu in der Lage ist, zwischen EtNP-1 und
EtNP-2 zu unterscheiden. Damit kann die Hypothese aufgestellt werden, dass Cdc1 unabhéngig von
der Ted1/ Dcr2-Funktion Substrate erkennt.

3.4 Konservierung der Cdcl- und Ted1-Funktion in

C. thermophilum

Insgesamt ermdglichte die funktionelle Analyse verschiedener Reste vor allem eine spezifische Kar-
tierung von Cdcl. Im Gegensatz zu Ted1 und Dcr2 ist ein deutlicher Bereich mit Resten der Funkti-
onsbewertung 4 mit essentieller Funktion zu erkennen. Die essentiellen Reste befinden sich vor al-
lem im MPE-Motif, in der Ndhe von a-Helix 1 und nahe des zentralen B-Sandwiches. Trotz einer
Sequenzidentitit von 36,1 % und Analogie aller MPE-Reste zwischen Cdcl und seinem C. thermo-
philum Ortholog CtCdc1, war eine Komplementation des letalen cdc/4-Phénotyp durch CtCdcl un-

ter keiner getesteten Bedingung mdglich. Da die GPI-Anker Biosynthese und Prozessierung in vie-
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len pilzlichen Organismen allerdings dhnlich verlauft (Yadav & Khan 2018), ist davon auszugehen,
dass die enzymatische Kernfunktion des Spaltens der Phosphoesterbindung zwischen EtNP und
Mannose bei beiden Proteinen identisch ist. Eine mogliche Erklarung dafiir, dass C#Cdcl nicht die
Cdc1-Funktion komplementieren kann ist, dass CtCdcl die entsprechenden Substrate grundsétzlich
nicht erkennt, oder unspezifisch wirkt, indem es beispielsweise auch GPI-verankerte Plasmamem-
branproteine prozessiert. Dies flihrt zu der Annahme, dass CtCdcl zwar theoretisch die Cdc1-Kern-
funktion iibernehmen, nicht aber die spezifische Erkennung von EtNP-1 oder von Teilen des GPI-
verankerten Zellwandproteins erfiillen kann. Das legt nahe, dass die spezifische Cdcl-Funktion
nicht bis hin zu C. thermophilum konserviert ist. Im Umkehrschluss kdnnen variable Bereiche zwi-
schen beiden Proteinen daher mogliche Riickschliisse dariiber geben, welche Reste fiir die spezifi-
sche Cdcl-Funktion in S. cerevisiae notwendig sein kdnnten. Zusammen mit der Funktionsbewer-
tung der identifizierten Reste aus Cdcl mit einer mutmaBlichen Substratbindungsfunktion, unbe-
kannten Funktion oder Teilen der MPE-Signatur, kann iiber den Grad der Variabilitit zwischen
Cdcl und CrCdcl an diesen Positionen eine mdgliche Prognose die spezifische Substratbindung ge-

macht werden (Abb. 37 S.Tab. 2).

So konnten mehrere Bereiche identifiziert werden, welche womoglich an der spezifischen Substra-
terkennung von Cdcl beteiligt sind. Die identifizierten Bereiche befinden sich vor allem in der
Loop Region 1. Fiir N345 konnte bereits im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass der Aus-
tausch des CtCdcl Rests A489N nicht zum Funktionsgewinn ausreichend ist. Vielmehr scheint es,
dass mehrere distinkte Bereiche fiir die Cdcl-Funktion in S. cerevisiae notwendig sind. Der Rest
S103 und der Sequenzabschnitt “*ESKEPFP*! scheinen gute Kandidat fiir die Cdcl-spezifische
Funktion von CtCdcl zu sein. Zukiinftige Analysen konnen beispielsweise durch chimérische Kon-
strukte zwischen Cdcl und C#Cdcl zeigen, ob ein Austausch dieser Bereiche in CtCdcl tatsdchlich
ausreichend ist, um Spezifitit zu vermitteln, oder ob die Spezifitidt von Cdcl iiber weitere Reste ver-
mittelt wird. Die Limitation dieser Analyse liegt darin, dass die Kriterien fiir die Identifikation von
Resten der Spezifitidtsvermittlung von Cdcl lediglich hinreichend sind. Es ist nicht zwingend erfor-
derlich, dass sich alle Bereiche, die Spezifitit vermitteln zwischen CtCdcl und Cdc1 unterscheiden.
Komplementationsanalysen mit weiteren Cdcl-Orthologen beispielsweise aus Schizosaccharomy-
ces pombe oder anderen Organismen aus Saccharomycetales konnen helfen, diese hinreichenden

Kriterien zu verfeinern.
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Im Gegensatz zu CtCdcl konnte die CfTed1-MPE-Domaéne die Funktion des nativen §. cerevisiae

Tedl vollstindig tibernehmen. Auch fiir das Ted1-Ortholog Pgap5 aus dem Menschen welches an

Cdc1 Spezifitdtsbewertung

87 SHRVGLFADPQIMDEYSYPGRPQIVNYFTRVIVDHYHRRNWKYVQYYLDPDSNFFLGDLFDGGRNWDDKQWIKEY 162

163 TRFNQIFPKKPLRRTVMSLPGNHDIGFGDTVVESSLQRFSSYFGETSSSLDAGNHTFVLLDTISLSDKTNPNVSR 236

237VPRQFLDNFAMGSHPLPRILLTHVPLWRDPEQQTCGQLRESKE IQKGHQYQTVIENDISQEILTKIQPEILF 311

312 SGDDHDHCQISHSYPFQGKTKNAQEITVKSCAMMMGISRPAIQLLSLYNPSDLTMVNAGGEYASKTYQTELCYMPD 387

Spezifitdtsbewertung

1 keine Funktion
2-5 unspezifische Funktion
6-10

Mo

Cdc1-spezifische Funktion

Abb. 37: Spezifititsbewertung ausgewéhlter analysierter Reste von Cdcl

Zur Ermittlung einer Spezifititsbewertung wurde die Funktionsbewertung jedes Restes mit unbekannter oder
mutmaBlicher Substratbindungsfunktion sowie aller MPE-Reste mit dem Grad der Konservierung zwischen
Cdcl und CtCdcl multipliziert ( x1 identische Reste, x2 dhnliche Reste, x3 unterschiedliche Reste) und am
Ende 1 Punkt addiert. Die Spezifitdtsbewertung wurde kategorisiert in 1: keine Funktion, 2-5: unspezifische
Funktion, >6 Cdc1-spezifische Funktion. Die Hohe der Reste in der Aminosduresequenz von Cdcl wurde ab
einer Spezifitdtsbewertung von >6 proportional zu ihrer Bewertung angepasst.

ERES und im cis-Golgi EtNP-2 eliminiert konnte gezeigt werden, dass es in S. cerevisiae TEDI-
Deletionsstimmen die Akkumulation von GPI-verankerten Proteinen komplementiert (Fujita ef al.
2009; Manzano-Lopez et al. 2015). Tedl und CtTedl besitzen eine Sequenzidentitit von 34,8 %
und Ted1 und Pgap5 besitzen eine Sequenzidentitit von 21,4 %. Strukturell zeigen alle Proteine Un-

terschiede innerhalb der MPE-Domane.
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Die hier generierten Daten konnen zusammen mit bereits publizierter Literatur ein Hinweis darauf
sein, dass die Ted1-Funktion konservierter ist als die Cdcl-Funktion. Es kann allerdings auch ein
weiterer Grund zu der Annahme sein, dass die Ted1-Funktion grundsitzlich weniger Spezifitit be-
darf. Sicherlich wire auch in diesem Kontext spannend, moglichst verschiedene Ted1-Orthologe

funktionell in S. cerevisiae zu charakterisieren.

3.6 Schlusswort und Ausblick

Viele GPI-verankerte Zellwandproteine aus S. cerevisiae besitzen ein Ortholog in C. glabrata, das
massenspektrometrisch nachgewiesen werden konnte (Rasheed et al. 2020). Viele GPI-verankerte
Zellwandproteine aus Candida species gelten als Virulenzfaktoren (Calderone & Fonzi 2001). Die
Erforschung des komplexen GPI-Biosynthese Netzwerks kann im Zusammenhang mit steigenden
nosokomialen Mykosen ein bedeutender Bestandteil bei der Entwicklung neuer Antimykotika sein.
Die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Experimente und Analysen lieferten erstmals
genau Einblicke dariiber, wie GPI-spezifische Metallophosphoesterasen ihre Funktion und Spezifi-

tit vermitteln. Es konnte gezeigt werden, dass...
... alle konservierten MPE-Reste von Cdcl, Tedl und Dcr2 essentiell fiir ihre Funktion sind.

. ein variabler, dem MPE-Zentrum zugewandter Loop, der sich zwischen Cdcl, Tedl und Dcr2

stark in Lange und Struktur unterscheidet einen Einfluss auf die Substratspezifitdt haben konnte.

... Cdcl eine funktionell so spezifische Metallophosphoesterase ist, dass ihre Funktion nicht von al-
len anderen Orthologen der Ascomyceten komplementiert werden kann. Es wurden 30 funktionelle
Reste von Cdcl identifiziert. Die Anzahl an Genkopien von CDCI spielt vor allem bei den Zell-

wandstressen Calcofluorweill und Kongorot eine Rolle.

. Tedl eine strukturell robuste Metallophosphoesterase mit hoher Toleranz gegeniiber Zell-
wandstressphédnotypen ist. Es konnten 11 funktionelle Reste identifiziert werden. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass die Ted1-Funktion iiber die Saccharomycetales hinaus konserviert ist. Eine zu
niedrige oder zu grole Kopienzahl von TEDI-Genen fiihrt vor allem unter Caspofungin zu Wachs-
tumsdefekten, die wahrscheinlich mit der Prozessierung GPI-verankerter Zellwand- und Plasma-

membranproteinen zusammenhangen.

... Dcr2 eine Metallophosphoesterase ist, die sich in ihren 14 identifizierten funktionellen Resten

gleichermaflen von Cdcl und Ted1 unterscheidet. Dcr2 zeigte sich vermutlich aufgrund der spiteren
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Lokalisation wéhrend der GPI-Anker Prozessierung grundsédtzlich sensitiver gegeniiber Zellwands-
pezifischen Stressen als Ted1l. Auch verdnderte Kopienzahlen von DCR?2 fiihrten vor allem zu Sen-
sitivitit gegeniiber Caspofungin. Analog zu Ted1 hingt dies wahrscheinlich ebenfalls mit der Pro-

zessierung GPI-verankerter Zellwand- und Plasmamembranproteinen zusammen.

... Zink**-Stress vermutlich keinen Einfluss auf das Zellwandproteom GPI-verankerter Proteine be-
sitzt, aber einen Einfluss auf die Dcr2 Aktivitdt haben konnte und somit indirekt direkt auf GPI-Bio-
synthese wirken konnte. Der ted4-spezifische Zink-Phanotyp kann durch eine Cdcl-Variante mit

33 mutierten Aminosduren und unbekannter Funktion komplementiert werden kann

In zukiinftigen Studien wird es vor allem wichtig sein, in Erfahrung zu bringen, welchen genauen
Einfluss die N- und C-terminale Doméne von Cdcl, Tedl und Dcr2 auf die Funktion und Substrats-
pezifitit der Proteine haben. Es ist denkbar, einzelne Bereiche dieser Doméinen zu deletieren oder
erneut gezielte Chiméren der drei Proteine mit kleinen ausgetauschten Bereichen zu analysieren.
Ein funktioneller Vergleich von Tedl und Dcr2 bei Lokalisierung im gleichen Kompartiment kann
Aufschluss dariiber geben, ob die beide Proteine die gleiche Effizienz und Affinitit gegeniiber Sub-
straten besitzen. Auch gezielte Chiméren zwischen Cdcl und CrCdcl konnen helfen, ein tieferes
Versténdnis iiber die spezifische Cdcl-Funktion zu erhalten. Eine phylogenetisch breit angelegte
Komplementationsanalyse mit verschiedenen Orthologen von Cdcl, Tedl und Dcr2 kann helfen,
ein tieferes Verstindnis fiir die Funktion und Substratspezifitit der GPI-spezifischen Metallophos-

phoesterasen zu erlangen.
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4. Material

4.1 Oligonukleotide

Fiir die Herstellung von PCR Produkten wurden synthetische Oligonukleotide von Microsynth
GmbH bezogen. Fiir die Herstellung von Deletionskassetten nach (Janke et al. 2004) wurden fol-

gende Primer verwendet:

Tab. 4: Synthetische Oligos fiir die Herstellung von Deletionskasetten fiir S. cerevisiae

Nr. Name Sequenz
CDCI-S1 (fw) CTAATCTGTTGGATACATTAGACAATAAGCTCTAGGAAGTATGCGTA
KO CGCTGCAGGTCGAC
Set1 |CDC1-S2 (rv) AAAGCATTTTGATCCTGGAAGAGAATAGCAGTAATTCTGTCTAATC
GATGAATTCGAGCTCG
TEDI-SI (fw) AAAACAACAGCAGCAGCATTGTACCAAGAATCCCAAGATGCGTAC
KO GCTGCAGGTCGAC
Set2 |TEDI-S2 (rv) CTATACAGGAGTTTTATCTTCTTTACTCTTTTTTGTTTAGATCGATGA
ATTCGAGCTCG
CWH43-S1 (fw) AAGTAACCAGGAATACAGAAGGTATCCACCGCCAGTTATG
KO CGTACGCTGCAGGTCGAC
Set3 | CWH43-S2 (1v) GTGATTACACTGATTTATAAAACCACCTTACGGCCTCTTA
ATCGATGAATTCGAGCTCG
DCR2_S1 neu TCTTTTTAGATCGCAGATACCTCTGATACAAGTTTTATACT-
TAAGTATCGAAGACCAGCACCGTGGTTAAAA
KO ATCTTAACATGCGTACGCTGCAGGTCGAC
Set4 |DCR2 S2 neu TTTCACTGATCAAATGATTTCTAAGCATCAAGCAAAGCTGAT-
TAAAGCCATACATTATTTTAATGCTGATAT
ATTGCAATTTAATCGATGAATTCGAGCTCG
LEU2 SI TCAGCAATATATATATATATATTTCAAGGATATACCATTCTAATGCGTA
KO CGCTGCAGGTCGAC
SetS |LEU2 S2 TATAAAGTTTATGTACAAATATCATAAAAAAAGAGAATCTTTTTAAT
CGATGAATTCGAGCTCG

Fiir die Klonierung mithilfe des pJET1.2 Vektors wurden folgende synthetische Oligos zur Amplifi-

zierung von Genen verwendet:

Tab. 5: Synthetische Oligos fiir die Amplifizierung und Klonierung in pJET1.2

Nr. Name Sequenz

K Pcil_76ScCDC1_fw acatgt ca AAATGTCAGTGGTCAACCTGGG
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Nr. Name Sequenz
Setl |Xhol 385ScCDCI r ctegag TTAATCCGGCATATAACACAGTTCTG
K Ncol+2 ScTEDI1 fw ccatgg at CATCCGGAACAGTGTAGCTGG
Set2 | Xhol ScTEDI rv ctegag TTAAAACGGACACAGGCTAAAGG
K |Ncol+2 CtTEDI_fw ccatgg at AGCAATTGTGCATTTCCGCTG
Set3 | Xhol C{TEDI rv ctegag TTAACAGGTTGCATATTCTGCTTTCC
K |Pcil_118CtCDCI _f acatgt ca GAACGTTGGGCATTTCATAGC
Set 4

Xhol 525CtCDCI1 r

ctcgag TTAATACATCGGCAGAATACCACC

Die folgenden synthetischen Oligos wurden fiir die Klonierung mittels in vivo Ligation verwendet.

Sie weisen einen Uberhang von mindestens 30 b und eine bindende Primerregion auf.

Tab. 6: Synthetische Oligos fiir die Klonierung mittels in vivo Ligation

Nr. Name Sequenz
Cdcl-vivolig_res_fw TCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGA
HR CTTTTTCTTGATCTCATCATCGACC
Set1 | Cdcl-vivoli g res_rv CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAAT
ATAAGGTGTATTCGCATATATTAAATAG
Paul-Ted1-res fw TCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGAgcgegcAG
HR CGAAACCCCTCTGCTAAC
Set2 | Eco9l [-Tedl-res_rv CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATGGTGACC
TGTGCATCCCTTTAAAACAAAAACAAC
CtCDCl1 FD fw ATTGTATGGATCTTATGGTTAGGATTAATATCTTATGGTGAAAG
HR ATGG GCTTTTCATTC
Set3 |CtCDC1FDrv AGCAGAGAATAATAATCCCCATAGGTACATTCTGATAATACC
ACCATTCTTAACCTTGGC
Ct CDC1 FL fw CTGTTGGATACATTAGACAATAAGCTCTAGGAAGTATGGCTA
HR GACCTTATTCTATGTCTAGTTC
Set4 | CtCDC1FLrv ATTTTGATCCTGGAAGAGAATAGCAGTAATTCTGTTTAGCCCT
TCCAATTCAACCAAAC
CtTEDI1_35-544 fw GTCGCTAATATTTACATCTATACTTATCCATCTTTC
HR agcaactgcgcctttccact
Set 5 CtTEDI1_35-544 rv GGTGACGAGCAGGGACACTTTAGCGAACCACCAAAC
gtgctgegtcecgage
Ted-Cdc-Ted_fw ATTTGACTTTTGTGGACAAAGTGAAGAATTACTTC
HR TATGAATCAGTGGTTGTGAAGAGAG
Set6 | Ted-Cdc-Ted rv ACAAATAGTAGCGAGGACCAAGTGAATATGGTGAC
TGCCTTGTAGGGATCTGGC
HR [60Cdc-Ted31 fw ATTGTATGGATCTTATGGTTAGGATTAATATCTTAT
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Nr. Name Sequenz
CATCCAGAACAGTGTTCATGGAAC
Set7 1392Cdc-Ted447 rv AGCAGAGAATAATAATCCCCATAGGTACATTCTGAT
GAATGGGCATAAACTGAAAGTCCAC
MORF-Cdc1-MORF _fw | ATCTATTGTATGGATCTTATGGTTAGGATTAATATCTTAT
HR TATGAATCAGTGGTTGTGAAGAGAG
Set8 | MORF-Cdc1-MORF rv | AGGCAGCAGAGAATAATAATCCCCATAGGTACACTCTGAT
TGCCTTGTAGGGATCTGGC
Cdc-MORF-Cdc_fw ATCTATTGTATGGATCTTATGGTTAGGATTAATATCTTAT
HR TATGAATCAGTGGTTGTGAAGAGAG
Set9 | Cde-MORF-Cde_rw AGGCAGCAGAGAATAATAATCCCCATAGGTACATTCTGAT
TGCCTCGTAGGGATCAGGC
DCR2 Res fw TCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGA
HR TATTGTATATAGGACTTGCTCAGTTATATTTC
Set 10 | DCR2 Res_rv CGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAAT ~ TTAA-
TAGGCTCAAGCTAAAACCTTTG
Der-Cde-Der_f TGTAGACACAGGAGCTCAACGGCTGCAAGAAACTGATGAA
HR AGTCATAGGGTGGGTTTATTTG
Set 11| per-Cde-Der r ACATAGACTGAAAATCAAAAATCTCTTTTGGACTGCCATT
ATCTGGCATATAGCATAGCTCTG
Der-Ted-Der_f TGTAGACACAGGAGCTCAACGGCTGCAAGAAACTGATGAA
HR GATGAGGATATTCATATTTTGGCCTTC
Set 12| per-Ted-Der r ACATAGACTGAAAATCAAAAATCTCTTTTGGACTGCCATT
AGCGAATGGGCATAAACTGAAAG
Ted-Cdc-Ted_f TCGAGAGCAATGGCATGGTAGCCATGCCTCTGCAGGTAAC
HR AGTCATAGGGTGGGTTTATTTGC
Set 13| Ted-Cde-Ted r CGAGCAGGGACACTTTAGCGAACCACCAAACATGTTGAAT
ATCTGGCATATAGCATAGCTCTG
Ted-Der-Ted_f TCGAGAGCAATGGCATGGTAGCCATGCCTCTGCAGGTAAC
HR GGAAAGTTCAAAATTGTTCAGTTGG
Set 14 | Ted-Der-Ted_r CGAGCAGGGACACTTTAGCGAACCACCAAACATGTTGAAT
TAATCTTTTCCATGTGTGTATATTGTTCTC
Cdc-Ted-Cde_f CCAATGGTCGACTTGGGAGGATTGGCCTGAAGGCGCTGAA
HR GATGAGGATATTCATATTTTGGCCTTC
Set 15 | Cde-Ted-Cde r ATAATAATCCCCATAGGTACATTCTGATTGCCTTGTAGGG AG-
CGAATGGGCATAAACTGAAAG
Cdc-Der-Cde_f CCAATGGTCGACTTGGGAGGATTGGCCTGAAGGCGCTGAA
HR GGAAAGTTCAAAATTGTTCAGTTGG
Set 16

