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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die Vergarung eines Traubenmostes durch Weinhestegin komplexer Prozess, sowohl biochemisch
als auch 0Okologisch gesehen. Am Anfang der Garwmimeren im Most Apiculatus-Hefen, wie
Hanseniaspora uvaruniKloeckera apiculatp und Hefen, die Sauerstoff benétigen, vdandida
Pichia, Rhodotorulaund KluyveromycesDiese NichtSaccharomycesiefen sind auf Trauben und
Kellerutensilien vorhanden und gelangen so in damstMDa sie eine niedrige Ethanol-Toleranz
aufweisen, werden sie im Laufe der Garung von dettuBg Saccharomyceserdrangt (Fleet &
Heard, 1993). Des Weiteren sif@ccharomyceérten tolerant gegentuber niedrigen pH-Werten. Sie
kdnnen im Most sogar bei pH-Wert 2,8 wachsen (M&laet al, 2007). Als Folge fuhren Hefen der
Gattung Saccharomycesind vor allem die ArtSaccharomyces cerevisiake alkoholische Garung
durch (Pretorius, 2000). Weitere weinrelevaBéecharomyceArten sindS. bayanugSipiczki, 2008)
und S. pastorianugNaumov, 1996). In den letzten Jahren wurde 6ttebachtet, dass Interspezies-
Hybride spontane Most-Garungen zu Ende fuhren ¢8ipi 2008; Blondiret al, 2009; Blattekt al,
2013; Christet al, 2015).

Die Trauben und spéter der Most beinhalten ungegliche Mengen von Glucose und Fructose. Die
Konzentration der beiden Hexosen liegt insgesanstares zwischen 160 und 300 g/l (Fleet & Heard,
1993). Unterschiedliche Kultivierung von Weinrebater Reifegrad der Beeren und das Klima
beeinflussen die Glucose- und Fructose-Konzentratioin den Trauben (Malhertet al, 2007).
Dabei zeigen jingere Beobachtungen, dass durcliKliimawandel die Zucker-Konzentration in den
Trauben steigt (Jonex al, 2005). Wahrend der Garung werden sowohl Gluatssauch Fructose zu
Ethanol und C® sowie zu weiteren Nebenprodukten wie z.B. Glycemolgewandelt. Da aber die
Hefen der Gattun§accharomycelsei der Most-Vergarung in der Regel die Glucossbrigen, wird
diese schneller als die Fructose verwertet undtzhgdFleet, 1998; Berthett al, 2004).

Beide Hexosen, Glucose und Fructose, haben diehglessummenformel, aber eine andere Struktur,
die ihnen unterschiedliche physikochemische Eidesfsen verleiht (Fleet & Heard, 1993). Wéhrend
Fructose eine Ketose ist, die zu 30 % als Furamokésung vorliegt (Flooet al, 1996), ist Glucose
eine Aldose, die zu 99,9 % in Form der Pyranos&omamt (Hyvoneret al, 1977). Da der Hexose-
Transport durch die Plasma-Membran in der Pyrakose erfolgt (Bisson, 1999), liegt hier eine
Ursache, warum Hefen in der Regel Glucose bessewevien als Fructose und sich das

Mengenverhaltnis der beiden Zucker im Verlauf déruag verschiebt.

Die Rest-Fructose zu vergaren ist eine Herausfordgrfur die sich in der spaten stationaren Phase
befindenden Hefezellen, die zu diesem Zeitpunkclsm Stress-Faktoren ausgesetzt sind, wie
Mineral- und Stickstoff-Mangel, hohe Ethanol-Konizetionen und anaerobe Bedingungen (Schitz &

Gafner, 1993; Bauer & Pretorius, 2000; Pegeal, 2005). Bleibt die Fructose teilweise unvergoren
1
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im Most liegen, besteht ein Risiko, dass der Weirckl Mikroorganismen verdorben wird. Es besteht
z.B. die Madoglichkeit, dass Milchsaurebakterien d&ocker umsetzen und als Nebenprodukt
Essigsaure entsteht (Lonvaud-Funel, 1999). Deseénésit ist die Fructose ungefahr doppelt so sifR
wie die Glucose und damit stérend bei der Hergiglivon trockenen Weinen (Boult@t al, 1996).
Aus diesen Grinden sind Hefen, die relativ hohectese-Affinitat besitzen, von industriellem

Interesse.

Unter normalen Garungsbedingungen werden PentoigeDB-¥ylose oder L-Arabinose erst abgebaut,
wenn keine Hexosen mehr vorliegen. Solange Glueodeganden ist, hemmt diese die Aufnahme von
Pentosen durch einzelne Hexose-Transporter. Diehgleitige Vergarung von Hexosen und Pentosen
ist nur im Fall einer Uberexpression solcher Trangs wie Hxt7p und Gal2p mdglich (Subtil &
Boles, 2012).

1.1 Garstorungen und ihre Ursachen
Eine Garstbrung liegt vor, wenn sich der Garverlaiitlich verlangsamt oder auch nahezu komplett

zum Erliegen kommt. Dabei ist im Most noch Uber/MRgstzucker vorhanden. Garverzégerungen
oder Garstockungen fuhren haufig zu signifikantenal@atsverlusten. Eine Vermeidung von
Garstérungen bzw. deren schnelle Erkennung undBetgezéhlen zu den wichtigsten Arbeiten der
Kellerwirtschaft (Dittrich & GrolBmann, 2005). La@afner & Schitz (1996) zeichnen sich die

meisten Garstockungen durch ein besonders niedBlyepse:Fructose-Verhaltnis (~1:10) aus.

Es gibt physikalische, chemische und mikrobioldgis€&aktoren und ihre synergistische Wirkungen,
die potenziell fir Garungsprobleme verantwortliohds Wahrend der alkoholischen Géarung sind die
Hefen mehreren Stress-Faktoren ausgesetzt (Baurerius, 2000). Diese sind neben der hohen
Ethanol-Konzentration (Bisson, 1999), vor allem d&ihrstoff-Mangel (Palmat al, 2012) und

suboptimale Temperatur (Bisson, 1999).

Ethanol ist der grof3te Stress-Faktor fur die Hef&éhrend der Most-Vergarung (Bisson, 1999). Dies
ist auf seine Protein denaturierende Eigenschafteackzufiihren. Da Ethanol in die Hefezelle frei
diffundiert, zerstort es nicht nur Proteine und ®iimlipide der Plasmamembran, sondern auch
intrazellulare Enzyme. In Folge dessen ist die Ralriiitat der Membran erhéht (Hallsworth, 1998),
Transport-Systeme werden inaktiviert (Salmon, 1989d es kommt zur Hemmung des
Zellwachstums (Thomas & Rose, 1979). In diesem @msenhang ist es nicht klar, wie die

Weinhefen bis zu 12 Vol% Ethanol tolerieren kénf@arrasceet al, 2001).