Cdc-Der-Cdce_r

ATAATAATCCCCATAGGTACATTCTGATTGCCTTGTAGGG
TAATCTTTTCCATGTGTGTATATTGTTCTC
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Die folgende Tabelle enthilt synthetische Oligos, welche fiir die Ortsspezifische Mutagenese mittels

Quickchange PCR verwendet wurden:

Tab. 7: Synthetische Oligos fiir Ortsspezifische Mutagenese PCRs

Nr. Name Sequenz

1-Cdc1 _D314DH AGAAATATTATTTTCCGGG gcg gcg gcg

oc A fw GACCATTGTCAGATATCAC
Set 1

1-Cdc1_D314DH A_rv | GTGATATCTGACAATGGTCcgecgecgcCCCGGAAAATAATATTTCT

QC |2-Cdel DI44A fw  |GCAATTTTTTCCTAGGTG cg CTATTTGATGGAGGGAG
Set2 |2.Cdcl DI144A v |CTCCCTCCATCAAATAGegCACCTAGGAAAAAATTGC

QC [3-Cdcl H287A fw | TTTCCTATTCAGAAAGGG geg CAGTACCAGACAGTTATAG
Set3 13.Cdcl H287A rv  |CTATAACTGTCTGGTACTGegcCCCTTTCTGAATAGGAAA

QC  |4-Cdel_QITA_fw GTTTATTTGCAGACCCA geg ATAATGGACGAATATTCATATCC
Set4 |4-Cdcl_Q97A rv GGATATGAATATTCGTCCATTATcgcTGGGTCTGCAAATAAAC

QC |5-Cdel NISIA fw  |CTATTTGATGGAGGGAGA geg TGGGATGATAAGCAATGG
Set5 |5.Cdel N151A v |CCATTGCTTATCATCCCAcgeTCTCCCTCCATCAAATAG

QC |6-Cdel E279A fw  |GCTACGTGAATCCAAAG cg CCTTTTCCTATTCAGAAAG
Set6 |6.Cdcl E279A rv  |CTTTCTGAATAGGAAAAGGegCTTTGGATTCACGTAGC

QC |7-Cdcl_C271A_fw | TCCAGAACAGCAAACG geg GGTCAGCTACGTGAAT
Set7 |7.Cdcl C271A rv  |ATTCACGTAGCTGACCcgeCGTTTGCTGTTCTGGA

QC 7-Cdcl_C319A_fw GGGATGATCATGACCAT gcg CAGATATCACACTCATATCC
Set8 |7.Cde 1 C319A rv GGATATGAGTGTGATATCTGegcATGGTCATGATCATCCC

QC 8-Cdcl_C73A_fw GAAGAGAGCAATGAAGAAG gcg CAATGGTCGACTTGGG
Set 9 8-Cdcl _C73A rv CCCAAGTCGACCATTGcgcCTTCTTCATTGCTCTCTTC

QC |8-Cdcl C383A fw | AACTTACCAAACAGAGCTA gog TATATGCCAGATCCCTAC
Set 10 18.Cdcl C383A rv GTAGGGATCTGGCATATAcgcTAGCTCTGTTTGGTAAGTT

9- AAGTCATGTGCAATGAAC geg geg geg AGTAGGCCTGCTATTC
QC  |Cdcl M346,7,8A fw

Set 11
9-Cdcl M346,7,8A v | GAATAGCAGGCCTACTcgecgecgcGTTCATTGCACATGACTT

QC |10-Cdcl_DI100A_fw |CAGACCCACAAATAATGG cg GAATATTCATATCCTGGGAG
Set 12 |10-Cdcl D100A rv |CTCCCAGGATATGAATATTCcgCCATTATTTGTGGGTCTG

QC |11-Cdcl_S103A_fw | CACAAATAATGGACGAATAT geg TATCCTGGGAGGCCT
Set 13 111-Cdcl S103A rv | AGGCCTCCCAGGATAcgcATATTCGTCCATTATTTGTG

QC |12-Cdcl_N345A fw |GTAAAGTCATGTGCAATG gcg ATGGGGATCAGTAGGC
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Nr. Name Sequenz
Set 14 |12-Cdcl N345A rv  |GCCTACTGATCCCCATcgcCATTGCACATGACTTTAC
QC |14-Cdcl_D317A_fw |CCGGGGATGATCATG cg CATTGTCAGATATCACACTC
Set 15 |14-Cdcl D317A rv | GAGTGTGATATCTGACAATGcgCATGATCATCCCCGG
QC |15-Cdcl_H318A fw |CGGGGATGATCATGAC geg TGTCAGATATCACACTCATAT
Set 16 |15-Cdcl H318A rv  |ATATGAGTGTGATATCTGACAcgcGTCATGATCATCCCCG
QC |16-Cdcl_S357A_fw | CCTGCTATTCAATTGCTC geg TTATATAATCCTTCAGATTTGAC
Set 17 |16-Cdcl_S357A_rv  |GTCAAATCTGAAGGATTATATA AcgcGAGCAATTGAATAGCAGG
QC |17-Cdcl_DI46A _fw | TTTTTCCTAGGTGATCTATTTG cg GGAGGGAGAAACTGG
Set 18 |17-Cdcl D146A rv  |CCAGTTTCTCCCTCCcgCAAATAGATCACCTAGGAAAAA
QC |18-Cdcl_RIS0A_fw |GATCTATTTGATGGAGGG geg AACTGGGATGATAAGCAA
Set 19 |18-Cdcl R150A rv  |TTGCTTATCATCCCAGTTcgeCCCTCCATCAAATAGATC
QC |19-Cdcl_S227A_fw | CTTTTAGATACAATTTCGCTT geg GATAAAACAAATCCGAATGT
Set 20 |19-Cdcl S227A rv | ACATTCGGATTTGTTTTATCcgcAAGCGAAATTGTATCTAAAAG
20- CAGAAAGGGCACCAG gcg geg geg
QC |Cdel_Y229QTA fw | GTTATAGAAAACGATATATCACAAG
Set 21 |20-Cdcl_Y229QTA_rv|CTTGTGATATATCGTTTTCTATAACcgeegecgeCTGGTGCCCTTTCT
G
QC [21-Cdcl_R264A_fw |CTCACGTTCCATTATGG gc GGATCCAGAACAGCAA
Set22 121-Cdcl_R264A rv | TTGCTGTTCTGGATCCgcCCATAATGGAACGTGAG
QC  [22-Cdcl_Y289A fw |CAGAAAGGGCACCAG geg CAGACAGTTATAGAAAACG
Set23 122-Cdcl_Y289A rv  |CGTTTTCTATAACTGTCTGegeCTGGTGCCCTTTCTG
QC |23-Cdcl_Q290A fw |GAAAGGGCACCAGTAC gc GACAGTTATAGAAAACGATATATC
Set 24 123.Cdcl_Q290A rv  |GATATATCGTTTTCTATAACTGTCgeGTACTGGTGCCCTTTC
QC |24-Cdcl_H323A_fw |GACCATTGTCAGATATCA geg TCATATCCGTTTCAGGG
Set 25 |24-Cdcl H323A v |CCCTGAAACGGATATGAcgcTGATATCTGACAATGGTC
QC |Cde_l_fw GTCATAGGGTGGGTTTATCTGCAGACCCACAAATAATG
Set26 |Cde 1 rv CATTATTTGTGGGTCTGCAGATAAACCCACCCTATGAC
Cdc 2 fw CGAATATTCATATCCTGGGGGGCCTCTAATAGTTAAATATTCTAC
QC AGGAGCGATTGTTGACCATTATCACAG
Set 27 |Cdc 2 rv CTGTGATAATGGTCAACAATCGCTCCTGTAGAATATTTAACTATT
AGAGGCCCCCCAGGATATGAATATTCG
QC |Cde 3 fw AATATGTCCAGTATTACTTGGAACCTGATAGCAATTTTTTCCT
Set28 |Cdc 3 rv AGGAAAAAATTGCTATCAGGTTCCAAGTAATACTGGACATATT
QC |Cde_4_fw GATCCTGATAGCAATTTTTTCCAAGGTGATCTATTTGATGGAG
Set29 | Cde 4 rv CTCCATCAAATAGATCACCTTGGAAAAAATTGCTATCAGGATC
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Nr. Name Sequenz
QC |Cdc_S.1_fw ATCTATTTGATGGAGGGAGAGACTGGGATGATAAGCAATG
Set 30 |Cde 5.1 rv CATTGCTTATCATCCCAGTCTCTCCCTCCATCAAATAGAT
Cdc 5.2 fw GATTAAAGAGTACACACGATTCGACCAGATATACCCCAAGAAGC
QC CGCCCAGAAGAACGGTCATGTCT
Set31 |Cde 5.2 rv AGACATGACCGTTCTTCTGGGCGGCTTCTTGGGGTATATCTGGT
CGAATCGTGTGTACTCTTTAATC
Cdc 6 fw TTGCAATGGGTTCACATTCGCTTCTTAGAATTCTTTTAACTCACG
QC TTC
Set32 |Cdc 6 rv GAACGTGAGTTAAAAGAATTCTAAGAAGCGAATGTGAACCCAT
TGCAA
QC |Cde 7 fw TTATGGAGGGATCCAGAACTGCAAACGTGCGGTC
Set33 | Cde 7 rv GACCGCACGTTTGCAGTTCTGGATCCCTCCATAA
QC |Cdc 8 fw CGGTCAGCTACGTGACTCCAG AGAACCTTTTCCTATTCAG
Set 34 |Cdc 8 rv CTGAATAGGAAAAGGTTCTCTGGAGTCACGTAGCTGACCG
Cdc 9 fw TACCAGACAGTTATAGAAAACGAGATATCACTGGAAATTTTAAC
QC GAAAATTCAACCA
Set35 |Cde 9 rv TGGTTGAATTTTCGTTAAAATTTCCAGTGATATCTCGTTTTCTATA
ACTGTCTGGTA
Cdc 10 fw GGAAAACTAAAAATGCTCAAGGGATTTCAGTAAAGTCATGTGC
AATG
QC
Set36 |Cde 10 rv CATTGCACATGACTTTACTGAAATCCCTTGAGCATTTTTAGTTTT
cC
Cde_11_fw GTAAAGTCATGTGCAATGAACGAGGGGTCCAGTAGGCCTGCTA
TTCA
QC
Set 37 |Cde 11 rv TGAATAGCAGGCCTACTGGACCCCTCGTTCATTGCACATGACTT
TAC
QCc |Cde_12_fw GCTATATGCCAGATCCCTAC g AGGCAATCAGAATGTACC
Set38 |Cde 12 rv GGTACATTCTGATTGCCTcGTAGGGATCTGGCATATAGC
QC |1 TEDI_DI33A fw |GGTGACTGTTATGGGT geg CTTTTCTCCAGTCAATGG
Set39 |1 TED1 DI133A rv  |CCATTGACTGGAGAAAAG cgc ACCCATAACAGTCACC
QC |2TEDI_D235A fw |CAACATCACAGGTAATCAT geg GTAGGTTACTCAGGCG
Set40 |2 TED1 D235A rv  |CGCCTGAGTAACCTAC cge ATGATTACCTGTGATGTTG
3TEDI 379-81 fw |CCAGGTATCATATTAACTGGT geg gea geg
sQi | GAGGGCTGTGAAACAG
et
3TED1 DI33A v |CTGTTTCACAGCCCTCcgetgecgeACCAGTTAATATGATACCTGG
QC |4TEDI 417-19 fw |GAAATCACAGTTAAGTCTATG geg geg geg

Set 42

TTTAATGGGAATACTGGTTTG

4 TED1 417-19 rv

CAAACCAGTATTCCCATTAAA cgc cge cgc
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Nr. Name Sequenz
CATAGACTTAACTGTGATTTC
QC |5TEDI_H234A fw |CATCAACATCACAGGTAAT geg GATGTAGGTTACTCAGGC
Set43 |5TED] H234A rv  |GCCTGAGTAACCTACATCcgcATTACCTGTGATGTTGATG
QC |6 TEDI_H315A_fw |TAGTACTGTTTTGTTGACG geg GTTCCATTTTACAAGCGTG
Set44 |6 TED1 H315A rv  |CACGCTTGTAAAATGGAACcgcCGTCAACAAAACAGTACTA
QC |71 TEDI_C325A_fw |CAAGCGTGAAGGGTTA geg GTTGATGGCCCAGAC
Set45 7.1 TEDI_C325A_ rv |GTCTGGGCCATCAAC cge TAACCCTTCACGCTTG
QC |72 TEDI_C384A fw |CATGACCATGAGGGC gcg GAAACAGTTTATAATAAAAAATCTG
Set46 |72 TEDI C384A rv |CAGATTTTTTATTATAAACTGTTTC cgc GCCCTCATGGTCATG
QC |81 TEDI_C35A fw |CTTTCCATCCAGAACAG geg TCATGGAACTGCTCTAAC
Set47 |8.1 TEDI _C35A rv  |GTTAGAGCAGTTCCATGAcgcCTGTTCTGGATGGAAAG
QC |82 TEDI_C445A fw |GAGTGGACTTTCAGTTTA geg CCATTCGCTATTCAACAT
Set48 |82 TEDI C445A rv |ATGTTGAATAGCGAATGGegcTAAACTGAAAGTCCACTC
QC |9 TEDI_F85A fw GGATATTCATATTTTGGCC geg GGTGATCCTCAGATTAAAG
Set49 |9 TED1 F85A rv CTTTAATCTGAGGATCACC cgc GGCCAAAATATGAATATCC
10 TED1_103,6_f GCCATATGTGTCCCGA geg GATACA geg
QC GGTAATGACTACTATCTTGG
Set 50 |10 TED1 103,6 r CCAAGATAGTAGTCATTACCcgcTGTATCcgeTCGGGACACATATG
GC
QC |ITATEDI_MI3IA_fw| CTCAGGTGGTGACTGTT gc GGGTGATCTTTTCTCCA
Set 51 |11ATED1_MI31A_rv | TGGAGAAAAGATCACCCgcAACAGTCACCACCTGAG
11Q CTCAGGTGGTGACTGTT caa GGTGATCTTTTCTCCAGTC
QC |TED1 MI31Q fw
Set>2 11Q TED1_M131Q _rv | GACTGGAGAAAAGATCACCttigAACAGTCACCACCTGAG
QC |12TEDI FI57Y_fw |CGAAAAGATATATTAGCAGGATTT a CAAAAGAGACCCAACTTC
Set 53 |12 TED1 F157Y_rv  |GAAGTTGGGTCTCTTTTGtAAATCCTGCTAATATATCTTTTCG
13ATEDI 4102 f |AAAGTGACGTTTTCGTTAAA geg ATC geg
QC GTTAAGTCTATGATGGGTG
Set 54 | 13ATEDI 4102 r |CACCCATCATAGACTTAAC cge GAT cge
TTTAACGAAAACGTCACTTT
13GS TED1_410,2 f |AGTGACGTTTTCGTTAAA geg ATC geg
QC GTTAAGTCTATGATGGGTG
Set>> 13GS TED1_410,2 r |CACCCATCATAGACTTAACtgaGATtccTTTAACGAAAACGTCACT
14 TED1_417E 19S_f |GAAATCACAGTTAAGTCTATG gaa GGT tca
QC TTTAATGGGAATACTGGTTTG
Set 56

14 TEDI 417E_19S r

CAAACCAGTATTCCCATTAAAtgaACCttcCATAGACTTAACTGTGA
TTTC
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QCc |DCR2.QCI_f GTTGGTTGTTTTTACTGGTGeg CAAATCATGGGTGATAGATC
Set 57 |DCR2 QCI r GATCTATCACCCATGATTTGegCACCAGTAAAAACAACCAAC
QCc |DCR2.QC2_f GGTCTTTCAATGGCATTTTTT geg ATCCCACTGCCAGAATAC
Set 58 |IDCR2 QC2 r GTATTCTGGCAGTGGGAT cgc AAMAAAATGCCATTGAAAGACC
QC DCR2 QC3 f GTCGTCAGTTGCGGA gcg geg gcg TGTAACGATTACTGTCTTCG
Set 59 IDCR2_QC3 r CGAAGACAGTAATCGTTACA cge cge cge TCCGCAACTGACGAC
QC |DCR2_QC4_f GTTCAGTTGGCGGATCTC geg TTGGGTGTGGGGGAG
Set60 |DCR2 QC4 r CTCCCCCACACCCAA cgc GAGATCCGCCAACTGAAC
QC |DCR2.QC5_f GTCAGTTGCGGACATG cg CATTGTAACGATTACTGTCTTC
Set61 |DCR2 QC5 r GAAGACAGTAATCGTTACAATG cg CATGTCCGCAACTGAC
QC |DCR2_QC6_f CGGACATGACCATTGT geg GATTACTGTCTTCGAGATGAC
Set 62 |DCR2_QC6 r GTCATCTCGAAGACAGTAATC cgc ACAATGGTCATGTCCG
QCc |DCR2.QC7_f CGCAGTTGGTTGTTTTT geg GGTGACCAAATCATGGG
Set63 |DCR2 QC7 r CCCATGATTTGGTCACC cgc AAAAACAACCAACTGCG
DCR2_QCS8 f CATGATGTGAACTTGAAGTTC  gegACAgeg  CTTTCAATGG-
QC CATTTTTTCAC
Set 64 |DCR2 QC8 r CGTGAAAAAATGCCATTGAAAG cgcTGTege GAACTTCAAGTT-
CACATCATG
DCR2_QC9 f GACGAATGTTTTCATATTGGT geg geg geg GAAGGATGTTTTAAT-
QC CGGC
Set 65 |DCR2_QCY r GCCGATTAAAACATCCTTC cge cge cge ACCAATATGAAAACATT-
CGTC
QCc |DCR2 QCI0_f GGTTCCTTTGGACGC geg geg geg GGAAAGTCAGAATACCTTTAC
Set 66 |DCR2 QCI10 r GTAAAGGTATTCTGACTTTCC cge cge cge GCGTCCAAAGGAACC
DCR2_QC11_f GAAAAATCCCCTCATTGGA ge¢ GTAC geg GAAGGTGTTACTG-
QC CACC
Set 67 |DCR2 QCI1 r GGTGCAGTAACACCTTC cgc GTAC gc TCCAATGAGGG-
GATTTTTC
QC |TEDI1_Q89_f GCCTTCGGTGATCCT ge GATTAAAGGCATCTGGCC
Set 68 | TED1 Q89 r GGCCAGATGCCTTTAATC gc AGGATCACCGAAGGC
QCc |TEDI_E382 f TTAACTGGTCATGACCATG ¢ GGGCTGTGAAACAGTTTA
Set69 |TED1 E382 r TAAACTGTTTCACAGCCC g CATGGTCATGACCAGTTA
QC |TED1_G92D_f CGGTGATCCTCAGATTAAAG a CATCTGGCCAAAGACG
Set 70 | TEDI_G92D r CGTCTTTGGCCAGATG t CTTTAATCTGAGGATCACCG
QC |CDC1_Q288 f CCTATTCAGAAAGGGCAC gc GTACCAGACAGTTATAGAAAAC
Set 71 |cDC1_Q288 r GTTTTCTATAACTGTCTGGTAC gc GTGCCCTTTCTGAATAGG
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Nr. Name Sequenz
QC |CDCI_D147 f CAATTTTTTCCTAGGTGATCTATTTG cg GGAGGGAGAAACTGGG
Set 72 |CDC1 D147 r CCCAGTTTCTCCCTCC cg CAAATAGATCACCTAGGAAAAAATTG
QC |CDCI_R275_f CGTGCGGTCAGCTA geg GAATCCAAAGAACCTTTTCC
Set73 |CDC1 R275 r GGAAAAGGTTCTTTGGATTC cge TAGCTGACCGCACG
QC |CDC1_Q284 f CCAAAGAACCTTTTCCTATT gc GAAAGGGCACCAGTAC
Set 74 |CDC1_Q284 r GTACTGGTGCCCTTTC gc AATAGGAAAAGGTTCTTTGG
QC |CDCI_E101_f GACCCACAAATAATGGACG cg TATTCATATCCTGGGAGGC
Set75 |CDC1_E101 r GCCTCCCAGGATATGAATA cg CGTCCATTATTTGTGGGTC
QC |CDCI_P280-282 f  |GCTACGTGAATCCAAAGAA geg geg geg ATTCAGAAAGGGCACC
Set 76 |CDC1_P280-282 r  |GGTGCCCTTTCTGAAT cge cge cge TTCTTTGGATTCACGTAGC
CDC1_M99 f GTTTATTTGCAGACCCACAAATA gc GGACGAATATTCATAT-
CCTGG
QC
Set 77 |CDC1 M99 r CCAGGATATGAATATTCGTCC gc TATTTGTGGGTCTGCAAA-
TAAAC
QC |CDCI_F114_f GAGGCCTCAAATAGTTAATTAT geg ACAAGAGTGATTGTTGACC
Set78 |CDC1 F114 r GGTCAACAATCACTCTTGT cge ATAATTAACTATTTGAGGCCTC
QC |4.1Cdc F93A_f GAAAGTCATAGGGTGGGTTTA geg GCAGACCCACAAATAATGG
Set 79 14.1 Cdc F93A r CCATTATTTGTGGGTCTGCcgcTAAACCCACCCTATGACTTTC
42 Cde L142A _f GGATCCTGATAGCAATTTTTTC geg GGTGATCTATTT-
QC GATGGAGGG
Set 80 |42 Cdc L142A r CCCTCCATCAAATAGATCACCcgcGAAAAAATTGCTATCAGGAT-
CC
43 Cdc_H184A f GTCATGTCTTTACCAGGTAAT gcg GATATTGGTTTTGGAGACA-
CAG
QC
Set 81 143 Cdc HIS4A r CTGTGTCTCCAAAACCAATATCcgcATTACCTGGTAAAGACAT-
GAC
QC |44 Cdc DI8SA_f GTCTTTACCAGGTAATCACG cg ATTGGTTTTGGAGACACAG
Set 82 14.4 Cdc DIS5A r CTGTGTCTCCAAAACCAATcgCGTGATTACCTGGTAAAGAC
4.5Cdc_D315A_f GAAATATTATTTTCCGGGGATG c¢g CATGACCATTGTCAGATAT-
CAC
QC
Set 83 14.5Cdc D315A r GTGATATCTGACAATGGTCATGegCATCCCCGGAAAATAA-
TATTTC
QC |46 Ted F85A f GAGGATATTCATATTTTGGCC geg GGTGATCCTCAGATTAAAGG
Set 84 4.6 Ted F85A r CCTTTAATCTGAGGATCACCcgcGGCCAAAATATGAATATCCTC
QC |47 Ted F85S_f GAGGATATTCATATTTTGGCC tet GGTGATCCTCAGATTAAAGG
Set 85 4.7 Ted F85S r CCTTTAATCTGAGGATCACCagaGGCCAAAATATGAATATCCTC
QC  |4.9 Ted 1140A f GATCTTTTCTCCAGTCAATGG geg GGTGATTCCGAATTCCATAA-
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TAG
Set 86 149 Ted 1140A r CTATTATGGAATTCGGAATCACCcgcCCATTGACTGGAGAAAA-
GATC
4.10 Ted_1140S_f GATCTTTTCTCCAGTCAATGG tct GGTGATTCCGAATTCCATAA-
QC TAG
Set 87 14,10 Ted 1140S_r CTATTATGGAATTCGGAATCACCagaCCATTGACTGGAGAAAA-
GATC
QC |4.11Ted K320A f |GACGCATGTTCCATTTTAC gc GCGTGAAGGGTTATGC
Set 88 14.11 Ted K320A r  |GCATAACCCTTCACGCgcGTAAAATGGAACATGCGTC
4.12 Ted R349A f  |GAATCATATAAATCTGGGCTTTTG gecg TCCCAAAATCATTT-
QC GAGTGAATC
Set89 1412 Ted R349A r | GATTCACTCAAATGATTTTGGGAcgcCAAAAGCCCAGATTTATAT-
GATTC
QC |4.13Ted D380A f |CAGGTATCATATTAACTGGTCATG cg CATGAGGGCTGTGAAAC
Set90 14.13 Ted D380A r  |GTTTCACAGCCCTCATGegCATGACCAGTTAATATGATACCTG
4.14 Ted M416A_f |GTTAAAGAAATCACAGTTAAGTCT g GATGGGTGAATT-
QC TAATGGG
Setdl 4.14 Ted M416A r  |CCCATTAAATTCACCCATCgcAGACTTAACTGTGATTTCTTTAAC
QC |415Dcr L253A f | GGAAAGTTCAAAATTGTTCAG gc GGCGGATCTCCACTTG
Set92 14.15Dcr L253A 1  |CAAGTGGAGATCCGCCgcCTGAACAATTTTGAACTTTCC
QC |4.16 Der L2538 _f GAAGGAAAGTTCAAAATTGTTCAGT ct GCGGATCTCCACTTGG
Set 93 14.16 Der L2538 r CCAAGTGGAGATCCGCagACTGAACAATTTTGAACTTTCCTTC
QC |4.17Der_T300Q_f  |CGCAGTTGGTTGTTTTT cag GGTGACCAAATCATGGG
Set94 1417 Der T300Q r CCCATGATTTGGTCACCctgAAAAACAACCAACTGCG
QC |4.18Der S309A_f | CCAAATCATGGGTGATAGA geg ATTCAAGACTCTGAAACCG
Set 95 14.18 Der S309A r CGGTTTCAGAGTCTTGAATcgcTCTATCACCCATGATTTGG
QC |4.19 Der_S3091_f CCAAATCATGGGTGATAGA ata ATTCAAGACTCTGAAACCG
Set 96 14.19 Der S3091 r CGGTTTCAGAGTCTTGAATtatTCTATCACCCATGATTTGG
QC |420Decr H338A_f | GCAATGGTATGGGGAAAT geg GACGACGAGGGAAGC
Set97 1420 Der H338A r | GCTTCCCTCGTCGTCegcATTTCCCCATACCATTGC
QC |421Der D339A f | GGTATGGGGAAATCACG cg GACGAGGGAAGCTTAAC
Set98 1421 Der D339A r | GTTAAGCTTCCCTCGTCegCGTGATTTCCCCATACC
QC |422Dcr E449A f | CACATCCCACTGCCAG cg TACTTGAATATTGAATCCAAGAC
Set 99 1422 Der E449A r GTCTTGGATTCAATATTCAAGTAcgCTGGCAGTGGGATGTG
QC |423Der M468A f | GAAAAATCCCCTCATTGGA gc GTACAAAGAAGGTGTTACTG
Set 100

4.23 Der M468A r

GCAGTAACACCTTCTTTGTACgcTCCAATGAGGGGATTTTTC
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QC |425Dcr G526M_f | GGTGGAGGTGGAGAA atg GGTTATGCTGGCTATGG
Set 101 1425 Der G526M r | CCATAGCCAGCATAACCcatTTCTCCACCTCCACC
QC |426Dcr GS526N_f | GGTGGAGGTGGAGAA aac GGTTATGCTGGCTATGG
Set 102 1426 Der G526N r | CCATAGCCAGCATAACCgtTTCTCCACCTCCACC
QC |Cdcl 5.1 H259 f GCTTCCTAGAATTCTTTTAACT geg GTTCCATTATGGAGGGATC
Set 103 |Cdel 5.1 H259 + GATCCCTCCATAATGGAACcgcAGTTAAAAGAATTCTAGGAAGC
52P251AP253Af | TTTGCAATGGGTTCACAT gcg CTT gcg AGAATTCTTTTAACT-
CACGTTC
QC
Set 104 |52 P251AP253Ar | GAACGTGAGTTAAAAGAATTCTegcAAGegcATGTGAACCCATTG-
CAAA
QC |5.4N307AS309Af |CCAACTAAATGAACGTAAATTC geg GGT geg ACTGTTTTGTT-
Set 105 GACGC
54N307AS309Ar | GCGTCAACAAAACAGTcgeACCegcGAATTTACGTTCATT-
TAGTTGG
QC |CtCdc_A498N_f ACTGTTAAGTCCATTAACATG aa TATGGGTGTTATTGGTAGAG
Set 106 | CtCdc A498N r CTCTACCAATAACACCCATA ttCATGTTAATGGACTTAACAGT
QC Ted1 D327A fw CGTGAAGGGTTATGCGTT GCG GGCCCAGACACTAGGTAT
Set 107 | Ted1 D327A v ATACCTAGTGTCTGGGCC CGC AACGCATAACCCTTCACG
Ted] D104D109Af | GCCATATGTGTCCCGATTA GCA ACATACGGTAAT GCG TAC-
QC TATCTTGGTCACATCTATGATAT
Set 108

Tedl D104D109A r

ATATCATAGATGTGACCAAGATAGTA CGC ATTACCGTATGT TGC
TAATCGGGACACATATGGC

Die folgenden synthetischen Oligos wurden zur Sequenzierung oder zur Uberpriifung von Gendele-

tionen verwendet:

Tab. 8: Synthetische Oligos fiir die Sequenzierung von DNA (S) oder zum Verifizieren von

Gendeletionen (T)
Nr. Name und Verwendung Sequenz
P1(S) |M13 TGTAAAACGACGGCCAG
P2(S) [M13r CAGGAAACAGCTATGAC
P3(S) |Sacll Cdcl fw ccgcggATGGTATATCGTAACAGGTCAAAG
P4 (S) |Paul Cdcl rv gcgcgc ATAAGGTGTATTCGCATATATTAAATAG
P5(S) [Sacll Tedl fw ccgeggATGCTCAGGTGTGCGGTC

P6(S)

Paul Tedl rv

2cgcgcAATGTGCATCCCTTTAAAACAAAAAC

P7(T)

tTAPTG t fw_gen
(CDC1 _ko_fw)

AATCTCAGACCTCAGCAATCTCTC
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Nr. Name und Verwendung Sequenz
P8 (T) |Smal Tedl-Rescue fw cccgggCTGCTTACTCGGAACATCTTAAAG
P9 (T) |DCR2 ko neu GGCGAGAATCCAAAGATTACTTTAAAAG
P10 (T) |[CWH43 ko fw GAAGTGCCAGTTTGGGATTTTTGAGTCCC

P11 |leu2 ko AAATCAATTGTCCTGTACTTCC

(T)

P12 |hiskan-tag2 GCTGCGCACGTCAAGACTG

(T)

4.2 Stamme und Plasmide

4.2.1 E. coli Stamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende E. coli Stimme verwendet:

Tab. 9: Verwendete E. coli Stimme

Name Genotyp Verwendung
(Bezugsquelle)

TOP10 F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) | Klassische Klonierungen,
(Invitrogen) D80lacZAMIS A lacX74 recAl Lagerung von Dauerkulturen

araD139 A( araleu)7697 galU

galK

rpsL (StrR) endAl nupG
Arctic Express (DE3) E. coli B F— ompT hsdS(rB— mB-) | Rekombinante Proteinproduktion
(Stratagen) decm+ Tetr gal A(DE3) endA Hte

[cpn10 cpn60 Gentr]
BL21 (DE3) B F— ompT hsdS(rB— mB-) dcm+ | Rekombinante Proteinproduktion
(Stratagen) TetR gal M(DE3) endA Hte
BL21 Gold (DE3) E. coli B F— ompT hsdS(rB— mB-) | Rekombinante Proteinproduktion
(Stratagen) dem+ Tetr gal A(DE3) endA Hte
Rosetta (DE3) F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dem | Rekombinante Proteinproduktion
(Novagen/ Merck) (DE3) pRARE (CamR)
SoluBL21 (DE3) Strain: F- ompT hsdSB (rB- mB- )| Rekombinante Proteinproduktion
(BioCat) gal dem (DE3)

(und nicht charakterisierte Mutati-

onen)
T7 Shuffle Express (DE3) thuA2 lacC::T7 genel [Ion] ompT | Rekombinante Proteinproduktion
(NEB) ahpC gal Aatt::pNEB3-r1-

cDsbC(SpecR,

laclq) AtrxB sulA11 R(mcr-

73::miniTn10-TetS)2 [dem]

R(zgb-210::Tn10—

TetS) endA1 Agor A(merC-
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Name Genotyp Verwendung
(Bezugsquelle)
mrr)114::1S10
Rosetta (DE3) F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dem | Rekombinante Proteinproduktion
(Novagen/ Merck) (DE3) pRARE (CamR)
SoluBL21 (DE3) Strain: F- ompT hsdSB (rB- mB- )| Rekombinante Proteinproduktion
gal dem (DE3)
(und nicht charakterisierte Mutati-
onen)

4.2.2 8. cerevisiae Stimme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Stimme besitzen den Stammbhintergrund X1278b-Stammhinter-

grund.

Tab. 10: Verwendete und hergestellte S. cerevisiae Stimme

Name Genotyp Herstellung
(Alias)
YHUMO0257 ura3-53 /
MATa/a
YHUMO0464 ura3-53 /
(Wildtypkontrolle) leu2::hisG
MATa
YHUMO0465 ura3-53 /
(Wildtypkontrolle) leu2::hisG
MATa
YHUMO0467 ura340 /
his340
MATa
YHUM?2829 trplA0 /
(floliA) flol1A::hphNT1
MATa
YHUM3070/3071 ura3-53 Deletion von CDC1 nach (Janke et al. 2004)
(CDC1/cdcl) CDCl/ mit pFA6a und Primern KO Set 1 in YHUMO0257
cdclA::kanMX4 Testprimer: P7 & P12
MATa/a
YHUM3072/3073 ura3-53 Deletion von TEDI nach (Janke et al. 2004)
(TED1/ted1A) TEDI/ tedlA::natNT2 | mit pks134-1 in YHUMO0257
MATa/a Testprimer: P8 & P12
YHUM3445/3446 ura3-53 - Transformation von BHUM3406 in
(CDCI1™) leu2::hphNT1 YHUM3070/3071

cdelA: :kanMX4
BHUM3406
MATa

- Sporulation und Tetradendissektion
- Deletion von LEU2 mit pks133-1 und Primern
KO Set 5 nach (Janke et al. 2004)
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Name Genotyp Herstellung
(Alias)
Testprimer: P11 & P12
YHUM3447/3448 ura3-53 - Transformation von geschnittenem BHUM3737
(CDCI1™™ leu2::hphNT1 in YHUM3445/ 3446
cdclA::kanMX4 - Inkubation auf 5-FOA
MATa
YHUM?3449/3450 ura3-53 - Transformation von BHUM3407 und Inkubation
(CDCI1"") leu2::hphNT1 auf 5-FOA
cdclA::kanMX4 - Transformation von BHUM3738 und Screen auf
BHUM3738 Verlust von BHUM3407
MATa
YHUM3451/3452 ura3-53 - Transformation von BHUM3407 und Inkubation
(CDC 1" leu2::hphNTI auf 5-FOA
cdclA::kanMX4 - Transformation von BHUM3739 und Screen auf
BHUM3739 Verlust von BHUM3407
MATa
YHUM3453/3454 ura3-53 Deletion von TEDI nach (Janke et al. 2004)
(tedi14 oder leu2::hisG mit pks134-1 und Primern KO Set 2 in
DCR?2 (ted14)) tedI1A::natNT?2 YHUMO0465
MATa Testprimer: P8 & P12
YHUM3455/3456 ura3-53 Deletion von CWH43 nach (Janke et al. 2004)
(cwh434) leu2::hisG mit pks133 und Primern KO Set 3 in YHUMO0465
cwh43A4::hphNT1 Testprimer: P10 & P12
MATa
YHUM3457/3458 ura3-53 - Kreuzung von YHUM3445/3446 mit
(cdclA/tediN) leu2::hphNT1 YHUM3453/3454
cdclA: :kanMX4 - Sporulation und Tetradendissektion
tedIA::natNT2
BHUM3406
MATa
YHUM3459/3460 ura3-53 - Kreuzung von YHUM3445/3446 mit
(cdclA/ewh434) leu2::hphNT1 YHUM3455/3456
cdclA::kanMX4 - Sporulation und Tetradendissektion
cwh43A4::hphNT1
BHUM3406
MATa
YHUM3461/3462 ura3-53 - Kreuzung von YHUM3453/3454 mit
(ted1A /cwh434) leu2::hisG YHUM3455/3456
tediA::natNT2 - Sporulation und Tetradendissektion
cwh434::hphNT1
MATa
YHUM3463/3464 ura3-53 - Kreuzung von YHUM3445/3446  mit
(cdclA/ted1A/cwh434) leu2::hphNT1 YHUM3461/3462

cdelA: :kanMX4
tedl1A::natNT2
cwh434::hphNT1

- Sporulation und Tetradendissektion
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Name Genotyp Herstellung
(Alias)
BHUM3406
MATa
YHUM3583 ura3-53 Deletion von TEDI nach (Janke et al. 2004)
leu2::hisG mit pks134-1 und Primern KO Set 2 in
tedI1A::natNT?2 YHUMO0464
MATa Testprimer: P8 & P12
YHUM3584/3585 ura3-53 - Kreuzung von YHUM3453/3454 mit
(tedi14/ tedIA leu2::hisG YHUM3583,