Zinnai et al (2013) konnten zeigen, dass bei hoheren Ethaoonk&ntrationen der Abbau von
Glucose schneller als der von Fructose erfolgteehABerthelset al, (2004) wiesen nach, dass eine
hohe Ethanol-Konzentration starker den Abbau varcteise als den von Glucose in allen geteststen
cerevisiaeStammen hemmtEthanol begunstigt namlich den Ubergang der Fryctomse in die

Fructofuranose (Floodt al, 1996) und beeintrachtigt somit deren Transpodié Zelle. AuRerdem
2
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wurde beschrieben, dass Ethanol nicht die Affini#s Transporter-Systems zu Glucose beeinflusst,
sondern seine Leistungsfahigkeit (Leao & Van Ud&82). All dies unterstitzt die Ansicht, dass eine
verringerte Fructose-Verwertung die haufigste Unsaftir Garstbérungen oder sogar Garstockungen

ist.

Des Weiteren berichteten Sangtsal (2008), dassS. cerevisiaZellen, die sich in der stationaren

Wachstumsphase befanden, eine héhere Ethanol-®esistsalien als Zellen aus der exponentiellen
Wachstumsphase. Allerdings hatten Zellen aus @iostiren Phase, die zuvor mit Ethanol adaptiert
wurden, ihre Abbaurate von Fructose nicht erhohihWnddessen zeigten unter den gleichen
Bedingungen (2 h mit 6,0 Vol% Ethanol inkubiert)llZe aus der exponentiellen Wachstumsphase
einen ahnlich hohen Fructose-Abbau wie unbehandé&ledlen der stationaren Phase. Die Autoren
empfehlen deshalb Winzern, Restarter-Kulturen \er#lgabe in den stockenden Most, mit Ethanol

zu inkubieren.

Unter 29 getesteterBaccharomycesund NichtSaccharomyceStammen, verfligte die ArS.
cerevisiaeliber die hdchste Ethanol-Resistenz (Arroyo-Logteal, 2010). Betrachtete man neben der
taxonomischen Zugehdrigkeit die Herkunft der untelden Stdmme, ergab sich kein signifikanter
Unterschied in Hinsicht auf die Ethanol-Toleranzarhalb einer Art. Dies lasst vermuten, dass diese
physiologische Eigenschaft nicht als eine Antwaut durch den Mensch erzeugte fermentative
Bedingungen entstanden ist. Die meisten Hefen wiareler Lage, bis zu 60 g/l (~8,0 Vol%) Ethanol
ohne Einfluss auf das Wachstum zu tolerieren. Aldrka & Charpentier (1998) haben darlber
berichtet, dass bei bis zu 8,5 Vol% Ethanol im Medidie Geschwindigkeit in der Glucose-
Aufnahme und Aktivitat der glykolytischen Enzyme beeinflusst bleiben. Dennoch war die

Fermentationsrate um etwa 50 % reduziert.

Essigsaure kann in hohen Konzentrationen im Mosliegen und synergetisch mit dem Ethanol
wirken (Cardoso & Ledo, 1992b). Die zugelassenean@rerte fur Essigsaure liegen bei 1,08 g/l in
Weil3- und Rosé-Wein bzw. bei 1,2 g/l in Rotweint(iith und Grol3mann, 2005). In Anwesenheit
der Essigsaure nimmt die intrazellulare ATP-Konezgidan ab. Dieser Zustand verlangsamt den ATP-
abhangigen HSymport. Des Weiteren wird durch die Essigsauee Ekpression der Transporter-

Gene, unter anderem véfXT1undHXTS3 reduziert (Dinget al, 2013).

Als minimale Konzentration von freiem Stickstoffiedfiir eine vollstdndige Fermentation eines
Mostes mit einer Zucker-Konzentration von 200 gitig ist, werden oft 140 mg/lI genannt (Bell &
Henschke, 2005). Paln& al (2012) haben in einem synthetischen Most mittierier Ammonium-
Konzentration von 90 mg/l eine um etwa 80 % im Vel zu Anfangswerten reduzierte Glucose-
Aufnahmerate (Vo Wert von 21,9 + 1,2 umol/h*2@ellen auf 4,9 + 0,8 umol/h*f@ellen) vons.
cerevisiaeébeobachtet.
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Im Gegensatz zu den Ublichen Starterkulturen$ocerevisiagkonnten aus einem spontan garendem
Most isolierte Stamme vo8. bayanu$iL77 undS. cerevisiae S. kudriavzevik S. bayanu$iL78 in

Abwesenheit von Ammonium wachsen, sofern Aminosawder Proteine vorhanden waren. Der
Hybrid-Stamm konnte besonders die Fructose berigiexn Aminosaure-Konzentrationen verwerten

und war somit zum Uberwinden der Garstockung gesifhristet al, 2015).

Ein Stickstoff-, insbesondere Ammonium-Mangel, wigkch negativ auf das Wachstum der Hefen
sowie auf die Garung aus und kann dadurch Garstgeku verursachen (Malherla al, 2007).
Wahrscheinlich wird auch die Synthese von Protewethindert, die Zucker durch die Membran in
das Zellinnere transportieren (Salmon, 1989). Attnadi Folgen kénnen durch Mangel des Phosphats

ausgelost werden (Boultat al, 1996).

Es darf nicht vergessen werden, dass Ethanol imt Miogen negativen Einfluss auf die Stickstoff-
Aufnahme hat. Cardoso & Ledo (1992a) habenSeterevisiagm Medium mit Uber 12,0 Vol%
Ethanol eine Inaktivierung des Ammonium-Transpatssns, Inhibition der Protein-Synthese und

darauf folgende Inaktivierung des Glucose-Trangystems beobachtet.

Zugabe von Ammonium-Salzen in einen Most mit StasMangel ruft eine hohe C&Produktion
hervor und verkirzt die fur eine vollstandige Vetg# Gblicherweise nétige Zeit. Der Grund daflr ist
die Erhéhung der Protein-Synthese und damit aulebhée Transport-Aktivitat der Hexosen-Carrier
(Bely et al, 1994). Untersuchungen von Berthetsal (2004) haben gezeigt, dass Zugabe vom
Ammonium in den Most die Verwertung von Fructosehmaimuliert als den Glucose-Abbau. Nach
der Supplementierung sollte die Aktivierung ¢XT-Expression eine grof3e Rolle dabei spielen, die
Zuckeraufnahme erneut zu starten (Padtnal, 2012).

Eine Zugabe von Ammonium-Salzen oder stickstoffreic Verbindungen beeinflusst nicht nur die
Fermentationsrate, sondern auch gleichzeitig diesa@ésche Eigenschaften des Weines. Die Art,
Menge und Zeitpunkt der Ammonium-Erganzung koénném €lie Lange der Garung, die

Konzentration von fliichtiger Saure und Glycerinwio fur das Aroma-Profil des Weines

entscheidend sein. Dariiber hinaus kann eine Ubierdog negative Folgen fir die Qualitat des
Weines haben (Martinez-Morerbal.,, 2014).

Bei der Weinherstellung gibt es die Tendenz, deiildend Rosé-Wein bei niedrigen Temperaturen
(von 10 °C bis 15 °C) und den Rotwein bei hohen femraturen (von 18 °C bis 30 °C) zu vergaren.
So verliert der Weil3wein weniger flichtige Aromdfgaind der Rotwein gewinnt mehr Anthocyane
(Bellochet al, 2008).

Die Temperatur des Mostes hat einen Einfluss sowahlWachstum als auch auf Garleistung der
Hefen. Niedrige Temperaturen kénnen den Anfanged@onentiellen Wachstumsphase verschieben

und Garstérungen verursachen (Bisson, 1999). Cettés (2010) haben dagegen Garstérungen im

4
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spontan garendem Most bei 28 °C beobachtet, waltierspontane Garung bei 12 °C ohne Probleme
verlaufen ist. Ein in den Most zugesetzter komnatleni StammS. cerevisiaevar. bayanuspréaferiert

je nach Temperatur entweder Glucose oder Fruct®siel?2 °C wurde Fructose und bei 28 °C die

Glucose schneller abgebaut. Moglicherweise wirdnpsilrigerer Temperatur sein zusétzlicher aktiver
Fructose/H Symport zum Nachteil des erleichterte Diffusiorst®yns stimuliert und/oder niedrigere

Temperaturen begiinstigen den Ubergang der Fruatudse in die Fructopyranose.

Auch Untersuchungen von Tronchagtial. (2009) haben gezeigt, dass die Temperatur eindiugsn
auf die Vergéarung der Glucose und Fructose hateDgibt es Unterschiede innerhalb der getesteten
SaccharomyceStamme zwischen der Vergérung bei 12 °C und 28ZWar wird unter beiden
Bedingungen die hthere Affinitdt der Hefen zu Ghedestatigt, dennoch zeigten bei der niedrigen

Temperatur manche Stamme am Anfang der Garung &inetophilen Charakter.

Obwohl bereits einige mathematische Modelle pastulivurden, lasst sich eine Garstérung oder
Garstockung nur schwer vorhersagen und der Gruneiinzierte Garungsaktivitat kann nicht geklart
werden, bevor diese auftritt (Bisson, 1999). Laafrér & Schitz (1996) kann man eine Géarstockung
prognostizieren, wenn das Glucose:Fructose-Verkalimer 0,1 liegt. Man kann dartber diskutieren,
ob dies als Ursache oder als ein Merkmal einert@ékang zu betrachten ist. Der schnellere Glucose-

Abbau der Weinhefen fihrt zwangslaufig zu erholftarctose:Glucose-Verhaltnissen.

Robuste Hefestamme scheinen aber in der Lage mudseiFructose auch noch unter unginstigen
Milieu-Bedingungen vergaren zu konnen. Ivoetaal. (1999) haben eine Korrelation zwischen Stress-
Resistenz und der Fahigkeit der Hefen, den Garuogsps komplett abzuschliel3en, bestatigt. Unter
anderem Liccioliet al. (2011) haben Garungs-relevante Daten (wie DaueiGéeung, Kinetik des
Fructose-Abbaus) mathematisch analysiert um Eideiten, die auf eine Fructophilie der Hefe
hinweisen, zu finden. Diese Aufgabe stellt sichterdiin als kompliziert dar. Walkeet al. (2014)
haben ein ,Fermentom*, also alle fiir eine erfolghei und schnelle Vergarung notige Gene, definiert.
Es wurden insgesamt 93 Gene gefunden, deren jgeeileletion eine langere Vergarung im
Vergleich zum Wildtyp zur Folge hatte. Neun dieGane §SQ1TPS2 DOA4, PLC1, PTK2 NPT
TPS1 SIN3 ZAP]) erwiesen sich essential fur eine erfolgreiche tMaesrgarung. Diese Gen-Produkte

spielen u.a. bei der Resistenz der Hefe gegenithan& und hyperosmotischen Stress eine Rolle.

Robuste, durchgarende Hefestdmme werden als Ktdtteen verwendet, um das Garstockungsrisiko
im Vergleich zu spontaner Géarung oder bei der Pe&tuktion (sogenannte Sekthefen) zu
minimieren. Viele technologische und qualitative rikfeale spielen bei der Selektion von
Reinzuchthefen eine bedeutende Rolle. Hierzu gehoreeben Nahrstoffanspriichen, der
Temperaturtoleranz, der Alkoholbildungsfahigkeitduler Alkoholtoleranz auch die Resistenz

gegenuber Pflanzenschutzmitteln und Killertoxinéntt(ich & GroBmann, 2005). Die Sekthefen
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zeichnen sich durch Vergarung der Glucose und &sectinter hohen Ethanol-Konzentrationen und

niedrigen Temperaturen aus (Carrasasal, 2011).

Da der Unterschied zwischen der Glucose- und Fseek@rmentationsrate an Transport-
Geschwindigkeit durch die Plasmamembran (Guillaeinal, 2007) und/oder an Phosphorylierungs-
Rate in der Zelle (Berthekt al, 2008) liegen kann, sind an dieser Stelle dieckdhren Grundlagen

zu suchen. Die weiteren Schritte im Zucker-Metabolis sind fur diese Hexosen gleich.

1.2 Zucker-Metabolismus
Die HefeS. cerevisiaghat sich an die Anforderungen, die ihr die alkéduble Garung stellt, bestens

angepasst. Sie kann Zucker unter rapid abnehmeargiaatischen Bedingungen nutzen, wahrend die
Ethanol-Konzentration steigt. Die molekularen Medbkmen, die der Hefe erlauben, die extrazellulére
Glucose-Konzentration zu erkennen und sich an diagapassen, wurden intensiv untersucht. Dabei
wurden mehrere Signal-Systeme entdeckt (Rodicioegnidch, 2009). Sensoren, die spezifisch fur die

Fructose waren, wurden nie beschrieben (Bertted$, 2004).