DCR2/ der24)

tedlA::natNT2
DCR2/
der24::hphNTI

- Deletion von DCR2 nach (Janke et al. 2004) mit
pks133 und Primern KO Set 4
Testprimer: P9 & P12

MATa/a
YHUM?3586/ 3576 ura3-53 - Transformation von BHUM3406 in
(TEDI™") leu2::hisG YHUM3584/3585
tediA::natNT2 - Sporulation und Tetradendissektion
der24::hphNT1
BHUM3914
MATa
YHUM3590/ 3591 ura3-53 - Transformation von BHUM3408 und Inkubation
(DCR2"") leu2::hisG auf 5-FOA
tedlA::natNT?2 - Transformation von BHUM?3955 und Screen auf
der24::hphNT1 Verlust von BHUM3408
BHUM3955
MATa
YHUM?3592/ 3593 ura3-53 - Transformation von BHUM3408 und Inkubation
(DCR2"") leu2::hisG auf 5-FOA
tedlA::natNT2 - Transformation von BHUM?3956 und Screen auf
der24::hphNTI Verlust von BHUM3408
BHUM3956
MATa
YHUM3594/ 3595 ura3-53 - Transformation von BHUM3408 und Inkubation
(DCR2"eh leu2::hisG auf 5-FOA
tedlA::natNT2 - Transformation von BHUM23957 und Screen auf
der24::hphNTI Verlust von BHUM3408
BHUM3957
MATa
YHUM3596/3597 ura3-53 - Kreuzung von YHUM3586/YHUM3587 mit
(TEDI (dcr24)) leu2::hisG YHUMO0467
his3::hisG - Sporulation und Tetradendissektion
der2A::hphNTI
YHUM3598/ 3599 Ura3-53 - Transformation von BHUM3408 und Inkubation
(TEDI"™) leu2::hisG auf 5-FOA

tedIA::natNT2
der2A::hphNTI
BHUM23958
MATa

- Transformation von BHUMZ3958 und Screen auf
Verlust von BHUM?3408
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Name Genotyp Herstellung

(Alias)
YHUM3600/ 3601 ura3-53 - Transformation von BHUM3408 und Inkubation
(TED"e" leu2::hisG auf 5-FOA

tedIA::natNT2
der2A::hphNTI
BHUM23959
MATa

- Transformation von BHUM?3959 und Screen auf
Verlust von BHUM?3408

4.2.3 Plasmide

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden folgende Plasmide verwendet und hergestellt:

Tab. 11: Liste aller verwendeten und hergestellten Plasmide

Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz

pET28a(+) PT7 6xHis lacl KanR Merck

pETM30 PT7 6xHIS-GST-TEV, KanR Merck

pETM60 PT7 NusA-6xHIS-TEV, KanR Merck

pFA6a kan- | AmpR, kanMX4 (Janke et al. 2004)

MX4

pks133 AmpR, hphNT1 (Janke et al. 2004)

(pFA6A_hphN

T1)

pks134 AmpR, NatNT?2 (Janke et al. 2004)

(pFA6A Nat-

NT2)

pJET1.2 AmpR, pMB1 Thermo Fisher Scientific Inc

pRS306 ampR, URA3 (Sikorski & Hieter 1989)

pRS315 ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 (Sikorski & Hieter 1989)

pRS316 ampR, URA3, CEN6, ARSH4 (Sikorski & Hieter 1989)

pRS426 ampR, URA, 2um (Sikorski & Hieter 1989)

pTF27 ampR, URA3, CEN6*, ARSH4

BHUM3392 | ScCDC1(72-388) (Codon optimiert fiir Expression E. coli)
ampR (GeneART)

BHUM3393 | Pr-6xHis-ScCDC1(72-388) Restriktion von BHUM3392 mit Ndel, NotI und Li-
kanR, lacl gation in geschnittenen und pET28a(+)-Vektor

(Diese Arbeit)

BHUM3394 CtCDCI(108-530) (Codon optimiert fiir Expression E. coli)
ampR (GeneART)

BHUM3395 | Pr-6xHis-CtCDCI(108-530) Restriktion von BHUM3394 mit Ndel, Notl und Li-
kanR, lacl gation in geschnittenen und pET28a(+)-Vektor

BHUM3396  |ScTEDI1(31-447) (Codon optimiert fiir Expression E. coli)
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Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz
kanR (GeneART)

BHUM3397 Pr-6xHis-ScTED1(31-447) Restriktion von BHUM3396 mit Ndel, Notl und Li-
kanR, lacl gation in geschnittenen und pET28a(+)-Vektor

(Diese Arbeit)

BHUM3398 CtTED1(35-538) (Codon optimiert fiir Expression E. coli)
ampR (GeneART)

BHUM3399 Pr-6xHis-CtTED1(35-538) Restriktion von BHUM3398 mit Ndel, Notl und Li-
kanR, lacl gation in geschnittenen und pET28a(+)-Vektor

(Diese Arbeit)

BHUM3406 | Pcpcy-CDCI-Tcper Amplifikation des CDCI Gens aus YHUMO0466 mit

ampR, URA, CEN6* ARSH4 Primern HR Set 1 und in vivo Ligation in pTF27
(Diese Arbeit)

BHUM3407 Pcpci-CDCI-Tcper Amplifikation des CDCI Gens aus YHUMO0466 mit

ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern HR Set 1 und in vivo Ligation in pRS315
(Diese Arbeit)

BHUM3408 | Pirepy-TEDI-Trepy) Amplifikation des CDCI Gens aus YHUMO0466 mit

ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern HR Set 2 und in vivo Ligation in pRS315
(Diese Arbeit)

BHUM3414 | Paepy-ScTED1(1-30)-C¢tTED1(35- | Amplifikation des TEDI Genabschnitts AS35-544
544)-ScTED1(452-474)-T repyy aus C. thermophilum ¢cDNA mit Primern HR Set 5
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 und in vivo Ligation in pRS315

(Bachelorarbeit Amon Nemeth)

BHUM3486 | Picpci-CDCP3H#4 D354 T | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 1 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3487 | Picoci-CDCI?"**-Tcpcy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 2 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3488 | Picoci-CDCI™*-Ticpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 3 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3489 | Picpci-CDCI%*-Tcpcy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 4 (Diese Arbeit)

BHUM3490 | Pcocy-CDCIM ™ -T cpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 5 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3491 | Picpci-CDCIF-Tcpcyse Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 6 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3492 | Picpey)-CDCI - Tyepcyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 7 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3493 | Picoci-CDCIC"*-T cpey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 8 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3494 | Picpci-CDCI1-Tepey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 9 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3495 | Picoci-CDCI***-T cpey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und

ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

Primern QC Set 10 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)
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Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz

BHUMB3496 | Picpcy-CDC M4 GHIABEAT, o) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 11 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3497 | Picpey-CDCIP'-Tcpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 12 (Diese Arbeit)

BHUM3498 | Picpcy-CDCI¥"-Tiepey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 13 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3499 | Picpcy-CDCI™#-Tyeper) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 14 (Diese Arbeit)

BHUM3500 | Pcpey-CDCIP 7 -Tepeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 15 (Diese Arbeit)

BHUM3501 | Picpci-CDCI™™-Tcpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 16 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3502 | Picpci-CDCIP**-Tcpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 18 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3503 | Picoci-CDCI**™-Ticpe) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 19 (Diese Arbeit)

BHUM3504 | Pccocy-CDCI¥*"-Ticpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 20 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3505 | Picpey-CDC 72349204 T2 ) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 21 (Diese Arbeit)

BHUM3506 | Picoc-CDCI®**-Ticpey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 22 (Diese Arbeit)

BHUMB3507 | Picpcy-CDCI™-Tcpey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 23 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3508 | Pcpey-CDCI19-Tcpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 24 (Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3509 | Picoc-CDCI™-Tiepey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 25 (Diese Arbeit)

BHUMS3510 | Pcpei-ScCDCI1(1-60)-CtCDC1(107- | Amplifikation des CtCDCI Genabschnitts AS107-
529)-ScCDC1(392-491)-Tepc 529 aus BHUM3512 mit Primern HR Set 3 und in
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 vivo Ligation in pRS315

(Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3511 Pepei-CtCDCI-Tepey Amplifikation des CtCDCI ORF aus BHUM3512

ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 mit Primern HR Set 4 und in vivo Ligation in
pRS315
(Bachelorarbeit Lara Hollmann)

BHUM3512 CtCDCI (Codon optimiert fiir Expression S. cerevisiae)
ampR (GeneART)

BHUMB3513 | Picpcr-CDCIS-Tcpey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 18 (Diese Arbeit)

BHUMB3685 | Paepi-TEDI”"-Trepy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und

ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

Primern QC Set 40 (Bachelorarbeit Clara Schilling)
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Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz

BHUMB3687 | Paepi-TEDI”*P-Tripy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 41 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUMB3688 | Pep;-TED 174 P30AHSIAT o Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 42 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUMB3689 | Pypi-TED M7 CHSA LA p Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 43 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUMB3691 | Paepi-TEDI"™*-T iy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 44 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3693 | Prepy-TEDI™-Trepy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 45 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3694 | Paepi-TEDI*-T rzpy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 47 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3696 | Prepy-TED1“*-Tgpy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 48 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3697 | Paepy-TEDI- 54 YT oy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 51 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUMB3698 | Paepi-TEDIM"-Tpp,) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 52 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3699 | Paepy-TED 1™ -Trepy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 54 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3701 Paepy-TEDI#"°C ™35_T ey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 55 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3702 | Pgepy-TEDI®"A 2T 1)) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 56 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3703 | Pgepy-TEDIM™7EES T ppy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 57 (Bachelorarbeit Clara Schilling)

BHUM3704 | Pcpci-CDCI(1-60)-CDCI"® (61- | Amplifikation des CDCIY®" Genabschnitts AS61-
391)-CDC1(392-491)-T«cpcy 391 aus BHUM3733 mit Primern HR Set 9 und in
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 vivo Ligation in BHUM3407

(Masterarbeit Isabella Reitmeier)

BHUM3706 | Pcpci-CDCIM®(1-60)-CDC1(61- | Amplifikation des CDCI Genabschnitts AS61-391
391)-CDCI"*(392-491)-T cpcyy aus BHUM3407 mit Primern HR Set 8 und in vivo
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Ligation in BHUM3733

(Masterarbeit Isabella Reitmeier)

BHUM3720 | Picpci-CDCIMRE(1-60)-CDC1%*9 | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
(61-391)-CDCIMO®*(392-491])- Primern QC Set 27 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
Tiener
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3721 | Picpcy-CDCIMR(1-60)-CDCI®7¢ | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
QI0SL NN2K FIHS R116G VII74) (61391 )-CD- | Primern QC Set 28 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
CIM®(392-491)-T cpci)
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3722 | Picpcy-CDCIM®(1-60)-CDCI®" | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
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Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz
(61-391)-CDCIY®*(392-491)- Primern QC Set 29 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
T(CDC])
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3723 | Picper-CDCIMRE(1-60)-CDC1™*? | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
(61-391)-CDCIMO®*(392-491)- Primern QC Set 30 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
Ticoer
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3724 | Picpei-CDCIM*(1-60)-CDC1™'™ | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
(61-391)-CDCI""F(392-491)- Primern QC Set 31 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
Ticoer
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3725 | Picpci-CDCIMRE(1-60)-CDC1™%P | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
168y LI73P) - (61-391)-CDCIM°*(392- | Primern QC Set 32 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
491)-Ticoc)
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3726 | Picpci-CDCIMR(1-60)-CDC1%*#"5 | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
P23 (61-391)-CDCIRF(392-491)- | Primern QC Set 33 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
Tieper
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3727 | Picocy-CDCIMR(1-60)-CDC19%%" | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
(61-391)-CDCIMO"*(392-491])- Primern QC Set 34 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
Tecocr
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3728 | Picocy-CDCIM®(1-60)-CDCI1*7%" | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
K780 (61-391)-CDCIM*(392-491)- | Primern QC Set 35 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
Ticocr
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3729 | Picpcy-CDCIM®(1-60)-CDCI1P** | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
299 (61-391)-CDCI"*(392-491)- | Primern QC Set 36 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
Tiener
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3730 | Picpcy-CDCIM®(1-60)-CDCI1%%¢ | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
13389 (61-391)-CDCIM®"(392-491)- | Primern QC Set 37 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
Tiener
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3731 | Picpci-CDCIMRE(1-60)-CDC1™E | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
5348 (61-391)-CDCIM°*(392-491)- | Primern QC Set 38 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
T(CDCI)
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3732 | Picpci-CDCIMRE(1-60)-CDC1%*%% | Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3706 und
(61-391)-CDCIM®*(392-491)- Primern QC Set 39 (Masterarbeit Isabella Reitmeier)
T(CDCI)
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3733 | Picpcy-CDCIM* -Ticpey) * Durch in vitro Evolution hergestellte Mutante (siche

ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

Abschnitt 4.2.4); Mehrere Error Prone PCRs mit den
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Material

Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz
Primern P3 und P4 wurden durchgefiihrt und das
PCR Produkt mittels in vivo Ligation in BHUM3407
kloniert (Diese Arbeit)

BHUM3734 | Pcocy-CDCI(1-60)-TED1(31-447)- | Amplifikation des TEDI Genabschnitts AS31-447
CDC1(392-491)-T«cocy aus BHUM3408 mit Primern HR Set 7 und in vivo
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Ligation in BHUM3407

(Diese Arbeit)

BHUM3735 | Paepy-TEDI1(1-60)-CDC1(61-391)- | Amplifikation des CDCI Genabschnitts AS61-391
TED1(462-474)-Tepi) aus BHUM3407 mit Primern HR Set 6 und in vivo
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Ligation in BHUM3408

(Diese Arbeit)

BHUM3736 | Paepi-TEDI(1-60)-CDCI1"*(61- | Amplifikation des CDCI"* Genabschnitts AS61-
391)-TED1(462-474)-Tep1) 391 aus BHUM23733 mit Primern HR Set 6 und in
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 vivo Ligation in BHUM3408

(Diese Arbeit)

BHUM3737 | Peocy-CDCI-T ey Restriktion des CDCI Gens aus BHUM3407 mit
ampR, URA3 HindIII, Notl und Ligation in pRS306 (Diese Arbeit)

BHUM3738 | Picocyy-CDCI-Tcper Restriktion des CDCI Gens aus BHUM3407 mit
ampR, URA3, CEN6, ARSH4 HindIII, Notl und Ligation in pRS316 (Diese Arbeit)

BHUM3739 | Picpcyy-CDCI-Tcpey Restriktion des CDCI Gens aus BHUM3407 mit
ampR, URA, 2um HindIII, Notl und Ligation in pRS426 (Diese Arbeit)

BHUM3899 | 6xHIS-GST-TEV-ScCDC1 ScCDC1(72-388) wurde aus BHUM3391 mit Primer
kanR, pUCori K Set 1 amplifiziert, in pJET 1.2 kloniert und an-

schliefend mit Pcil, Xhol ausgeschnitten; Fragment
wurde iiber kompatible Enden in Ncol, Xhol ge-
schnittenen pETM30 Vektor ligiert (Diese Arbeit)

BHUM3900 | NUSA-6xHIS-TEV-ScCDCI1 ScCDC1(72-388) wurde aus BHUM3391 mit Primer
KanR, pUCori K Set 1 amplifiziert, in pJET 1.2 kloniert und an-

schlieBend mit Pcil, Xhol ausgeschnitten; Fragment
wurde iiber kompatible Enden in Ncol, Xhol ge-
schnittenen pETM60 Vektor ligiert (Diese Arbeit)

BHUM3901 6xHIS-GST-TEV-CtCDC1 CtCDCI1(108-530) wurde aus BHUM3393 mit
kanR, pUCori Primer K Set 4 amplifiziert, in pJET 1.2 kloniert und

anschlieBend mit Pcil, Xhol ausgeschnitten; Frag-
ment wurde liber kompatible Enden in Ncol, Xhol
geschnittenen pETM30 Vektor ligiert (Diese Arbeit)

BHUM3902 | NUSA-6xHIS-TEV-CtCDCI CtCDCI(108-530) wurde aus BHUM3393 mit
KanR, pUCori Primer K Set 4 amplifiziert, in pJET 1.2 kloniert und

anschliefend mit Pcil, Xhol ausgeschnitten; Frag-
ment wurde iiber kompatible Enden in Ncol, Xhol
geschnittenen pETM60 Vektor ligiert (Diese Arbeit)

BHUM3903 6xHIS-GST-TEV-ScTED1 ScTED1(31-447) wurde aus BHUM3395 mit Primer

kanR, pUCori

K Set 2 amplifiziert, in pJET 1.2 kloniert und an-
schliefend mit Ncol, Xhol ausgeschnitten und in den
geschnittenen pETM30 Vektor ligiert (Diese Arbeit)
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Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz
BHUM3904 | NUSA-6xHIS-TEV-ScTED1 ScTED1(31-447) wurde aus BHUM3395 mit Primer
KanR, pUCori K Set 2 amplifiziert, in pJET 1.2 kloniert und an-
schlieBend mit Ncol, Xhol ausgeschnitten und in den
geschnittenen pETM60 Vektor ligiert (Diese Arbeit)
BHUM3905 | 6xHIS-GST-TEV-CtTED1 CtTED1(35-538) wurde aus BHUM3397 mit Primer
kanR, pUCori K Set 3 amplifiziert, in pJET 1.2 kloniert und an-
schlieBend mit Ncol, Xhol ausgeschnitten und in den
geschnittenen pETM30 Vektor ligiert (Diese Arbeit)
BHUM3906 | NUSA-6xHIS-TEV-CtTEDI CtTED1(35-538) wurde aus BHUM3397 mit Primer
KanR, pUCori K Set 3 amplifiziert, in pJET 1.2 kloniert und an-
schliefend mit Ncol, Xhol ausgeschnitten und in den
geschnittenen pETM60 Vektor ligiert (Diese Arbeit)
BHUM3914 | Pirepy-TEDI-Trepy) Amplifikation des TEDI Gens aus BHUM3408 mit
ampR, URA, CEN6* ARSH4 Primern HR Set 2 und in vivo Ligation in pTF27
(Diese Arbeit)
BHUM3918 | Pipcroy-DCR2-Tperz Amplifikation des DCR2 Gens aus YHUMO0464 mit
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern HR Set 10 und in vivo Ligation in pRS315
(Diese Arbeit)
BHUM3920 | Piocra-DCR2"-Tpers) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 59 (Diese Arbeit)
BHUM3921 | Ppcroy-DCR2M#8ADIAI0AT | ) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 60 (Diese Arbeit)
BHUM3922 | Pipcry-DCR2-Tpcry) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 62 (Diese Arbeit)
BHUM3923 | Ppcray-DCR2"-T pery) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 64 (Diese Arbeit)
BHUM3924 | Pipcry-DCR2X T pers) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 65 (Diese Arbeit)
BHUM3925 | Pipcryy-DCR2RSAWIPAFIAT | ) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 67 (Diese Arbeit)
BHUM3926 | Pipcray-DCR2MSAKITAT ) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 68 (Diese Arbeit)
BHUM3927 | Paepi-TEDIP*-T ipy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 107 (Diese Arbeit)
BHUM3928 | Prepy-TED 1" P4 T gep) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 108 (Diese Arbeit)
BHUM3929 | Paepi-TEDI1 *-Tyep,,) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 69 (Diese Arbeit)
BHUM3930 | Prepy-TEDIF¥-Tepy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 70 (Diese Arbeit)
BHUM3931 | Prepy-TED1°-T repy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 71 (Diese Arbeit)
BHUM3934 | Picpci-CDCIP*-Tcpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
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Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 73 (Diese Arbeit)