Die Signalerkennung erfordert zwei Membranproteam#3p und Rgt2p, welche die Expression der
HXT (Hexose-Transporter)-Gene induzieren. Snf3p erkeigurige Glucose-Konzentrationen und ist
deswegen fur die Induktion der Glucose-Transpoiei niedrigen Glucose-Konzentrationen
notwendig. Rgt2p dagegen ist in die Expression T bei hohen Glucose-Konzentrationen
involviert (Ozcan et al, 1996). In diesem Signal-System spielt der RemresRgtlp eine
entscheidende Rolle, in dem er an die PromotordRegi deHXT-Gene bindet (Fliclet al,, 2003).

Auch Hexokinase Hxk2p tragt dazu bei, dass Hefeaalie Verfligbarkeit der Glucose aufspiren und
darauf reagieren kdonnen (Herregbal, 1998; Rodriguert al, 2001). Es ist schon lange bekannt,
dass die Anwesenheit von Glucose im Medium mehBGaee, die in Gluconeogenese, Atmung und
Abbau alternativen C-Quellen involviert sind, repert (,Katabolit-Repression®). Ronne (1995)
konnte zeigen, dass Hxk2p fur diesen Effekt miteewvartlich ist. Fir die Derepression dieser fur den
Zucker-Metabolismus wichtigen Gene ist ein Snfl dse-Komplex notwendig. Ist dieser aktiv,
werden Transkriptionsfaktoren phosphoryliert unésdi wiederum regulieren die Genexpression
(Rahneret al, 1999; Younget al, 2003; Tachibanet al, 2007).

Durch das Membranprotein Gprlp hat die Hefe eingesn Mdglichkeit, die Anderung in der
extrazellularen Glucose-Konzentration wahrzunehifyam et al, 1997). Durch eine Signalkaskade
wird die cAMP-Konzentration erhoht, die wiederune dhktivitdt von Protein Kinase A steigert
(Kraakmaret al,, 1999). Dieses Enzym reguliert solche ProzeseeStviessresistenz, Gluconeogenese,
Glycolyse, Zellwachstum und Proliferation (Toetaal, 1987; Thevelein & de Winde, 1999; Broach,

2012). Diese Kontrolle des Glucose-Metabolismuslgtfalso posttranslational.
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Obwohl einige Gene, die in Signalwege der GlucosprBssion und -Induktion einbezogen sind,
identifiziert wurden, ist der komplette Mechanismmggh nicht klar. Insbesondere die Positionen der
jeweiligen Faktoren in der Signalkaskade und dierbktionen zwischen ihnen sind noch nicht

vollstandig bekannt (Moreno & Herrero, 2002).

Im Gegensatz zu verschiedenen anderen Hefearteh $iihcerevisiaeauch in Anwesenheit von

Sauerstoff die alkoholische Gérung durch. Der $asteur-Effekt spielt bei ihr also keine Rolle
(Lagunas, 1981). Stattdessen wird, bei einer Zukkerzentration in Hohe von Uber 2 g/l, das
Substrat auf dem Weg der alkoholischen Garung ahgelDieses Verhalten wird Crabtree-Effekt
genannt (Crabtree, 1928). Ist die Zucker-Konzeioimahiedrig, kann die Hefe Uber ihren Pyruvat
Dehydrogenase-Komplex, das in der Glykolyse amnfdkePyruvat fur die Atmung nutzen (Rodicio &
Heinisch, 2009). Davon abgesehen bendlgtcerevisiaeSauerstoff fur ihr Wachstum und fir die
Synthese wichtiger Zellkomponenten wie z. B. Sterahd ungesattigte Fettsduren (Munoz &
Ingledew, 1990).

Glucose und Fructose werden bei der 8rtcerevisiaaron den gleichen Membranproteinen in die
Hefezelle aufgenommen, die Hexose-Transporter genaerden. Dies geschieht ohne Energiezufuhr

auf dem Weg der erleichterten Diffusion (Lagun&83).

Gelangt die Glucose in die Hefezelle (Abbildung bgginnt der Glucose-Metabolismus #
cerevisiaemit der Phosphorylierung des Zuckers an der C@iBosunter Verwendung von ATP.
Diesen ersten irreversiblen Schritt des intrazéteh Glucose-Metabolismus katalysieren die
Hexokinasen (Moreno & Herrero, 2002; Kustral, 2008). Die Reaktion verlauft nach démduced

fit Mechanismus (Kuseat al., 2008).

Glc Fru

Hxk1p, Hxk2p, Glk1p
Glc-6-P < > Fru-6-P

Glykolyse

Ethanol Co,

Abbildung 1: Vereinfachtes Schema einer Hefezelbs, Hexose-Transports und der alkoholischen Gérung.
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Hexose-Transport ist der wichtigste Faktor, der dgpcolytischen Flux und den Zucker-
Metabolismus irS. cerevisiaaind S. bayanukontrolliert (Uden, 1967; Didericht al, 1999; Elbing
et al, 2004). Die Schliissel-Enzyme der Glykolyse wirkefdie Garungs-Rate limitierend. Trotzdem
lost die Uberexprimierung dieser Enzyme (u.a. Haxase, Phosphofructokinase, Alkohol-
Dehydrogenase) keine erhthte Produktion von Ethandlanderen Metaboliten aus (Schasfal,
1989).

Es liegt nahe, dass die unterschiedlich schnellevei@ung von Glucose und Fructose mit ihrem
Transport durch die Plasmamembran (Guillaueteal, 2007) oder mit ihrer Phosphorylierung
innerhalb der Hefezelle (Berthelget al, 2008) zusammenhangt. Die fur diese Prozesse
verantwortlichen Carrier und Kinasen haben unteesitiche Affinititen zu den beiden Hexosen
(Berthelset al, 2008; Horak, 2013).

Es gibt Arten innerhalb der Gattur8accharomycesdie aul3er erleichterter Diffusion der beiden
Hexosen einen zusatzlichen hochaffinen FructoswRi®ymporter aufweisen. Diese sirl.
pastorianus(Goncgalvest al, 2000) undS. bayanugRodrigues de Sous al, 2004). Das Gen, das
fur dieses Protein kodiert, heiBEY1 Die Expression deBSY1Gens wird nur durch sehr niedrige
Glucose- oder Fructose-Konzentration ausgelést dundéh hohe Konzentrationen dieser Hexosen
verhindert (Rodrigues de Sousa al, 2004). Uberraschenderweise wurde in der kommekeni
Weinhefe S. cerevisia&Stamm EC1118 ebenfalls ein solcher Fructose/P+8fonporter gefunden
(Galeoteet al, 2010). Friuhere Untersuchungen konnten solchéiveak Fructose-Transport bei

mehrererB. cerevisiaé&stammen nicht bestatigen (Rodrigues de Setish, 1995).

Es gibt auch Wein-relevante Hefe-Gattungen, dietéphil sind, wie z.BZygosaccharomyces bailii
(Sousa-Diaset al, 1996) oderCandida stellata(Ciani et al, 2000). InKluyveromyces lacti§rtlp
(Diezemann & Boles, 2003)Y. bailli Ffz1p (Pinaet al, 2004) undZygosaccharomyces rouxii
ZrFfz1p undzrFz2p (Leandreet al, 2011) wurden Fructose-spezifische Transportarattierisiert.

Pentosen wie Xylose und Arabinose werdenSincerevisiaeebenfalls durch Hexose-Transporter
aufgenommen. Die Transporter Hxtlp, Hxt2p, Hxt4gt3p, Hxt7p und Gal2p sind relevant fir die
D-Xylose-Aufnahme (Hamachet al, 2002; Leeet al, 2002; Sedlak & Ho, 2004, Saloheirabal,
2007). Es gibt auch Transporter fir Disaccharid8.igerevisiaez.B. Maltose wird tber HSymport

in die Hefezelle aufgenommen (Lagunas, 1993).

1.3 Transport-Proteine
S. cerevisiaehat die grofite Hexose-Transporter Familie untan @rganismen, deren Genom

vollstdndig sequenziert wurde. Bis heute wurdenGhe, deren Produkte im Hexose-Transport
involviert sind, identifiziert (Wieczorket al, 1999). Dazu gehdren die GeHXT1 - 17 GAL2 und
Gene, die fur Glucose-Sensoren kodier8hF3 und RGT2 (Kruckeberg, 1996). Alle genannten

Carrier-Proteine sind tatsachlich in der Lage daxdé$en zu transportieren, auf3er Hxt12p, welches
8
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von einem Pseudogen kodiert wird (Wieczoekel, 1999). Betrachtet man die DNA-Sequenzen der
HXT-Gene, entsteht der Eindruck, dass sie durch Datpdik oder Chromosomen-Rekombination
entstanden sind. Fur diese These spricht auchat&adhe, dass diese Gene mehrere kleinere Cluster
auf dem gleichen Chromosom bilden (Bargeteal, 1996).

Laut Kruckeberg (1996) sind diese Proteine hochskonert. Die Aminosaure-Sequenzen sind
untereinander von 99,7 % (Hxt6p und Hxt7p) bis 26,0Snf3p und Hxt16p oder Hxt17p) identisch.
Dabei haben Hxtlp - 17p und Gal2p eine dhnlichd3&rgahrend Snf3p und Rgt2p einen langeren C-
Terminus besitzen. Diese Tatsache hangt wahrsatteiniit ihrer Funktion als Glucose-Sensoren
zusammen (Ozcaet al, 1998).Von zwolf transmembranen Doméanen sindDdiméanen 3, 5, 7, 8 und
11 in den Prozess der Substrat-Bindung und Substifaiahme involviert (Kruckeberg, 1996).

[ N\ N\ Y — [ \ —/—

78 114 161 172 219 234 354 361 406 429 487 489

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

58 134 141 192 199

254 338 378 38
% S/ N——— U -

NH,

6 4 7 509

=

COOH

Abbildung 2: Vereinfachtes Schema der Sekundarstrukon Hexose-Transporter Hxt3p (modifiziert nach
Guillaumeet al, 2007).

Reifenbergeet al (1995) und Wieczorket al (1999) haben Hefe-Mutanten hergestellt, die j&wvei
nur ein Gen oder keines der physiologisch relevaHi€T-Gene besitzen, um ihre Rolle im Zucker-
Metabolismus zu klaren. Die flr den Glucose-Transpmevante Gene sindXT1 - 4und HXT6 - 7
Diese konnen auch Fructose und Mannose transpmrfiesllerdings mit niedrigerer Affinitat
(Wieczorkeet al, 1999). Die Expression der GehXT8 - 17wird dagegen sehr niedrig gehalten
(Ozcan & Johnston, 1999). Eine Mutante, welcher GéneHXT1 - 7fehlen, war nicht fahig, auf
Glucose oder Fructose zu wachsen (Reifenbezgat, 1997). Die Carrier Hxt5p und Hxt8p - 17p
konnten die Aufnahmerate der Hexosen nur durch é{peession erhohen (Wieczorkeal, 1999).
Interaktionen zwischen verschiedenen Hxt-Proteiweinden postuliert (Reifenberget al, 1997),
aber noch nicht experimentell nachgewiesen. Dieediren Hexose-Transporter unterscheiden sich in

ihrer Affinitat zu Hexosen voneinander.
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Tabelle 1: Eigenschaften der wichtigsten Hexosexdparter vonS. cerevisiagmodifiziert nach Rodicio &
Heinisch, 2009).

# % ()
$ &
* + =
!
# % /-
$ & v ) )&)
# # 0#1
2 # y ) )
3 %
! & ) - ()
4 %

! & ) - (O)
! Reifenbergeet al. (1997); Maieret al. (2002); Verwaakt al. (2002);? Boles & Hollenberg (1997); Ozcan &
Johnston (1999} Luytenet al. (2002); Pereet al. (2005)

Man unterscheidet b&. cerevisiagwischen Transport-Systemen mit hoher und niedi&estrat-
Affinitat (Tabelle 1). Bei hochaffinen Carriern dien die K,-Werte bei 1,5 + 0,25 mM fur Glucose
und bei 6 + 2 mM fir Fructose. Die niedrigaffineraiisporter haben kKWerte in Hohe von 20 + 8
mM fir Glucose und 40 +15 mM fur Fructose. Obwold dransport-Systeme eine hohere Affinitat
zu Glucose als zu Fructose aufweisen (Bisson &rkele 1983) ist die Transportgeschwindigkeit

(VmaxWerte) von Fructose allgemein héher als von Glad@&isson, 1999).

In erster Linie beeinflusst die Konzentration dduddse die Expression einzelndXT-Gene. Die
Expression solcher mit hoher und mittlerer Affibi®XT6, HXT7, HXT2 und HXT4) wird durch
niedrige Glucose-Konzentration induziert und dunche Glucose-Konzentration reprimiert. Wahrend
die Expression des niedrigaffinddXT1 durch hohe Glucose-Konzentration induziert wirdrdw
Expression von GehIXT3 kaum durch die Glucose-Konzentrationen reguli€ztoan & Johnston,
1995). Daruber hinaus wird am Anfang der Garungctb®& erfahren, Most-ahnliches Medium), wenn
noch eine hohe Zucker-Konzentration vorliegt, daglnigaffineHXT1 exprimiert. Dieses spielt in der
stationdren Phase der Garung keine Rolle mi¢Xi.3 (Abbildung 2) ist das einzige Transporter-Gen,
das uber die ganze Garung exprimiert wird. Die make Expression findet bis Ende der
exponentiellen Wachstumsphase statt und nimmt éangséhrend der stationaren Phase ab. Zum
Anfang der stationaren Phase werden &hnlich hoelzwlei hochaffinetdXT6 und HXT7 exprimiert
und dieser Zustand bleibt in dieser Phase bestéhn2 wird nur voriibergehend wéahrend der lag

10
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Phase exprimiert, was seine bedeutende Rolle tiginng des Wachstums vermuten lasst (Luygen
al., 2002; Pereet al,, 2005).