BHUM3935 | Picpci-CDCI®™*-Ticpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 74 (Diese Arbeit)

BHUM3936 | Picpci-CDCI19%-Tcpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 75 (Diese Arbeit)

BHUM3937 | Picpey-CDCIE""-Ticpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 76 (Diese Arbeit)

BHUM3938 | Pccocy-CDCI"-Ticpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 78 (Diese Arbeit)

BHUM3939 | Pipcro-CDCI™"*-T pers) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 79 (Diese Arbeit)

BHUM3940 | Piocra-DCR2”%-Tpers) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 58 (Diese Arbeit)

BHUM3941 | Pipcroy-DCR2"7A-T pery) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 61 (Diese Arbeit)

BHUM3942 | Pipcroy-DCR2™"-T pers) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 63 (Diese Arbeit)

BHUM3943 | Pipcroy-DCR2®AFSIATEAT 1 o) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 66 (Diese Arbeit)

BHUM3944 | Picpci-CDCI19%4-Tcpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 72 (Diese Arbeit)

BHUM3945 | Picpcy-CDC P304 F28IAREA_T ) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 77 (Diese Arbeit)

BHUM3955 | Pieocray-DCR2-Tpcrz) Restriktion des DCR2 Gens aus BHUM3918 mit
ampR, URA, CEN6*, ARSH4 Sall, NotI und Ligation in pTF27 (Diese Arbeit)

BHUM3956 | Picocray-DCR2-Tipcrz) Restriktion des DCR2 Gens aus BHUM3918 mit
ampR, URA, CEN6, ARSH4 Sall, NotI und Ligation in pRS316 (Diese Arbeit)

BHUM3957 | Pieocray-DCR2-Tipcrz) Restriktion des DCR2 Gens aus BHUM3918 mit
ampR, URA, 2um Sall, NotI und Ligation in pRS426 (Diese Arbeit)

BHUM3958 | Paepy-TEDI-Treps) Restriktion des TEDI Gens aus BHUM3408 mit
ampR, URA, CEN6, ARSH4 Sall, Notl und Ligation in pRS316 (Diese Arbeit)

BHUM3959 | Pirepy-TEDI-Trgpy) Restriktion des TEDI Gens aus BHUM3408 mit
ampR, URA, 2um Sall, Notl und Ligation in pRS426 (Diese Arbeit)

BHUM3960 | Pipcrz-DCR2(1-245)-CDC1(87- Amplifikation des CDCI Genabschnitts AS87-387
387)-DCR2(557-578)-Trepi) aus BHUM3407 mit Primern HR Set 11 und in vivo
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Ligation in BHUM3918 (Diese Arbeit)

BHUM3961 Paepi-TEDI1(1-76)-CDC1(87-387)- | Amplifikation des CDCI Genabschnitts AS87-387
TED1(449-471)-T ey aus BHUM3407 mit Primern HR Set 13 und in vivo
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Ligation in BHUM3408 (Diese Arbeit)

BHUM3962 | Pipcro-DCR2(1-245)-TED1(77- Amplifikation des TEDI Genabschnitts AS77-448

448)-DCR2(557-578)-Trepy)
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

aus BHUM3408 mit Primern HR Set 12 und in vivo
Ligation in BHUM?3918 (Diese Arbeit)
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Name (Alias) Relevanter Genotyp Herstellung und Referenz

BHUM3963 | Picpcy-CDC1(1-86)-TED1(77-448)- | Amplifikation des TEDI Genabschnitts AS77-448
CDC1(388-491)-Tcpcy aus BHUM3408 mit Primern HR Set 15 und in vivo
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Ligation in BHUM3407 (Diese Arbeit)

BHUM3964 | Puepy-TEDI1(1-76)-DCR2(246- Amplifikation des DCR2 Genabschnitts AS246-556
556)-TED1(449-471)-Trepy) aus BHUM23918 mit Primern HR Set 14 und in vivo
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Ligation in BHUM3408 (Diese Arbeit)

BHUM3965 | Pcpcy-CDC1(1-86)-DCR2(246- Amplifikation des DCR2 Genabschnitts AS246-556
556)-CDC1(388-491)-Tcper aus BHUM23918 mit Primern HR Set 16 und in vivo
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Ligation in BHUM3407 (Diese Arbeit)

BHUM3966 | Picpci-CDCI™*-Tcpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 80 (Diese Arbeit)

BHUM3967 | Picoci-CDCI****-Ticpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 81 (Diese Arbeit)

BHUM3968 | Picoci-CDCI™-Tcpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 82 (Diese Arbeit)

BHUM3969 | Pcpey-CDCIP'*-Tcpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 83 (Diese Arbeit)

BHUM3970 | Picoci-CDCIP"*-Ticpey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 84 (Diese Arbeit)

BHUM3971 | Paepi-TEDI ™3-Tygpy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 86 (Diese Arbeit)

BHUM3972 | Prepy-TEDI M 'C-Typpy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 53 (Diese Arbeit)

BHUM3973 | Paepi-TEDI"™-Tep,,) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 88 (Diese Arbeit)

BHUM3974 | Paepy-TEDI1 " " -Tgpy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 89 (Diese Arbeit)

BHUM3975 | Paepi-TEDI1®*-Tqepy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 90 (Diese Arbeit)

BHUM3976 | Paepi-TEDI P*"-T1zp,) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 91 (Diese Arbeit)

BHUM3977 | Paepi-TEDI1™%-Trppy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 92 (Diese Arbeit)

BHUM3978 | Pipcr2-DCR2"-Tipery) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 93 (Diese Arbeit)

BHUM3979 | Picry-DCR2"-Tpery Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 94 (Diese Arbeit)

BHUM3981 | Pincry-DCR2%¥"-Tpcrs) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 96 (Diese Arbeit)

BHUM3982 | Piocro-DCR2%¥-T pexs) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 97 (Diese Arbeit)

BHUMB3983 | Pipcry-DCR2"¥A_T ey Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
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ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 98 (Diese Arbeit)

BHUM3984 | Pipcroy-DCR2¥-Tpcry) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 99 (Diese Arbeit)

BHUM3985 | Pipcry-DCR25#-Tpery Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 100 (Diese Arbeit)

BHUM3986 | Pincray-DCR2M¥_T pcrs) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 101 (Diese Arbeit)

BHUM3987 | Piocra-DCR2™M T pey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 102 (Diese Arbeit)

BHUM3988 | Piocro-DCR2?N-Tpery) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3918 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 103 (Diese Arbeit)

BHUM3990 | Paepi-TEDI ““**-Tpppy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 49 (Diese Arbeit)

BHUM3991 | Pagepi-TEDI “**-Typpy) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 46 (Diese Arbeit)

BHUM3992 | Pcpei-ScCDCI(1-60)-CtCD- Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3510 und
CI*N(107-529)-ScCDC1(392- | Primern QC Set 107 (Diese Arbeit)
49])-TCDC]
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

BHUM3993 | Pepci-CtCDCI****-Tepe, Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3511 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 107 (Diese Arbeit)

BHUM4033 | Paepi-TEDI1"*-Tepy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 85 (Diese Arbeit)

BHUM4034 | Prepy-TED1 " *"-T 1z Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3408 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 87 (Diese Arbeit)

BHUM4035 | Picpey-CDCI"#-Tcpeyy Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 104 (Diese Arbeit)

BHUM4036 | Picpci-CDCIP#"4 7254 T opey) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und
ampR, LEU2, CEN6, ARSH4 Primern QC Set 105 (Diese Arbeit)

BHUM4037 | Pagepy-TED1 ™ S%4_T o) Ortsspezifische Mutagenese mit BHUM3407 und

ampR, LEU2, CEN6, ARSH4

Primern QC Set 106 (Diese Arbeit)

4.2.4 Cdecl™MORF
*CDCIM®Y (CDCI mutated open reading frame) ist eine Cdc1-Variante, die mittels zufélliger Mu-

tagenese erzeugt wurde (sieche Seite 122 f) und folgende Mutationen enthalt:

Tab. 12: Mutationen in CDC1MORF

Basenaustausch

A3756=C

Aminosiure

H23=P

Aminosiure

E276=D

Basenaustausch
A4516=C
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Basenaustausch
A3812=G
T3966=C
A4007=G
A4014=T
T4024=A
T4029=C
A4034=G
T4038=C
G4059=A
T4093=A
T4113=A
A4139=G
A4181=G
A4186=G
T4191=A
T4206=C; G4207=C
C4439=T
C4446=T
T4457=C
T4462=C
A4491=T
A4495=G

4.3 Chemikalien, Puffer und Nahrmedien

A4695=G; A4696=G

A4724=G; T4725=A
A4730=T; T4731=C

Aminosédure

142=v A4521=G
F93=S A4525=G
R107=G T4528=C
Q109=L T4576=G
N112=K A4584=T
F114=S A4585=G
R116=G T4633=C
V117=A T4652=A
R124=K

D135=E A4700=T
L142=Q

N151=D

N165=D A4846=T
still A4856=G
F168=Y A4868=G
L173=P C4992=T
P251=S G5002=A
P253=L A5054=G
still T5095=C
still T5123=C
Q268=L T5160=G
still A5229=T

Basenaustausch

Aminoséiure
K278=R
still
still
D296=E
Q299=L
still
still
S322=T
E336=G
T338=S
M346=E
1348=S
still
K390=E
M394=V
T435=1
still
S456=G
still
S479=p
still
still

Chemikalien wurden von der Carl Roth GmbH & Co. KG bezogen. Falls nicht anders angegeben

wurden die Puffer in destilliertem Wasser angesetzt.

Tab. 13: Verwendete Puffer

Name Zusammensetzung Verwendung
ECL-L6sung 100 mM | Tris-HCI (pH 8,8) Immunodetektion
2,5 mM | Luminol (Western Blot)
0,45 mM | Paracoumarsiure
5,4 mM | H,O,
Harnstoffpuffer 8 M | Harnstoff Denaturierung von Prote-
(HU-Puffer) 200 mM | Natriumphosphatpuffer inproben
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Name Zusammensetzung Verwendung
0,1 mM | EDTA (pH 8,0)
5% (w/v) | SDS
0,03 % | Bromphenolblau
1,5 % (w/v) | DTT (frisch hinzufiigen)

AM-Puffer 20-100 mM | Tris/HCl Reinigung rekombinanter
(pH 8,0 bei 4°C) 200 mM | NaCl Proteine aus E. coli
in MilliQ-H,O
Blotting-Pufter 125 mM | Tris Western Blot

960 mM | Glycin

20 % | Methanol

Coomassie Férbe- 50 % (v/v) | Ethanol (100 %ig, p.a.) Anfarbung von SDS-Ge-
16sung 5% (v/v) | Essigsdure len

0,1 % (w/v)
0,1 % (W/v)

Coomassie Brilliant Blue G250
Coomassie Brilliant Blue R250

DNA-Firbepufter
(6x)

10 mM

60 % (v/v)
0,03 % (w/v)
0,03 % (w/v)
0,015 % (w/v)

Tris/HCI (pH 7,6)
Glycerin
Bromphenolblau
Xylencyanoblau
Orange G

60 mM | EDTA (pH 8,0)
Entfarbelosung 50 % (v/v) | Ethanol (100 %ig, p.a.) Entfarbung von SDS-Ge-
5% (v/v) | Essigsdure len (Coomassie)
LiOAc-Puffer 100 mM | LiOAc Isolierung chromosomaler
1% | SDS DNA aus S. cerevisiae
LiPEG-Puffer 100 mM | LiOAc Transformation von Plas-
10 mM | Tris/HCI (pH 8,0) miden in S. cerevisiae
1 mM | EDTA (pH 8,0)
40 % (w/v) | PEG 4000
LiSORB-Puffer 1 M | Sorbitol Herstellung  kompetenter
(pH 8,0) 100 mM | Li-Acetat S. cerevisiae und Trans-
10 mM | Tris/HCI (pH 8,0) formation von Plasmiden
1 mM | EDTA (pH 8,0) in S. cerevisiae
Losung 3 5M | KOAc Féllung von DNA mit
2 M | Essigséure Ethanol
PMSF-Stock 100 mM | PMSF in Isopropanol Reinigung rekombinanter
Proteine aus E. coli
Herstellung von Zellwan-
dextrakten
RF1-Puffer 100 mM | RbCl Herstellung chemisch
(pH 5,8) 50 mM | MnCl, kompetenter E. coli
30 mM | KAc (pH 7,5)
10 mM | CaCl,
15 % (v/v) | Glycerin
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Name

Zusammensetzung

Verwendung

RF2 Puffer

10 mM
10 mM
75 mM
15 % (v/v)

RbCl
MOPS
CaCl,
Glycerin

Herstellung chemisch
kompetenter E. coli

SDS-Elektrophore-
se Puffer

250 mM
2M
1%

Tris
Glycin
SDS

SDS-PAGE

SDS Protein-Ex-
traktions-puffer
(PH 7.8)

50 mM
2%

100 mM
150 mM
0,8 %

Tris/HCl

SDS

EDTA

NaCl

B-MercapoEtOH(frisch hinzufiigen)

Extraktion von Zellwén-
den aus S. cerevisiae

SM-Puffer (10x)

200 mM

100 mM

100 mM

1 % (v/v)

0,015 mM BSA
40 mM

Tris/HCI (pH 8,8)
(NH4),SO4

KCl

Triton X-100
BSA

MgSO,

PCR

SS-DNA

1 % (w/v)

SS DNA

Herstellung  kompetenter
S. cerevisiae

TAE-Puffer
7,6)

(pH

40 mM
20 mM
2 mM

Tris-Acetat
Na-Acetat
EDTA (pH8.,0)

DNA Elektrophorese

TBS(-T)

200 mM
1M
1%

Na,PO, (pH 7, 1)
NaCl
Tween20)

Western Blot

Die Angaben fiir die verwendeten Néhrmedien bezieht sich auf das Verhéltnis Gewicht pro einge-
setztem Volumen (w/v). Fiir feste Medium wurden zudem 2 % (w/v) Agar hinzugefiigt. Fiir den ver-
wendeten Aminosdurenmix wurden 2 g aller Standardaminoséuren vermischt. Es wurden 0,5 g Ade-

nin und 0,2 g Para-Aminobenzolsdure sowie 2 g Myo-Inositol hinzugegeben.

Tab. 14: Verwendete Nihrmedien
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Name Zusammensetzung Verwendung
5-FOA 0,67 % | Yeast Nitrogen Base Selektion gegen URA3 in
0,2 % | Aminosdurenmix S. cerevisiae
2 % | Glukose
0,1 % | 5-FOA
0,005 % | Uracil

GNA 5% | Glukose Vollmedium zur Kultivie-

3 % | Difco Nutrient Broth rung von S. cerevisiae di-

1 % | Hefeextrakt rekt vor der Sporulation
LB 0,5 % | Hefeextrakt Kultivierung von E. coli
(Luria/Miller) 1 % | Trypton

1 % | NaCl
NGS 1% | KoAc Sporulationsmedium fiir

0,05 % | Aminosdurenmix S. cerevisiae

SC 0,15 % | Yeast Nitrogen Base Selektionsmedium zur
(Synthetic comple- 0,5 % | Ammoniumsulfat Kultivierung von S. cere-
te) 0,2 % | Aminosdurenmix (- Leu und/ oder - visiae

2% | Ura)

Glukose

YPD 1 % | Hefeextrakt Vollmedium zur Kultivie-
(Yeastextract, Pep- 2 % | Pepton aus Fleischextrakt rung von S. cerevisiae
tone, Dextrose) 2 % | Glukose

4.4 Antikorper, Stressoren und Antibiotika

Fiir die Immunodetektion von Proteinen wurden folgende Antikdrper verwendet:

Tab. 15: Antikorper

Name Verdiinnung Bezugsquelle
Maus a PolyHistidin 1:3000 (Sigma Aldrich Chemie GmbH)
Ziege a Maus (Peroxidase Label) |1:2000 (Dianova GmbH)

Folgende Antibiotika wurden zur Selektion von E. coli und S. cerevisiae verwendet:

Tab. 16: Antibiotika

Name Stammkonzentration Endkonzentration
Ampicillin (Selektionsmaker E. coli) 100 mg/ml 100 pg/ml
CloNat (Selektionsmarker S. cerevisiae) 200 mg/ml 100 pg/ml
G417 (Selektionsmarker S. cerevisiae) 200 mg/ml 200 pg/ml
HygromycinB (Selektionsmarker S. cerevi-| 500 mg/ml 300 pg/ml
siae)
Kanamycin (Selektionsmaker E. coli) 35 mg/ml 35 pg/ml
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Die Stressoren zur phianotypischen Analyse von S. cerevisiae in Fest- und Fliissigmedium wurden
in folgenden Stamm- und Endkonzentrationen eingesetzt:

Tab. 17: Verwendete Stressoren fiir die phiinotypische Analyse von S. cerevisiae

Name Stammkonzentration Verwendungskonzentration
Calcoflourweil3 25 %ige Losung 0,1 %
Caspofungin 5 mg/ml 1,4-4,8 pg/ml
Koffein 15 mg/ml 1,5 pg/ml
Kongorot 25 mg/ml (in 100-700 pg/ml
SDS 1 %ig 0,005-0,01 %ig
Trypanblau 1 mg/ml 5-15 pg/ml
Zinksulfat-Heptahydrat 1M 6-12 mM

4.5 Enzyme und Kits

In dieser Arbeit wurden fiir die Isolierung von Plasmiden aus E. coli und S. cerevisiae das Nucleo-
Spin®-Plasmid-Kit der Macherey und Nagel GmbH und Co. KG verwendet. Fiir Extraktionen von
DNA aus Agarosegelen wurde das E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit von Omega Bio-Tek Inc. Verwen-
det.

4.6 Software

Im Rahmen dieser Arbeit wurde folgende Software und eine Reihe von Datenbanken und Online

Tools verwendet.