AulBer der Zucker-Konzentration beeinflussen nodfkeem Faktoren die Expression déXT-Gene.
Diese sind osmotischer Stress (Hirayaetaal, 1995) und physiologischer Zustand der Hefezellen
z.B. wahrend des Wachstums bei limitierten Nahfdfohzentrationen (Wendell & Bisson, 1994;
Diderich et al, 1999). Weiterhin wird die Transport-Leistung delexose-Carrier durch die
posttranslationale Kontrolle reguliert. Bei Bedarérden die Proteine in den Vakuolen degradiert
(Krampeet al, 1998).

Guillaumeet al (2007) haben den kommerziell&n cerevisiasStamm Fermichanfpuntersucht, der
sich durch eine relativ hohe Abbaurate der Fructbseakterisiert. Laut ihrer Untersuchungen sollte
diese Fahigkeit auf der Expression eines mutidi¥m3-Allels beruhen. Die 38 Mutationen innerhalb
der DNA-Sequenz entsprechen zehn AS-Substitutiomeergleich zum Standard Stamm S288c.
Nachdem diese$IXT3Allel in einem hxt Stamm Uberexprimiert wurde, kam es zwar zu einer
besseren Verwertung beider Hexosen, jedoch wurdere kinterschiede im Glucose- und Fructose-
Transport im Vergleich zu Stammen mit dem Standdlel-von S288c gefunden. Ein verbessertes
Fructose:Glucose-Verhaltnis wahrend der Gérung d@m mutiertenHXT3Allel aus Stamm
Fermichamf trotzdem zuzuschreiben. Um zu kldren, ob veraadeigenschaften des Proteins oder
seine erhohte Expression fir die verbesserte Gératgy verantwortlich waren, missen weitere

Untersuchungen unternommen werden.

1.4 Hexokinasen
In Hefen der Gattun@accharomycesind fur die Hexosen-Phosphorylierung Hexokinagelxk1p),

Hexokinase 2 (Hxk2p) und Glucokinase 1 (Glklp) wesertlich. Wahrend Glucose durch alle drei
Enzyme phosphoryliert wird, kann die Fructose nuncH die ersten zwei aktiviert werden (Barnett,
1997). Wahrend die Glucokinase an die Zellmembrabugden zu sein scheint, sind beide

Hexokinasen in Cytoplasma bzw. im Zellkern lok&lis(Cliftonet al, 1993).

Die Aminosauresequenzen von Hxklp und Hxk2p sind@w@o gleich. Wahrend die Sequenz von
Hxk1lp aus 485 AS besteht, ist die Hxk2p SequenzAB&ang. Die beiden Isoenzyme unterscheiden
sich voneinander durch ihre Aktivitat gegentber Hemosen und kdnnen als Monomere und Dimere
vorliegen. Die Dissoziierung der Dimere kann dui@lucose-Bindung, erhdhte pH-Werte und

ionische Kréfte ausgelost werden (Kuseal, 2008).

Hxklp hat eine hdéhere Affinitat zu Glucose(K 0,12 mM) als zu Fructose (< 1,5 mM). Ebenso
zeigt Hxk2p eine héhere Glucose-Affinitat(k 0,25 mM) im Vergleich zu Fructose 4k 1,5 mM).
Bezlglich Umsatzgeschwindigkeit erreicht Hxklp faitictose dreifach hdhere,¥-Werte als mit
Glucose. Hxk2p dagegen zeigt mit Glucose etwasredlig,-Werte als mit Fructose (Barnard, 1975;

Entian & Mecke, 1982). Aul3er Glucose und Fructoge won diesen Enzymen auch noch Mannose
11
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phosphoryliert (Rodicio & Heinisch, 2009), weitarhiGlucose-Analoga, die in Pyranose- oder
Furanose-Form vorliegen wie z.B. Desoxy- und Deflogyo-Analoga von D-Glucose (Chenaelt
al., 1997).

Die cytoplasmatische Hxk2p ist ein Schlisselenzymn @lykolyse, wahrend nukleare Hxk2p in der
Expressionskontrolle mehrerer Gene, einschliefdlichr eigenen, involviert ist. Der Mechanismus
dieser Autokontrolle ist noch nicht vollig geklaRie im Nukleus und im Cytoplasma vorliegenden
Hxk2p sind anders aufgebaut. Eine Aminosaureseqimrezhalb der Hxk2p zwischen Lysin-6 und
Methionin-15 determiniert die Lokalisierung des ténes im Nukleus. Eliminiert man diese Sequenz,
werden die Lokalisierung der Hxk2p im Nukleus unig dRepression vorHXK1 und GFLK1
aufgehoben (Moreno & Herrero, 2002).

Solange Glucose und Fructose im Medium vorhandedh, siird das GendXK2 exprimiert. Ist der
Zucker aufgebraucht, wirdHXK2 reprimiert und die GenédHXK1l und GLK1 werden schnell
dereprimiert (Morenet al, 2005; Varelat al, 2005). Hxk2p muss im Nukleus vorliegen, damd di
durch Glucose induzierte Expression #26K2-Gens und die Repression d¢€XK1- und GLK1-Gene
stattfinden kann (Rodrigue#t al, 2001). Des Weiteren haben Rodrige¢al (2001) gezeigt, dass
Hxk1p ein negativer Faktor in der Expression dené&3&l K1 undHXK2 ist.

Bezlglich der transkriptionalen Kontrolle dd$XK2-Gens, wurde ein DNA-Protein-Komplex
beschrieben, an dem zwei Nukleotid-Sequenzen lggtsihd. Diese liegen in der kodierenden Region
dieses Gens. Wahrend die Regulation @K1-Expression Uber drei regulatorische Sequenzen
innerhalb des Promotors stattfindet, sind an de§rozess beHXK1 zwei solcher Sequenzen
beteiligt (Moreno & Herrero, 2002).

Berthelset al. (2008) konnten zeigen, dass der Unterschied uncd3le- und Fructose-Abbau bei
verschiedenen SaccharomycescerevisiaeStammen mit den kinetischen Eigenschaften ihrer
Hexokinasen zusammenhangt. Eine bessere Fructaseeleng korrelierte mit einer hodheren
Phosphorylierungsrate fur diese Hexosg.(# 570 - 1200 nmol/min*mg Protein) im Vergleich zu
Glucose (Vax= 310 - 1100 nmol/min *mg Protein) und mit nie@ngK,-Werten der Hexokinasen fur
beide Zucker (Kgic = 0,07 - 0,18 mM; K¢ = 0,62 - 1,30 mM).

Petit et al. (2000) demonstrierten mhxk2 Mutanten, dass diese Hexokinase auch den Glucose-
Transport reguliert. Hxk2p reprimiert in der expotiellen Wachstumsphase die hochaffinen
Transporter GenelXT2undHXT7 und erhéht die Expression der niedrigaffit®XT1undHXT3

1.5 Ziele der Arbeit
Es gibt bedeutende Unterschiede in der Vergarung3lacose und Fructose zwischen Weinhefen der

GattungSaccharomyce@erthelset al, 2004; Tronchonet al,, 2009). Diese Unterschiede kénnen auf
Eigenschaften der Hexose-Transporter (Guillaet&., 2007) und/oder der Hexokinasen (Bertletls

12
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al., 2008) zurtickgefuhrt werden. Mit Eigenschaftendshier die Expressionsrate und/oder die

molekulare Struktur dieser Proteine gemeint.

Intensive Untersuchungen zum Transport und Umdataran Zuckern in Hefen wurden in letzten
Jahrzehnten durchgefiihrt, allerdings mit Laborsté@mrwie z.B.S. cerevisiaeS288c und ihren
Mutanten. Diese Stdmme sind nicht in der Lage, iednigen pH-Bereichen und unter hohem
osmotischem Druck zu wachsen. Solche Bedingungsethgerade Traubenmost an (Bornermial,
2011).

Mittlerweile ist gut belegt, dass sicB. cerevisia&stdmme im Laufe der Domestizierung und
Anpassung an verschiedene Habitate genetisch \etahdben. Deswegen war es vorgesehen in
dieser Arbeit eine reprasentative Auswahl von Labdtommerziellen und in der Natur
vorkommenderSaccharomyceStammen und ihren Interspezies-Hybriden auf digoké&gtung alleler
Varianten der Hexokinase-GehtXK1 und HXK2 untersucht werden/on den Hexose-Transportern
sollte Hxt3p im Mittelpunkt stehen, da neuere Studseine essentielle Rolle bei der Vergarung von

Glucose und Fructose belegen.

Es sollte geklart werden, ob allele Varianten éxieh, wenn ja, ob Hefestdmme mit diesen Varianten
sich in Hinsicht der Zucker-Verwertung tatsachligmneinander unterscheiden und ob ihr Verhalten
unter Stress-Bedingungen davon beeinflusst wird. Sitess-Faktoren fur das Hefe-Wachstum wurden
im Rahmen dieser Arbeit hohe Ethanol-Konzentrationeeduzierter Ammonium-Gehalt und

ungunstige Glucose:Fructose-Verhaltnisse getestet.

Zur Klarung der Zusammenhange zwischen Alleltypusl @ucker-Abbau, wurden Transport-
Messungen mit radioaktiv markierten Substraten Iyefiinrt. Ferner sollte anhand von
Strukturmodellen ein  mdglicher Zusammenhang zwischéminosaure-Austauschen und

Funktionalitat der untersuchten Proteine hergésteliden.

Die Identifizierung und Charakterisierung eventerelGen-Varianten ware somit wichtig bei der
Suche nach robusten Hefestammen mit hoher Garustgsig in der Weinherstellung. Die geplanten
Untersuchungen sollten somit auch einen wichtigeitr®y leisten, um Ursachen von Garstockungen

besser zu verstehen und schlie3lich beheben ziekdnn
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2 Material & Methoden

2.1 Hefestdmme

Alle Stamme, mit denen im Rahmen dieser Arbeit lgeitet wurde, sind im Institut fir Mikrobiologie
und Weinforschung der Johannes Gutenberg Univenrgiginz hinterlegt (Tabelle 2). Der Grof3teil
sind Isolate aus deutschen Traubenmosten, aberausclanderen Landern Europas. Den kleineren
Anteil bilden Hefestamme, die zur Vergarung voneed alkoholischen Getrédnken wie Bier und
Cidre angesetzt werden. Unter ihnen findet man kbWgpstamme als auch kommerzielle Hefen, die

als Starterkulturen verwendet werden.
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Tabelle 2: Stamme, die im Laufe dieser Arbeit vereet wurden.
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In Abhangigkeit vom durchgefiihrten Experiment wurgerschiedene Kulturmedien verwendet,
deren Zusammensetzung in aufgelistet ist.

2.2 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid, Serva, Heidelberg
Agar, Marcor, New Jersey, USA

peqGOLD Universal Agarose, Peglab, Erlangen
Bromphenolblau, Sigma-Aldrich, Steinheim
Ethidiumbromid, Roth, Karlsruhe
Fleischextrakt, Merck, Darmstadt

Fructose, Roth, Karlsruhe

Glucose, Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt, Marcor, New Jersey, USA

Pepton aus Fleisch, Marcor, New Jersey, USA

Alle anderen Chemikalien wurden in héchst erhdl#dicQualitat bezogen (Sigma-Aldrich, Steinheim;
Roth, Karlsruhe).

2.3 Biochemikalien, Enzyme, Kits
BSA Standard for Protein Assay, Interchim, Frardtrei

DNeaS)@ Blood & Tissue Kit, Qiagen, Hilden
dNTP-Mix: 10 mM, Peglab, Erlangen

D-[U-C] Fructose [300 mCi/mmol (11,11 GBg/mmol)], AmenicRadiolabeled Chemicals, Inc, St.
Louis, USA

GeneJET" PCR Purification Kit, Fermentas, St.Leon-Rot

GeneRule!: DNA Ladder Mix 0,5 pg/pl, Fermentas, St.Leon-Rot

D-[U-''C] Glucose [255 mCi/mmol (9,44 GBg/mmol)], Hartmahmalytic, Braunschweig
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenaselaigconostoc mesenteroig@&oche, Mannheim

Lyticase augirthrobacter luteusSigma-Aldrich, Steinheim
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MgCl,: 25 mM, Peglab, Erlangen
Phosphoglucose-lsomerase, Sigma-Aldrich, Steinheim
QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden

10x Reactionbuffer S, Peqglab, Erlangen

Roti®-Quant, Roth, Karlsruhe

Szintillationslésung RotiszifitEco Plus, Roth, Karlsruhe
Tag-DNA-Polymerase: 5 U/ul, Peqglab, Erlangen

UV-Test zur Bestimmung von D-Glucose und D-Fructoskeebensmitteln, r-biopharm, Darmstadt

2.4 Zusammensetzung der Kulturmedien

GYP-Medium (glucose - yeasts extract - peptone)

40,0 g Glucose
500 Pepton aus Fleisch
500 Hefeextrakt

ad 1000 ml deion. }©

Das Medium wurde 15 min bei 121 °C autoklaviert.