Tab. 18: Verwendete Software

Name Verwendung und Bezugsquelle

Libre Office Calc | Auswertung von Daten, Libre Office The Document Foundation, https://de.libreof-
fice.org/

GIMP Fotobearbeitung; https://www.gimp.org/

Inkscape Erstellung von Abbildungen und Vektorgrafiken; https://inkscape.org/de/

Clone Manager In silico Klonierung; Scientific & Educational Software

Sequencher Auswertung von Sequenzierungen; Gene Codes Corporation

Jalview Herstellung von Proteinalignments und phylogenetischen Baumen, (Waterhouse et al.
2009)

PyMOL Darstellung von Proteinmodellen und Generierung von Modellgrafiken; The PyMOL
Graphics System
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Chimera

Herstellung eines Cdc1M°*F Modells mittels Rotamer Funktion

Quantity One

Visualisierung von GelRed® gefiarbter DNA in Agarosegelen; Bio-Rad Laboratories
GmbH

Intas Chemostar

Intas Science Imaging Instruments GmbH

Tab. 19: Verwendete Datenbanken und Internetseiten

Name Link und Referenz

iTOL https://itol.embl.de/ (Letunic & Bork 2021)

Uniprot https://www.uniprot.org/ (UniProt 2023)

Interpro https://www.ebi.ac.uk/interpro/ (Paysan-Lafosse et al. 2023)

SGD https://www.yeastgenome.org/ (Cherry et al. 2012; Engel et al. 2014)

ClustalOmega https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (Sievers et al. 2011)

DeepLocl.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepLoc-1.0/ (Almagro Armenteros et al.
2017)

PSIPRED http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ (Jones 1999; Jones & Cozzetto 2015; Buchan & Jo-

nes 2019)
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5. Methoden

5.1 Kultuvierung und Aufbewahrung von Mirkoorganismen

5.1.1 Kultivierung von E. coli
Zur Kultivierung von E. coli Stimmen wurde LB als Fest- oder Fliissigmedium mit entsprechenden
Resistenzmarkern verwendet. Die Zellen wurden, falls nicht anders beschrieben, auf 37 °C inku-

biert.

5.1.2 Kultivierung von S. cerevisiae
Die Kultivierung von S. cerevisiae Stimmen erfolgte schiittelnd iiber Nacht in YPD-Vollmedium
oder Sc- Selektionsmedium bei 30 °C. Auf Festmedium wurden die Stimme zwischen 2 und 10 Ta-

gen bei 30 °C inkubiert.

5.1.2.1 Mating von S. cerevisiae

Um zwei Hefestimme zu kreuzen wurden diese auf festem YPD {iibereinander ausgestrichen und fiir
3 h bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden mithilfe eines sterilen Zahnstochers Zellen von der
Agaroberfliche entnommen und in 200 pl sterilem Wasser aufgenommen. 20 pl der Zellsuspension
wurden auf eine diinne YPD-Platte getropft. AnschlieBend wurden diploide Zellen mithilfe eines
Mikromanipulators von den anderen Zellen separiert und fiir 2-3 Tage bei 30°C wachsen gelassen.

Die Uberpriifung auf Diploidie erfolgte mittels Mata/a-PCR Test.

5.1.2.2 Sporulation und Tetraden Dissektion

Um einen diploiden Stamm zu sporulieren wurde dieser auf festes GNA-Vollmedium iiberstrichen
und dann fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Stamm auf Sporulationsmedium
(spo) tibertragen und weitere 3 Tage bei 30°C inkubiert. Die Sporulation wurde mit einem Lichtmi-
kroskop kontrolliert. Danach wurden mithilfe eines sterilen Zahnstochers S. cerevisiae Zellen ent-
nommen und in 200 pl sterilem Wasser aufgenommen. Es wurden 20 pul Lytikase hinzugefiigt, um
den Ascus der S. cerevisiae Sporen zu verdauen. Die Zellen wurden fiir 1-2 h bei Raumtemperatur
auf einem Roller inkubiert. Danach wurden 20 ul des Ansatzes auf eine diinne YPD-Platte getropft.
Tetraden wurden dann mithilfe eines Mirkomanipulators voneinander getrennt abgelegt. Die Platte

wurde fiir 2-3 Tage bei 30°C inkubiert und das Wachstumsverhalten der Sporen untersucht.
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5.1.3 Bestimmung der optischen Dichte

Zur Bestimmung der Zellzahl von Fliissigkulturen wurde die optische Dichte OD 49onm bestimmt. Zu-
nidchst wurde der Blindwert des Mediums ermittelt und von den Messwerten abgezogen. Von den
Fliissigkulturen wurde eine 1:10-Verdiinnung hergestellt. Die Kulturen wurden vor Messung der
ODgoonm gemischt, um ein Absinken der Zellen zu verhindern. Fiir gemessene Werte > 0,8 wurden
die Flissigkulturen 1:20 mit Medium vermischt und erneut gemessen, um Messungenauigkeiten zu

vermeiden.

5.1.4 Anlegen von Dauerkulturen zur langfristigen Lagerung

Zur langfristigen Lagerung von E. coli wurden Ubernachtkulturen in 5 ml LB mit entsprechenden
Antibiotika angezogen. 800 pl der Kultur wurden mit 800 pl 60 %iger Glycerinlosung gemischt und
auf -80 °C gelagert.

S. cerevisiae wurde zur langfristigen Lagerung auf eine halbe Platte YPD {iibergestrichen und 2-3
Tage auf 30 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit einem sterilen Zahnstocher geerntet und in

1600 pl steriler, 30 %iger Glycerinlosung resuspendiert. Die Suspension wurde bei -80 °C gelagert.

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Herstellung von kompetenten Zellen und Transformationstechniken
5.2.1.1 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli nach (Mandel &
Higa 1970)

Fiir die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde eine Ubernachtkultur in 5 ml LB
Medium angesetzt. Die Zellen wurden am néchsten Tag in 200 ml frisches LB iiberimpft und schiit-
telnd bei 37 °C bis zu einer ODgoonm von 0,4 bis 0,6 wachsen gelassen. AnschlieBend wurden die
Zellsuspension in sterile 50 ml Reaktionsgefaf3e tiberfiihrt und fiir 15 min auf Eis inkubiert. Danach
wurden die Zellen fiir 15 min bei 4.000 g geerntet und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde pro Reaktionsgefdll in 16 ml kaltem RF1-Puffer resuspendiert, erneut 15 min auf Eis inku-

biert und fiir 15 min bei 4.000x g pelletiert.

Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in jeweils 4 ml RF2-Puffer aufgenom-
men. Die Zellen wurden in einem frischen Reaktionsgefdl3 vereinigt und 15 min auf Eis inkubiert.

Danach wurde die Zellsuspension in Aliquots a 100 pl aufgeteilt und auf -80 °C gelagert.
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Zur Transformation von Plasmiden in chemisch kompetente E. coli wurde standardmifB3ig 1 ul Plas-
mid verwendet. Die Zellen wurden zunichst auf Eis aufgetaut und dann die Plasmid-DNA zugege-
ben. Die Zellen wurden zuerst fiir 15 min auf Eis inkubiert, dann folgte der Hitzeschock fiir 1 min
bei 42 °C. Transformationen mit bakteriostatischen Antibiotika wie Ampicillin wurden anschlieBend
sofort auf entsprechenden Selektionsmedien ausplattiert. Bei Transformationen mit bakteriziden An-
tibiotika wie Kanamycin wurden die Zellen nach dem Hitzeschock in 800 pl LB aufgenommen und
fiir 45 min bei 37 °C regeneriert. Danach wurden die Zellen fiir 3 min bei 8.000 g pelletiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl LB aufgenommen und auf entsprechende Selekti-

onsmedien ausplattiert.

5.2.1.2 Herstellung kompetenten E. coli zur Elektroporation nach (Dower et al. 1988)

Zur Herstellung von kompetenten E. coli fiir die Elektroporation wurde eine 10 ml Ubernachtkultur
in LB Medium angesetzt. Am néchsten Tag wurde die Kultur in 200 ml frischem LB verdiinnt und
bis zu einer ODgoonm von 0,4 bis 0,6 wachsen gelassen. Die Zellen wurden in sterile 50 ml Reakti-
onsgefafle iiberfiihrt und fiir 15 min auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 5 min bei
5.000x g geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen zunichst mit 50 ml sterilem
dH,O gewaschen. Es folgten zwei weitere Waschzyklen mit jeweils 30 ml sterilem dH,O. Danach
wurden die Zellen in 5 ml einer sterilen, 10 %igen Glycerinldsung aufgenommen und alle Ansétze
in ein 50 ml Reaktionsgefd3 zusammengefiihrt. Die Zellen wurden erneut fiir 5 min bei 5.000x g ge-
erntet und anschliefend in 400 pl 10 %iger Glycerinlosung aufgenommen. Danach wurden die Zel-

len in 50 pl Aliquots aufgeteilt und bis zur Verwenung auf -80°C gelagert.

Zur Elektroporation wurden die E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Anschlieend wurden 8 pl zuvor
aus S. cerevisiae Zellen priparierte DNA hinzugefiigt und die Zellen fiir 15 min auf Eis inkubiert.
Die Elektroporation erfolgte in einer entsprechenden, leitfahigen Kiivette bei 2,25 V. Danach wur-
den die Zellen in 800 pul LB Medium aufgenommen und in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal} iiber-
filhrt. Nachdem die Zellen fiir 15 min bei 37°C regenerieren konnten, wurden sie fiir 3 min bei
6.000 g pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 50 pl LB aufgenommen und

auf LB-Festmedium mit Ampicillin ausplattiert.

5.2.1.3 Herstellung und Transformation von kompetenten S. cerevisiae Zellen nach
(Knop et al. 1999)

Zur Herstellung kompetenter S. cerevisiae Zellen wurden eine Ubernachtkultur in 2 ml YPD oder

Sc-Medium angesetzt. Am niachsten Tag wurden die Zellen in 50 ml entsprechendem, frischen Me-
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dium aufgenommen und etwa 4-5 Stunden bis zu einer ODgonm von 1,0 wachsen gelassen. Die Zel-
len wurden fiir 3 min bei 500x g geerntet und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde zunichst
mit 20 ml sterilem dH,O und danach mit 10 ml SORB-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde das
Pellet in 360 ul SORB-Puffer aufgenommen und 60 pl frisch aufgekochte SS-DNA hinzugefiigt.
Die Zellen wurden in Aliquots a 60 pl aufgeteilt und bis zur weiteren Verwendung auf -80°C gela-

gert.

Zur Transformation von Plasmiden in S. cerevisiae wurden 8 pl pripariertes Plasmid mit einer Kon-
zentration von mindestens 200 ng/ul verwendet. Das Plasmid wurde den Zellen zugegeben. An-
schlieBend wurden 300 pul PEG-Puffer hinzugefiigt und die Suspension gemischt. Die Zellen wur-
den fiir 30 min auf Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend folgte der Hitzeschock fiir 15 min bei
42 °C. Danach wurden die Zellen fiir 3 min bei 500 g pelletiert, der Uberstand verworfen und das
Pellet in 800 pl YP gewaschen. Das Pellet wurde danach in 100 pl YP aufgenommen und aus ent-
sprechende Sc-Selektionsmedien ausplattiert. Die Transformanden wurden fiir 2-3 Tage bei 30 °C
inkubiert. Bei Transformation von Gendeletionskassetten (Abschnitt 5.2.3.4) mit Antibiotika-Resis-
tenzen wurden die Zellen nicht direkt auf Selektionsmedium ausplattiert, sondern nach der Trans-

formation fiir 4 h bei 30 °C in YPD Medium regeneriert.

5.2.2 Isolierung von DNA

5.2.2.1 Isolierung von Plasmiden aus E. coli und S. cerevisiae

Zur Isolierung von Plasmiden wurde das Kit der Marke Macherey und Nagel GmbH und Co. KG
NucleoSpin®-Plasmid-Kit verwendet. Es wurden 2 ml einer E. coli Ubernachtkultur in LB Medium
mit Ampicillin oder Kanamycin fiir 3 min bei 13.000x g geerntet. AnschlieBend wurde nach Her-

stellerprotokoll verfahren.

Fiir die Isolierung von Plasmiden aus S. cerevisiae im Zusammenhang mit der Klonierung mittels
in vivo Ligation wurden alle Transformanden eines Ansatzes mithilfe eines sterilen Zahnstochers
isoliert und in 300 ul Al-Puffer mit Glasperlen versetzt. Die Zellen wurden fiir 10 min auf einem
Multivortexer aufgebrochen. Es wurden anschlieend 300 pl A2-Puffer hinzugefiigt, der Ansatz in-
vertiert und die Zelllyse nach 5 min durch Zugabe von 350 pul A3-Puffer gestoppt. AnschlieBend
wurde nach Herstellerprotokoll verfahren. Die Plasmid DNA wurde in 20 pl EB-Puffer eluiert.
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5.2.2.2 Isolierung von genomischer DNA mittels LiOAc aus S. cerevisiae nach (Looke
et al. 2011)

Zur Isolierung genomischer DNA aus S. cerevisiae wurde eine Zahnstocherspitzen-grole Menge
Zellen in 100 pl Lithiumacetatpuffer aufgenommen und fiir 15 min bei 70 °C lysiert. AnschlieBend
wurden 300 pl 100%iger Ethanol (p.a.) hinzugefiigt und gemischt. Die DNA wurde fiir 3 min bei
13.000 g pelletiert und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde die DNA mit 300 ul
70 %igem Ethanol (p.a.) gewaschen. Das Pellet wurde fiir 5 min getrocknet und danach in 100 pl
dH,O aufgenommen. Dann wurden verbliebene Zelltriimmer fiir 30 s bei 13.000 g pelletiert und der

Uberstand in ein frisches 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt.

5.2.3 Vervielfaltigung von DNA nach (Peake 1989) und PCR-basierte
Klonierung

Die Vervielfiltigung von DNA zu Test- und Klonierungszwecken erfolgte mittels Polymerase-

Chain-Reaction (PCR). Die Primer wurden stets mit einer Konzentration von 10 pM verwendet.

5.2.3.1 Amplifizierung von DNA mittels Polymerase-Chain-Reaction (PCR)
Zur Amplifizierung spezifischer DNA Sequenzen wurde eine PCR durchgefiihrt. Standard-PCRs

sind nach folgendem Programm verfahren:

Menge [pl] Programm
SM-Puffer (10x) 5 98°C 5 min
Template DNA 1
Primer fw 2 98°C 45s
Primer rv 2 60°C 45's 30x
dNTPs (10mM) 2 72°C 60 s/ 1 kb
5M Betaine 10
Phusion-Polymerase 1 72°C 10 min
dH,O 27
Gesamt 50 8°C o0

5.2.3.2 Ortsspezifische Mutagenese PCR nach (Weiner et al. 1994)
Fiir die Einfithrung ortsspezifischer Mutationen in Plasmiden wurde eine Quickchange PCR durch-
gefiihrt. Es wurden Primer verwendet, welche neben den mutierten Basen 15-20 flankierenden Ba-

sen an den Enden aufwiesen:
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Menge [pl] Programm
SM-Puffer (10x) 10 98°C 5 min
Template DNA 2
Primer fw 6,4 98°C 45 s
Primer rv 6,4 60°C 45 s 20x
dNTPs (10mM) 4 72°C 30s/ 1 kb
DMSO 3
Phusion-Polymerase 2 72°C 10 min
dH,O 66,2
Gesamt 100 8°C o0

Die PCR-Produkte wurden mit Ethanol gefillt und die Template DNA der PCR in einem 20 pl An-
satz fir mindestens 2 h mit Dpnl in Tango Puffer restriktiv verdaut. AnschlieBend wurde der gesam-

te Ansatz in chemisch kompetente E. coli transformiert.

5.2.3.3 Colony Test-PCR mit E. coli (Bergkessel & Guthrie 2013)
Die Colony PCR ist eine schnelle Methode zur Verifizierung von E. coli Klonen mit gewiinschtem

Plasmid. Zur Durchfiihrung wurde folgender PCR Ansatz verwendet:

Menge [pl] Programm
Taq-Puffer (10x) 2 94°C 5 min
Primer fw 0,5
Primer rv 0,5 94°C 30s
dNTPs (10mM) 0,5 52°C 40s 20x
Tag-Polymerase 0,2 68°C 50s
dH,O 16,3
Template 1 Kolonie 68°C 5 min
Gesamt 20 8°C o0

Als Template fiir die PCR diente eine E. coli Kolonie, welche mit einem sterilen Zahnstocher von
einer Transformationsplatte gepickt, auf eine frische Selektionsplatte iibergestrichen und die restli-

chen Zellen anschlieBend im PCR-Reaktionsgefdl} resuspendiert wurde.

5.2.3.4 Herstellung von S. cerevisiae Deletionskassetten mittels PCR und Integration in
das Genom (Janke et al. 2004)

Zur Herstellung von Deletionskassetten fiir die chromosomale Integration in S. cerevisiae wurde

eine Pym-PCR durchgefiihrt:
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SM-Puffer (10x)
Template DNA
Primer fw

Primer rv

dNTPs (10mM)
Betain (5M)
Phusion-Polymerase
dH,O

Gesamt

Menge [pl]
5

1

6,5

6,5

1

20

2

50,5

50

Programm

98°C

98°C
58°C
68°C

98°C
58°C

68°C

8°C

10 min

45 s
45 s 10x

2 min

45 s
45 s 20x

2 min
(+5 s/Zyklus)

Es wurde die 3-12 fache Menge der PCR angesetzt und diese anschlieBend mittels Gelelektrophore-

se verifiziert. Die PCR Produkte wurden zusammen geflihrt und mit Ethanol gefdllt (Abschnitt

5.2.3.2). Anschlieend wurde die DNA in kompetente S. cerevisiae transformiert (Abschnitt

5.2.1.3). Die Verifizierung von Klonen erfolgte mittels Test-PCR mit genomischer S. cerevisiae

DNA.

5.2.3.5 Test-PCR mit genomischer S. cerevisiae DNA

Zum Test auf genomische Deletionen von S. cerevisiae wurde eine Test-PCR durchgefiihrt. Fiir je-

weils drei Proben wurde folgender PCR-Ansatz hergestellt:

Taq-Puffer (10x)
Primer fw
Primer rv
dNTPs (10mM)
Tag-Polymerase
dH,O

Gesamt

Menge [pl]
10

10

10

2

0,7

67,3

100

Programm

95°C
95°C
60°C

68°C

8°C

5 min

45 s
30s 35x

2 min

Vom Gesamtvolumen wurden je 29 ul entnommen und 1 ul Template hinzugefiigt. Als Template

diente chromosomale DNA aus S. cerevisiae, welche zuvor mittels LiIOAc-Methode isoliert wurde.
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Alternativ wurde eine kleine Menge Hefezellen vor Zugabe des PCR-Mix in das Reaktionsgefal3

iiberfiihrt und fiir 30 sek bei maximaler Wattzahl in der Mikrowelle lysiert.

5.2.3.6 PCR basierte in vitro Evolution

5.2.3.7.1 Ungerichtete Mutagenese spezifischer ORFs mittels Error Prone PCR nach (Wilson
& Keefe 2001)

Zur zufilligen Mutagenese von spezifischen Genen wurde eine Error Prone PCR durchgefiihrt. Es

wurde nach folgendem Pipettierschema und Programm verfahren:

Menge [pl] Programm
Taq-Puffer (10x) 10 95°C 3 min
Template DNA 1
Primer fw 10 95°C 45s
Primer rv 10 60°C 45s 40x
dNTPs (10 mM) 2 72°C 60 s/ 1 kb
dCTPs (10 mM) 2
dTTPs (10 mM) 2 72°C 10 min
MnClL, (25 mM) 2,5
Tag-Polymerase 5 8°C 0
dH,O 55,5
Gesamt 100

AnschlieBend wurden 5 pl jedes PCR-Produkts zur Verifizierung auf ein 1 %iges Agarosegel aufge-
tragen. Zur Verwendung der mutagensierten ORF-Bibliothek wurden 10 pl des PCR-Produkts zu-
sammen mit 5 pl geschnittenem Plasmidvektor BHUM3407 mit homologen Enden der letzten 30-
40 bp des PCR-Produkts in YHUM3451/3452 (ted1A) transformiert.

5.2.3.7.2 Identifizierung von Klonen mit Phinotyp
Zur Identifizierung von Klonen mit dem gewiinschten Phinotyp ,,Wachstum unter Stress mit Zin-

kionen* wurden die Zellen zur Prédselektion auf SC -Leu Platten mit 12mM Zinksulfat gestempelt.
Jene Klone, die Wachstum aufwiesen wurden in einem Finescreening mittels einer 48 h Wachs-
tumsanalyse in Flissigkultur mit 6-9,5 mM Zinksulfat vermessen. Zeigte keiner der getesteten Klo-
ne eine Verbesserung im Wachstum im Gegensatz zur Negativkontrolle wurde ein neuer Zyklus der
In vitro Evolution gestartet. Hierzu wurde als Template fiir die Mutagenese das PCR-Produkt des

letzten Zyklus verwendet.

120



Methoden

5.2.3 Klassische Klonierungstechniken

5.2.3.1 Elektrophoretische Auftrennung von DNA in Agarosegelen

Zur Verifizierung wurden PCR-Produkte sowie analytische DNA-Restriktionen mittels Agarosege-
len elektrophoretisch aufgetrennt und visualisiert. Hierzu wurde die entsprechende DNA-Probe mit
6x Loading Dye versetzt und je nach erwarteter GroBe und Bandenmuster auf ein 1-2 %iges Agaro-
segel aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte fiir 30 min bei 130 V. Als Groflenstan-
dard diente Gene Ruler DNA Ladder Mix®, von welchem 7 pl aufgetragen wurden. Die DNA im
Gel wurde fiir 15-30 min in einem GelRed®-haltigen Farbebad angefiarbt und anschlieBend mittels

UV-Illuminator visualisiert.

5.2.3.2 Fallung von DNA mit Ethanol

Zur Konzentration von PCR-Produkten wurden diese mittels Ethanol gefillt. Hierzu wurden PCR-
Produkte gepoolt und das dreifache Volumen an eiskaltem Ethanol (100%, p.a.) hinzugefiigt. AuBBer-
dem wurde 1/30 des Volumens an Losung 3 hinzugefiigt und das Gemisch fiir 10 min bei -20°C in-
kubiert. Danach wurde die DNA fiir 10 min bei 13.000x g pelletiert und der Uberstand verworfen.
Das Pellet wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur getrocknet und danach in 1/10 des Ursprungsvolu-

mens in MilliQ-H,O aufgenommen.

5.2.3.3 Restriktion von Plasmiden mittels DNA-Endonukleasen

Restriktive Verdaue von Plasmiden wurden im préparativen Maf3stab zu Klonierungszwecken und
im analytischen Maf3stab zur Verifizierung von Plasmiden durchgefiihrt. Zur préaparativen Restrikti-
on von DNA wurden 3 pg DNA mit einer Konzentration von mindestens 300 ng/pl eingesetzt. Die
verwendeten DNA Endonukleasen (Thermofisher Scientific Inc.) wurden immer im Reaktionspuffer
mit der bestmoglichen Aktivitit verwendet. Es wurde von jedem Enzym 1 pl zugegeben und mit
MilliQ-H,O zu einem Gesamtansatz von 30 pl aufgefiillt. Die Reaktion wurde fiir 3-4 h bei fiir die
Enzyme entsprechender Aktivititstemperatur (30°C, 37°C oder 50°C) inkubiert. Fiir die analytische
Restriktion wurden 3 ul DNA in einem 20 pl Gesamtansatz verwendet. Es wurden jeweils 0,2 pl der
entsprechenden DNA-Endonukleasen zugegeben und der Ansatz fiir 1 h bei entsprechender Tempe-

ratur inkubiert.

5.2.3.4 Dephosphorylierung von 5-DNA-Enden
Um die Religation eines Plasmidriickgrats zu verhindern, wurden diese nach der priparativen Re-

striktion dephosphoryliert. Hierzu wurde dem Restriktionsansatz 1 pl FastAP Alkalische Phosphata-
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se (Thermofisher Scientific Inc.) hinzugefiigt und der Ansatz fiir 20 min bei 37°C inkubiert. An-
schlieend erfolgte die Inaktivierung des Enzyms fiir 20 min bei 70 °C.

5.2.3.5 Eliminierung von Template-DNA mittels DpnI-Verdau

Zur Eliminierung von Template DNA nach einer PCR wurde eine Restriktion mit Dpnl durchge-
fiihrt. Hierzu wurde die DNA zunéchst mit Ethanol geféllt und anschlieBend in 17 pl MilliQ-H,O
aufgenommen. Es wurden 2 pl Tango-Puffer (10x, Thermofisher Scientific Inc.) und 1 pl Dpnl hin-

zugefiigt. Der Verdau wurde fiir mindestens 1 h bei 37°C inkubiert.

5.2.3.6 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Zur Extraktion von spezifischen DNA Fragmenten aus einer praparativen Restriktion, wurde der
Verdau elektrophoretisch in einem Agarosegel aufgetrennt, die DNA in einem GelRed-haltigen Far-
bebad sichtbar gemacht und das Gel anschlieBend auf einem UV-Illuminator visualisiert. Spezifi-
sche Banden wurden mithilfe eines Skalpells aus dem Gel geschnitten und in ein Reaktionsgefdl3
tiberfiihrt. Anschlieend wurde die DNA mit dem E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega Bio-Tek

Inc.) aus dem Gel isoliert. Die DNA wurde in 30 pl Elutionspuffer aufgenommen

5.2.3.7 Mengenbestimmung von DNA mittels Nanodrop ND Spektrometer

Um nach einer Plasmidisolierung aus E. coli oder nach einer Gelextraktion die gewonnene Menge
an DNA zu bestimmen wurde ein Nanodrop ND Spektrometer verwendet. Hierzu wurde zunichst
der Blindwerts durch Messen der ODx¢onm von 1,5 pl Elutionspuffer. AnschlieBend wurde die Menge
der DNA bestimmt.

5.2.3.8 Ligation von DNA mit T4-DNA-Ligase

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte stets im Backbone-Insert-Verhéltnis 1:3. Es wurden 50-
100 ng extrahierte Backbone-DNA eingesetzt und die entsprechende Menge an Insert-DNA hinzu-
gefligt. AnschlieBend wurden 2 pl T4-DNA-Ligase-Puffer (Thermofisher Scientific Inc.) sowie 1 pl
T4-DNA-Ligase (Thermofisher Scientific Inc.) hinzugefiigt und der Ansatz mit MilliQ-H,O auf
20 pl aufgefiillt. Die Ligation wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden
10 pl des Gesamtansatzes in chemisch kompetente E. coli transformiert und die verbliebenen 10 pl

tiber Nacht bei Raumtemperatur weiter ligiert.
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5.2.3.9 Herstellung von Plasmiden mittels in vivo Ligation nach (Jansen ez al. 2005)

Um Plasmide mithilfe der prazisen homologen Rekombinationsmaschinerie von S. cerevisiae her-
zustellen, wurden zu klonierende Fragmente mithilfe einer PCR amplifiziert. Die Primer fiir diese
PCR wiesen 30-40 b Homologie zu anderen, generierten Fragmenten des Plasmids oder zum Plas-
midvektor auf. Die PCR-Produkte wurden auf ihre korrekte Grofe mittels Gelelektrophorese {iber-
priift (Abschnitt 5.2.3.1). Aulerdem wurden sie mit Dpnl verdaut, um die Template DNA der PCR
zu eliminieren (Abschnitt 5.2.3.5). Das Plasmidriickgrat wurde mithilfe einer préparativen Restrikti-
on aufgeschnitten und danach ohne weitere Arbeitsschritte verwendet. Es wurden 4-6 ul verdautes
Riickgrat und 8-12 ul jedes PCR-Produktes in einen beliebigen S. cerevisiae Stamm mit entspre-
chendem offenen Selektionsmarker transformiert. Als Kontrolle wurden auBlerdem lediglich 4-6 pl
verdautes Riickgrat transformiert, um die Effizienz der Restriktion abschétzen zu kénnen. Die Zel-
len wurden nach der Transformation fiir 2-3 Tage bei 30°C auf Selektionsfestmedium inkubiert. An-

schlieBend erfolgte die Isolierung der Plasmide aus den S. cerevisiae Zellen (Abschnitt 5.2.2.1).

5.2.3.10 Sequenzanalyse von DNA nach (Sanger et al. 1977)

Zur Verifizierung neu klonierter Plasmide wurden diese sequenziert. Hierzu wurden 4 pl praparier-
tes Plasmid zusammen mit 3 pl Sequenzierprimer (10 uM) und 8 pl MilliQ-H,O vermischt. Die Se-
quenzanalyse erfolgte durch die Microsynth AG nach (Sanger et al. 1977). Falls nicht anders be-
schrieben erfolgte die Sequenzierung mithilfe der Standardprimer M13 und M13r.

5.3 Wachstumsanalysen mit S. cerevisiae
Fiir Wachstumsanalysen mit S. cerevisiae wurde am Vortag eine 4 ml Ubernachtkultur spezifischer
Hefestimme in Sc-Selektionsmedium fiir Plasmid-tragende Hefen und in Sc-complete fiir Hefe-

stimme ohne Plasmide angeimpft.

5.3.1 Wachstumsanalysen in Fliissigkultur

Fiir Wachstumsanalysen in Fliissigmedien wurde zunichst die optische Dichte (ODgoomm) der Uber-
nachtkulturen bestimmt und diese zunéchst auf eine ODgoonm von 2,0 in 2 ml entsprechendem Medi-
um mit entsprechenden Stressoren eingestellt. AnschlieBend wurde die optische Dichte dieser Kul-
tur erneut bestimmt und diese auf eine ODgoonm von 0,05 in 1 ml frischem Medium mit Stressoren
eingestellt. Von dieser Kultur wurden Duplikate oder Triplikate a 200 pl in eine klare 96-Mikrotiter-
platte mit runden Bdden pipettiert. AuBerdem wurde dreifach Medium ohne Zellen in die Mikroti-

terplatte gegeben, um den Blindwert des Mediums zu ermitteln. Im Platereader wurde fiir 24 bzw.
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48 Stunden unter stindigem Schiitteln alle 30 min die optische Dichte der Kulturen bestimmt. Zur
Auswertung des Wachstums wurde zunéchst der Blindwert des Mediums subtrahiert. Anschlieend
wurde der Mittelwert aller technischen und danach aller biologischen Replikate eines Stammes pro
Messung gebildet. Es wurden mindestens 3 Messungen durchgefiihrt und aus diesen ebenfalls ein
Mittelwert gebildet. Fiir die Bestimmung der Verdopplungszeit in der exponentiellen Wachstums-
phase wurde fiir jede Messung anhand der Messdaten und Kurven die Zeit ermittelt, die ein Stamm
benotigt, um von einer ODgoonm von 0,2 auf 0,8 zu wachsen. Die erhaltene Zeitspanne entspricht
zwei Teilungen und wurde daher durch 2 dividiert. Signifikante Unterschiede im exponentiellen
Zellwachstum wurden mittels Signifikanztest validiert (zweiseitiger T-Test, ungepaarte Daten mit

gleicher Varianz).

5.3.2 Wachstumsanalysen auf Festmedien

Fiir Wachstumsanalysen auf Festmedien wurden am Vortag des Experiments YPD-Platten mit ver-
schiedenen Stressoren hergestellt. Am Versuchstag wurde die optische Dichte der zuvor angesetzten
Ubernachtkultur bestimmt und auf eine ODgoonm auf 0,2 in 500 ul sterilem dH,O eingestellt. Fiir
Wachstumsanalysen auf 5-FOA wurden die Zellen auf eine optische Dichte von ODgoonm auf 0,5 in
500 pl sterilem dH,O eingestellt. Es wurden Verdiinnungsreihen mit insgesamt fiinf Schritten im
1:5-Verhiltnis in sterilem dH,O hergestellt. AnschlieBend wurde jede Verdiinnungsstufe sorgfaltig
gemischt um eine homogene Verteilung der Zellen zu ermdglichen und unmittelbar danach je 3 pl

auf das entsprechende Festmedium getropft. Die Platten wurden 48-72 Stunden bei 30 °C inkubiert.

5.3.2.1 Biofilmbildung

Zur Untersuchung der Biofilmbildung von S. cerevisiae Stimmen wurden halbfeste YPD-Medien
mit 0,3 % und 0,5 % Agar und mit 2 % und 0,5 % Glukose verwendet. Es wurden Ubernachtkultu-
ren auf eine ODgonm auf 1 in 500 pl sterilem dH,O eingestellt. Davon wurden jeweils 5 pl in die
Mitte einer runden Petrischale getropft. Die Bildung von Biofilmen wurde nach einer Inkubation

von 10-14 Tagen bei 30 °C beobachtet.

5.3.2.2 Agaradhésion

Um Hefestimme auf ihre Fahigkeit hin zu testen, Adhdsion an Agar zu vermitteln, wurden verschie-
dene Hefestimme auf eine 15*15 cm YPD-Festmediumplatte iibergestrichen. Es wurden jeweils
neun Patches pro Platte in einem drei * drei-Raster auf das Festmedium iibertragen. Anschlieend

wurden die Platten fiir drei Tage bei 30 °C inkubiert. Die Agaradhdsion wurde durch Waschen unter
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einem leichten Wasserstrahl tliberpriift. Es wurde gewaschen, bis die flo//4-Negativkontrolle nicht

mehr auf der Agaroberfliche zu sehen war.

5.5 Proteinbiochemische Techniken

5.5.1 Herstellung von Zellwandextrakten aus S. cerevisiae

Zur Herstellung von Zellwandextrakten zur massenspektrometrischen Analyse wurden die entspre-
chenden Hefestimme iiber Nacht in 5 ml YPD-Vollmedium inokuliert. Die Zellen wurden am
nichsten Tag in 100 ml frisches YPD iiberimpft und etwa 4-5 Stunden bis zu einer ODgoonm von 1,0
wachsen gelassen. Fiir die Analyse des Zellwandproteoms unter optimalen Wachstumsbedingungen
wurden die Zellen fiir 3 min bei 500x g geerntet. Alternativ wurde 0,7 pg/ml Caspofungin oder
10 mM Zinksulfat zu den Zellen gegeben und diese dann fiir weitere 12 Stunden mit den entspre-
chenden Stressoren bei 30 °C wachsen gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen unter den glei-
chen, oben genannten Bedingungen geerntet. Die Zellpellets wurden ein mal mit 10 ml kaltem Tris/

HCI-Puffer pH 7,5 gewaschen und anschlieend bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C gelagert.

5.5.1.1 Extraktion von Zellwanden

Der Aufschluss der Hefezellen erfolgte mittels der Retsch Zellmiihle. Als Vorbereitung fiir den Zel-
laufschluss wurden die gelagerten Zellpellets in 1 ml kaltem Tris/HCl-Puffer aufgenommen. An-
schlieBend wurden jeweils 500 pl der Zellsuspension in ein 2 ml-Reaktionsgefall iiberfithrt. Den
Zellen wurden Glasperlen der Grof3e 0,2-0,25 mm hinzugefiigt, bis die gesamte Fliissigkeit im Re-
aktionsgefdll bedeckt war. Danach wurden 10 pul PMSF hinzugefiigt. Das Zell-Glasperlengemisch
wurde fiir 20 min bei -80 °C eingefroren und dann fiir 10 min in der Zellmiihle zermahlen. Der Vor-
gang wurde drei bis vier mal wiederholt, bis ein Aufschluss von mindestens 95 % erreicht war. Der

Aufschluss wurde unter dem Mikroskop verfolgt.

Danach wurden die Zelltriimmer zusammen mit den Glasperlen mittels einer kalten, 1 M NaCl-L6-
sung aus den Reaktionsgefillen gewaschen und in ein 50 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Hierzu wur-
den verbliebene Reste im 2 ml Reaktionsgefd3 drei bis vier mal mit jeweils 1 ml NaCl-Losung ge-
16st und in das neue Reaktionsgefdl} tiberfithrt. Um die Zelltriimmer von den Glasperlen zu trennen,
wurde der Uberstand danach in ein neues 50 ml Reaktionsgefif iiberfiihrt. Die Glasperlen wurden
drei bis vier mal mit 10 ml der 1 M NaCL-Losung gewaschen, aufgeschiittelt und der Uberstand an-
schlieBend tberfiihrt. Die Zelltriimmer wurden dann fiir 5 min bei 3.000 g bei 4 °C pelletiert. Der

Uberstand wurden verworfen und das Pellet in frischem NaCL-Puffer aufgenommen. AnschlieBend
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wurden die Zelltriimmer erneut pelletiert. Der Vorgang wurde so lange wiederholt, bis der Uber-
stand nach dem Zentrifugieren klar war. Danach wurde der Waschschritt mit 20 ml MilliQ-Wasser

wiederholt.

Die Zellpellets wurden in 2 ml MilliQ-Wasser aufgenommen und in ein frisches, zuvor gewogenes
15 ml Reaktionsgefif {iberfiihrt. Danach wurde sie nochmals pelletiert und der Uberstand verwor-
fen. AnschlieBend wurde das Feuchtgewicht der Zellwidnde bestimmt. Pro 100 mg Zellwandextrakt
wurden jeweils 500 pl SDS-Extraktionspuffer und 2 pl f-Mercaptoethanol hinzugefiigt und die Pro-
ben fiir 10 min in einem 100 °C Wasserbad gekocht, um nicht-kovalent gebundene und Disulfild-
briicken gebundene Proteine aus den Zellwdnden zu 16sen. Danach wurden die Proben auf Raum-
temperatur abgekiihlt und fiir 5 min bei 3.000x g pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und der

Extraktionsschritt wiederholt.

Um das Pellet zu sidubern wurde es mit jeweils 10 ml MilliQ-Wasser gewaschen, bis im Uberstand
keine SDS-Riickstinde mehr sichtbar waren. Danach wurde das Pellet in 500 pl MilliQ-Wasser auf-
genommen und in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefall tiberfiihrt. Die Zellwandextrakte wurden er-

neut pelletiert und der Uberstand verworfen.

5.5.1.2 Vorbereitung der Proben fiir die Massenspektrometrie und Auswertung

Zur Vorbereitung fiir die massenspektrometrische Analyse wurden die Zellwandextrakte mittels ei-
ner Lyophille gefriergetrocknet. Die Massenspektrometrische Analyse war eine Serviceleistung des
Fachbereichs Chemie der Philipps-Universitdt Marburg. Die Extrakte wurden nach dem Trypsin/
LysC Protokoll aufgearbeitet und analysiert.

Die Auswertung der Daten erfolgte fiir jede Probe anhand der ermittelten Score Sequest-Werte. Alle
Proteine mit Score Sequest > 40,0 in mindestens einer der analysierten Proben wurden in die Aus-
wertung einbezogen. Alle Score Sequest Werte wurden addiert (Score Sequest®™). Die Score Se-
quest®™-Werte aller Proben wurden durch Division durch den Score Sequest“=*™-Wert der Wildty-
pkontrolle unter der entsprechenden Wachstumsbedingung normalisiert und Grofenfaktor genannt.
AnschlieBend wurde der relative Anteil jedes Proteins am Score Sequest“*™ der jeweiligen Probe
bestimmt. Der Proteinanteil wurde durch GroBenfaktor geteilt. Es wurden pro Stamm und Bedin-
gung mindestens zwei unabhingige Biologische Replikate an zwei unabhéngigen Messtagen analy-

siert. Der Mittelwert aus allen proben wurde pro Stammbhintergrund und Bedingung ermittelt. Es
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wurde ein Signifikanztest durchgefiihrt (zweiseitiger T-Test, ungepaarte Daten mit gleicher Varia-

nz).

5.5.2 Nachweis von rekombinanten Proteinen
Zur Detektion und zum qualitativen Nachweis von rekombinant hergestellten Proteinen wurden
Proteingele hergestellt und diese mittels Coomassie angefarbt oder mit Western Blot Analyse spezi-

fische Proteine detektiert.

5.5.2.1 Groflienauftrennung von Proteinen mittels Denaturierender Polyacrylamid-
Gelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung denaturierter Proteinproben wurden ja nach erwarteter Gro3e der Proteine auf ein

10-12,5 %iges SDS-Gel aufgetragen. Die Zusammensetzung des Gels entspricht folgenden Kompo-

nenten:
Trenngel (10 %ig) Trenngel (12,5 %ig) Sammelgel
1 M Tris/HCI (pH8,8) 3,75 ml 3,75 ml 2,5ml
0,5 M Tris/HCI (pH6,8)

ddH,O 2,5ml 1,6 ml 6,1 ml
Acrylamid (30 %ig) 3,4 ml 4,1 ml 1,3 ml

SDS (10 %ig, w/v) 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 5ul 5ul 10 pl

APS (10 %ig) 100 pl 100 pl 100 pl

Es wurden 8 pl jeder Probe auf das Gel geladen und 3,5 pl Page Ruler als Gro3enstandard verwen-

det. Es wurden fiir 75 min eine Spannung von 150 V angelegt.

5.5.2.2 Coomassie Farbung

Das SDS-Gel wurde fiir 1 min in der Mikrowelle unter maximaler Wattzahl in Comassie-Farbelo-
sung inkubiert und danach in Entfarbelosung iiberfiihrt, um Proteinbanden zu visualisieren. Am
nichsten Tag konnten entsprechende Banden im Gel detektiert werden. Zur Dokumentation der Er-
gebnisse wurden die gefarbten SDS-Gele in einen Autoklavierbeutel gelegt und mittels eines Scann-

Gerites gescannt.
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5.5.2.3 Western Blot Analyse

Zum spezifischen Nachweis rekombinanter Proteine mit 6His-Tag wurden die Proteine nach Gro-
Benauftrennung durch SDS-PAGE auf eine Nitrozellulose Membran (Whatman GmbH) libertragen.
Hierzu wurde ein Sandwich hergestellt aus Faserpolster-2xFilterpapier (Whatman GmbH)-Trenngel-
Nitrozellulose Membran-2xFilterpapier (Whatman GmbH)-Faserpolster. Das Sandwich wurde in
eine Transferkasette gestapelt und eine Spannung von 20 V fiir 12 h angelegt, sodass die Proteine

Richtung Kathode in die Nitrozellulose Membran iibertragen wurden.

Zur Detektion wurden die Transferkasette nach 12 h auseinander gebaut und die Nitrozellulose
Membran fiir eine Stunde in TBS-T Puffer mit 10 % Milchpulver (w/v) inkubiert. Danach wurde
die Membran drei mal in TBS-T gewaschen und anschlie8end eine Stunde in TBS-T mit 5 % Milch-
pulver (w/v) und dem priméren Antikdrper MausaPolyHistidin (1:3000 Verdiinnung, Sigma Aldrich
Chemie GmbH) inkubiert. Die Membran wurde erneut drei mal in TBS-T gewaschen und dann fiir
eine Stunde in TBS-T mit 5 % Milchpulver (w/v) und dem priméiren Antikorper ZiegeaMaus mit
Peroxidase-Label (1:2000 Verdiinnung, Dianova GmbH) inkubiert. AnschlieBend wurde die Mem-
bran sechs mal mit TBS-T gewaschen. Die Detektion erfolgte nach Zugabe von 10 ml ECL Ldsung,
die 1 min auf der Membran inkubiert wurde. Danach wurde die Chemofluoreszenz der Peroxidase-
Labels mit einer Chemostar Professional Apparatur detektiert. Die Detektionszeit wurde je nach Si-

gnalstirke angepasst.

5.5.3 Produktion von Proteinen in E. coli im analystischen Mal3stab

Zur Produktion von Proteinen in E. coli wurden codon-optimierte Varianten der S. cerevisiae Prote-
ine in verschiedenen pET-Expressionsvektoren mit einem 6xHis-Tag genutzt. Es wurde jeweils 1 pl
des entsprechenden Plasmids in einen fiir die Proteinproduktion optimierten E. coli-Stamm trans-
formiert und iiber Nacht auf Kanamycin-haltigen LB-Platten inkubiert. Je nach verwendetem
Stamm enthielten die Platten zusitzliche Antibiotika fiir die Selektion weiterer, stammspezifischer

Plasmide.

Am néchsten Tag wurden jeweils zwei Klone der Transformation in 5 ml LB mit Kanamycin inoku-
liert und iiber Nacht auf 37 °C rollend inkubiert. Dann wurde die Kultur im Verhéltnis 1:100 in
50 ml frischem LB mit Kanamycin tiberimpft und bis zu einer OD600nm von 0,4 bis 0,6 wachsen
gelassen. Die Induktion zur Proteinproduktion erfolgte mittels verschiedener Konzentrationen IPTG
zwischen 0,01 und 1 mM IPTG. Die Proteine wurden unter verschiedenen Bedingungen produziert:

kontrollweise liber Nacht bei 37 °C, fiir 12 h bei 30 °C, fiir 24 h bei 18 °C und fiir 72 h bei 12 °C.
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Anschlieend wurden die Zellen bei 4 °C fiir 15 min bei 4.000x g geerntet und danach in 500 ul
AM-Puffer (20- 200 mM Tris, 200 mM NaCl) mit verschiedenen Zusitzen (5-50 mM MnCL, DTT,
Glycerol, ATP, Triton X-100, Mannose ) aufgenommen. Es wurden 5 pl Lysozym und 5 ul PMSF
hinzugefiigt und die Proben in ein Reaktionsgefdl mit Schraubdeckel tiberfiihrt. Es wurden Glas-
perlen der GroBe 0,2- 0,25 mm hinzugefiigt und die proben dreifach mittels des MP Bio FastPrepR-

24Homogenisator fiir jeweils 20 s aufgeschlossen.

Danach wurden die Rohextrakte fiir 45 min bei 13.000 g zentrifugiert. Es wurde eine Probe aus dem
Uberstand (I8sliche Fraktion S) genommen und der Rest des Uberstand verworfen. AnschlieBend
wurde das Pellet in 500 ul AM-Puffer aufgenommen und ebenfalls eine Probe entnommen (unlosli-
che Fraktion U). Beide Proben wurden im Verhiltnis 1:2 mit HU-Puffer versetzt und fiir 15 min bei
65 °C denaturiert. Anschliefend wurden 8-16 pl der Proben auf ein SDS-Gel aufgetragen, welches

fiir 75 min bei 150 V laufen gelassen wurde.

5.5.4 praparative Produktion von Proteinen in E. coli

Fiir die préparative Produktion von S. cerevisiae Proteindoménen in E. coli wurde eine der zuvor
analytisch getesteten Klone in 100 ml LB mit Kanamycin iiber Nacht bei 37 °C inokuliert. Am
nichsten Tag wurde die Vorkultur in Verhéltnis 1:100 in 8 I frischem LB mit Kanamycin {iberimpft
und bis zu einer ODgoonm von 0,6 wachsen gelassen. Die Kultur wurde anschliefend mit 0,1 mM
IPTG induziert und fiir 72 h bei 12 °C inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen fiir 20 min bei
6.000x g geerntet, in 20 ml AM-Puffer aufgenommen und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Bis

zur ihrer Verwendung wurden die Zellpellets bei -80 °C gelagert.

Fiir den Aufschluss wurden die Zellpellets in Eiswasser aufgetaut. AnschlieBend wurden jeweils
200 pl Lysozym und PMSF hinzugefiigt sowie eine Spatelspitze DNase. Die Zellen wurden 10 min
auf Raumtemperatur inkubiert. Danach erfolgte der dreifache Zellaufschluss mittels einer French
Press Zelle. Der Rohextrakt wurde fiir 1 h bei 30.000x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde der

Uberstand mittels eines Filters mit 0,45 um PorengroRe sterilfiltriert.

5.5.5 Immobilisierte Metallionen Affinitatschromatographie (IMAC)

Zur Isolierung der produzierten Proteine von den nativen E. coli Proteinen aus dem Proteinextrakt
wurde zunéchst eine Affinitditschromatographie mit eienr 1 ml Ni-NTA-Agarosesédule der Mache-
rey-Nagel GmbH und Co. KG durchgefiihrt. Alle verwendeten Puffer wurden sterilfiltriert und ent-
gast.
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Zuerst wurde die Sdule mit 10 ml MilliQ-H,O und dann mit 10 ml AM-Puffer bei einer Flussrate
von 1 ml/min gewaschen. Danach wurde das Proteinlysat bei einer Flussrate von 0,5 ml/min aufge-
bracht. Die Sdule wurde anschliefend mit 10 ml AM-Puffer gewaschen. Bei der ersten Durchfiih-
rung des Experiments wurden dem Puffer danach schrittweise je 10 mM Imidazol hinzugefiigt und
die Sdule mit 10 ml des jeweiligen Puffers gewaschen, um die Bindung des Zielproteins an die Séu-
le zu ermitteln und so die Waschschritte zu optimieren. Spiter wurden als zweiter Waschschritt
10 ml AM-Puffer mit 30 mM Imidazol verwendet. Das Zielprotein wurde mit 10 ml AM-Puffer mit
250 mM Imidazol von der Séule eluiert und anschliefend mithilfe eines Zentrifugenfilters auf 1 ml

Gesamtvolumen konzentriert. Die Sdule wurde danach mit 10 ml MilliQ-H,O gespiilt.

Vom Rohlysat, allen Waschschritten sowie dem Eluat wurden jeweils 100 pl-Proben entnommen
und mit 100 ul HU-Puffer versetzt. Die Proben wurden fiir 15 min bei 65 °C denaturiert und an-
schieend auf ein SDS-Gel aufgetragen. Die Detektion erfolgte mittels Coomassie-Farbung. AuB3er-
dem wurden mutmalliche Banden der Proteinendoménen ScCdcl und ScTedl nach der Coomassie
Féarbung mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel geschnitten und massenspektrometrisch verifizier-
t.Die Massenspektrometrische Analyse war eine Serviceleistung des Fachbereichs Chemie der Phi-

lipps-Universitidt Marburg.

5.5.6 Isolierung von Proteinen mittels Grofienausschlusschromatographie
Das nach der IMAC eluierte Protein wurde zundchst mithilfe eines Amicon Zentrifugenfilters
(Merck) zu einem Endvolumen von 1 ml konzentriert. Um das Imidazol des Elutionspufters zu ent-
fernen wurden die Proteine iiber Nacht in einem Dialysierschlauch mit Filterrate 12,000 der Car/
Roth GmbH & Co. KG dialysiert. Das NusA-6His-ScTedl Fusionskontrukt wurde zudem im Ver-
héltnis 4:1 mit TEV-Protease dialysiert.

Die GroBenausschlusschromatographie erfolgte mithilfe einer HiLoad Superdex 75 Saule (GE He-
althcare) und einem AKTA Purifier (GE Healthcare). Hierzu wurde die Sdule zunichst mit 120 ml
AM-Puffer equilibriert und anschlieend das Protein aufgetragen. Die Probe wurde in 2 ml Aliquots
fraktioniert. Aus jeder Fraktion wurde eine Probe von 50ul- entnommen und mit 50 ul HU-Puffer
versetzt. Die Proben wurden fiir 15 min bei 65 °C denaturiert und anschieBend auf ein SDS-Gel auf-

getragen. Die Detektion erfolgte mittels Coomassie-Farbung
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Anhang

7. Anhang

S.Tab. 1: Ermittelte Anteile aller identifizierten Proteine aus der Zellwandproteomanalyse

YPD + Caspofungin + Zinksulfat
Wildtyp |CDCI"" |tedl4  |Wildtyp |CDCI"" |tedl4  |Wildtyp |CDCI""" |ted1A
Cwpl |P28319 10,61 11,30 6,26| 28,10 21,87 22,23 9,52 11,28 11,03
Crhl P53301 8,51 8,58 5,45 13,02 17,56 15,46 8,33 7,75 9,12
Gasl P22146 6,28 6,56 3,84 10,10 9,78 10,73 5,55 4,98 7,40
Gas3 Q03655 8,37 6,57 4,77 6,38 5,66 7,44 5,60 4,53 5,45
Gas5 Q08193 3,13 2,21 2,15 3,94 4,07 4,36 2,07 1,74 2,39
HSP150 |P32478 11,29 9,70 7,85 5,14 6,69 7,46 8,79 11,48 11,50
Scw4  |P53334 3,55 5,50 2,05 2,22 1,87 1,90 7,25 4,33 5,66
Pir3 Q03180 0,20 2,26 0,72 1,88 2,79 3,42 2,74 4,49 4,51
Pirl Q03178 7,26 5,32 4,84 1,85 2,81 3,16 3,06 5,52 5,26
Ecm33 |P38248 6,94 4,55 4,08 1,81 2,16 2,48 2,25 2,57 2,95
Cis3 P47001 5,46 4,34 3,79 1,67 2,31 2,58 3,78 4,78 4,60
Pstl Q12355 1,39 0,94 0,75 0,98 0,87 1,41 0,60 0,39 0,68
Exg2  |P52911 0,53 1,25 0,45 1,14 1,55 1,43 1,01 1,06 1,95
Crh2 P32623 2,27 1,06 1,75 0,96 0,83 0,96 0,85 0,81 1,29
Mkc7  |P53379 0,67 1,24 0,53 0,86 0,94 1,12 1,32 0,93 1,31
Scwl0 Q04951 1,39 1,45 0,30 0,68 0,84 0,80 2,65 1,98 2,45
Tohl P46992 0,63 1,08 0,28 0,77 0,87 0,93 0,32 0,38 0,56
Pmal  |P05030 5,51 4,13 5,84 0,46 1,31 2,11 7,84 7,43 8,95
Bgl2 P15703 0,90 0,93 0,23 0,63 0,93 1,12 0,90 0,93 0,94
Pir5 P46999 0,00 0,00 0,22 0,31 0,00 0,00 0,08 0,34 0,68
Cdc19 |P00549 4,42 2,96 2,62 0,31 1,12 1,52 7,76 6,52 10,18
Tos1 P38288 1,17 1,78 0,72 0,51 0,49 0,50 1,21 1,09 1,16
Eno2  |P00925 0,29 0,47 0,38 0,21 0,74 1,81 2,39 2,76 3,80
Gsc2  |P40989 0,70 0,46 0,67 0,02 0,29 0,00 1,24 1,88 3,06
Fks1 P38631 1,52 1,18 0,97 0,13 0,68 0,96 3,62 3,14 4,48
Cewl4 013547 0,96 0,14 0,11 0,02 0,03 0,02 0,03 0,03 0,03
RI13B |P40212 0,68 0,02 0,37 0,01 0,03 0,03 0,18 0,76 0,80
Barl P12630 0,55 0,67 0,21 0,00 0,70 0,00 0,00 0,39 0,00
Tdh3  |P00359 1,52 0,77 0,54 0,12 0,67 1,03 2,88 2,13 3,94
Ssal P10591 0,93 0,65 0,79 0,12 0,48 0,86 0,00 3,02 3,52
Ssa2 P10592 0,95 1,25 0,95 0,06 0,93 1,11 3,26 3,29 3,66
Yps7 Q06325 0,75 1,16 0,37 1,23 1,11 1,14 0,90 0,46 0,83
Hxt6 P39003 0,10 0,87 0,19 0,10 0,25 0,55 2,02 1,24 2,01
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Anhang

Im folgenden sind alle in dieser Arbeit analysierten Cdcl Reste mit mutmalBlicher Funktion der
Substraterkennung- und Bindung und mit unbekannter Funktion, sowie ihre Funktionsbewertung (F
(0= ersetzlich, 1-3= funktionell, 4= essentiell). Orthologe Reste aus CtCdcl sind in der entsprechen-
den Zeile aufgelistet sowie die Konservierung K zwischen Cdcl und C#Cdcl (1= gleicher Rest, 2=
dhnlicher Rest, 3= verschiedene Reste). Die Spezifititsbewertung S wurde berechnet anhand der
Formel: S = F * K +1. Reste mit einer Spezifitdtsbewertung >5 gelten als spezifisch fiir die Cdcl-

Funktion in S. cerevisiae.

S.Tab. 2: Cdcl Reste und orthologe CtCdcl Reste sowie Bewertung der Funktion F, Konservierung K
und Spezifitiit S

Cdcl F |CCdel| K S Cdcl F |[CCdel| K S
Q7 |4 Q131 |1 R275 |4 R404 |1 5
M99 |1 133 2 E276 |4 E405 |1 9

K278 Y407 |3
D100 |3 D134 |1 4 E279 |0 N426 |3 1
El01 |0 PI35 |3 1 P280 |4 A427 2 9
F281 1428 2
P282 S429 |2
S103 |4 T137 2 9 Q284 |1 s431 3 4
D135 |0 D169 |1 1 H287 |0 Y434 |3 1
D144 |4 D 1 5 Q288 |0 Q435 |1 1
D147 |2 DI81 |1 3 Y289 [0 Y436 |1 1
RIS0 |0 RIS4 |1 1 Q290 |3 Q437 |1 4
NI51 |1 E185 |3 4 Y289A |3 Y436 |1 5
Q290A Q437 |1
T291A N438 |2
w157 |0 w221 |1 1 D296 |0 R443 |3 1
L299 E446 |3
HIg4 |4 H262 |1 5 D315 |4 D463 |1
DI85 |4 D263 |1 5 D314 |4 D462 |1
D315 D463
H316 H464
$227 |0 S305 |1 1 H318 |0 Y466 |3 1
H259 H323 [0 H471 |1 1
R264 |4 R394 |1 5 N345 |4 A498 |3 13
Q268 |0 T398 |3 1 $357 [0 1501 |3 1
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