YEP-Medium

20,09 Glucose

20,09 Pepton aus Fleisch
10,0 g Hefeextrakt

ad 1000 ml deion. }©

Das Medium wurde 15 min bei 12C autoklaviert.

Um feste Medien herzustellen, wurden vor dem Awtaldren 15 g/l Agar zugegeben.
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Sabouraud-Medium

30,09
ad 1000 ml

pH=3,5

Sabouraud 2 % Glucose-Bouillon

deion. }©

Das Medium wurde 15 min bei 121 °C autoklaviert.

B-Medium (modifiziert nach Heerde & Radler, 1978)

100,00 g
100,00 g
20,00 g
1,50 g
1,009
0,50¢g
0,04 g
100,0 mi
10,0 ml
10,0 ml

ad 1000 ml

pH=3,5

Das Medium wurde 20 min bei 100 °C im Dampftopfitzth

Fructose

Glucose

D-/L-Malat

(NE)2SO,

MgS®x 7 HO
tri-Natriumcitrat-Dihydrat
myo-Inosit
Aminoséauren-Stammlésung
Vitamine-Stamml&sung
Spurenelemente-Stammlésung

deion. }©

MATERIAL & METHODEN
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Stressmedium mit minimaler Ammonium-Konzentration

36,009 Fructose
4,009 Glucose
20,00 g D-/L-Malat
0,15¢g (NH).SO,
1,00 g MgSQ®x 7 HO
1,009 Kaliumdihydrogenphosphat
0,504¢g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
0,04 g myo-Inosit
90,0 ml 99,8 % (v/v)-Ethanol
10,0 ml Aminosauren-Stammlésung
10,0 mi Vitamine-Stammlésung
10,0 mi Spurenelemente-Stammlésung

ad 1000 ml deion. }©
pH =35

Das Medium wurde 20 min bei 100 °C im Dampftopfizth Das Ethanol wurde nach dem

Durchdampfen zum Medium zugegeben.
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2.5 Puffer und Lésungen

Aminosauren-Stammldsung

0,759 L-Alanin

3,509 L-Arginin

0,209 L-Histidin

0,40¢ L-Methionin
0,509 L-Serin

2,009 L-Threonin

0,40¢g L-Tryptophan
0,509 L-Asparaginsaure
3,009 L-Glutaminsaure

ad 1000 ml deion. }©

Vitamine-Stamml6sung

8 mg 4-Aminobenzoeséaure
40 mg Nicotinsaure
40 mg Calcium-D-Pantothenat
40 mg Pyridoxolhydrochlorid
20 mg Thiaminhydrochlorid
40 mi Biotin [2 mg/100 ml deion. @, darin 5 ml Salzlsg. (1,5 g KAO, + 1,5 g

K>HPOy/10 ml deion. HO)]
40 mi Folsaure (2 mg/100 ml deion.®)
20 mi Riboflavin (20 mg/20 ml deion..8)

ad 400 ml deion. O
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Spurenelemente-Stammidsung

300 mg Kaliumhydrogentartrat
30 mg HBO;
30 mg FeCGlx 6 HO
30 mg ZnSQx 7 H,O
30 mg MnSQ@x H,O
30 mg AlIC}
15 mg KJ
15 mg CuS®x 5 HO
15 mg NaMoQ@x 2 H,0O
15 mg CoCGlx 6 HO
15 mg LiSQ x H,O

ad 150 ml deion. O

Ladepuffer (siehe 2.8)

3,2 ml 1 M Tris-HCI pH 8,0
3,5 ml 100 % (v/v)-Glycerin
2,5ml deion. KO

Spatelspitze  Bromphenolblau

Kochsalz-Ldsung

9,09 NacCl

ad 1000 ml deion. }©

Die Losung wurde 15 min bei 121 °C autoklaviert.

MATERIAL & METHODEN
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10x TBE-Puffer

107,81 g Tris
55,03 g Borsaure
7,44 g Na-EDTA

ad 1000 ml deion. }©

pH=8,0-8,3

1x TBE-Puffer (siehe 2.8)

10x TBE-Puffer wurde 10x verdiinnt.

PCR-HO

Filtriertes MilliQ-H,O wurde zwei Mal 15 min bei 121 °C autoklaviert umd UV-Licht ~180 min
behandelt.

Sorbitol-Puffer (siehe 2.7)

9,1104¢ Sorbitol
37,220 g Na-EDTA
0,055¢ | -Mercaptoethanol
ad 50 ml deion. kO

0,1 M Phosphat-Puffer (siehe 2.10)

12,259 KHBPO,
1,589 NaHPO,
ad 1000 ml deion. }©

pH=5,9
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Puffer A (siehe 2.12)

9,109 Sorbitol
0,23 g Dithiothreitol
ad 50 ml Puffer C

Alle Bestandteile des Puffers wurden im Ultrasdbeadl gel6st.

Puffer B (siehe 2.12)

9,100 g Sorbitol
0,008 g Dithiothreitol
1,850 g Na-EDTA
ad 50 ml Puffer C

Bei der Durchfiihrung vom Zellaufschluss wurden 2@Qyticase (10000 U/ml) pro 1,0 ml Puffer B
(Endkonz. 200 U/ml) zugegeben.

Puffer C (siehe 2.12)
2,98 g HEPES
ad 250 ml dHO

pH-Wert wurde mit KOH auf 7,5 eingestellt.

2.6 Gerate, Hilfsmittel
Autoclav, Systec VE40, Systec GmbH, Wettenberg

Einmalfilter Chromafil, 0,2 um, regenerierte Celisé, Macherey-Nagel, Diren
Einmalfilter Syringe steril, 0,2 um, Polyethersuiflembran, VWR International, Darmstadt
Eppendorf-Gefale, Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Zentrifuge, Centrifuge 5415 D, Eppendddmburg
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Falcon-Gefalie, VWR International, Darmstadt
Falcon-Zentrifuge 2-1 6K, Sigma, Osterode

Filterpapiere, Macherey-Nagel, Diren

Glasmikrofaser-Filter GF/® Whatman", GE Healthcare, UK
Glasplatten fir Polyacrylamid-Gele, Sigma-Aldri&teinheim
Gefriertrocknung Lyovac GT2, Steris, Braunsfeld
Geldokumentationseinheit, Vilber Lourmat, Eberhatdz
Gelkammer Model 96, Bio-Rad, Miinchen

Gelkammer Mini-PROTEAR Tetra System, Bio-Rad, Miinchen
Heizblock Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg
Kivetten halbmikro, Brand, Wertheim

Magnetrithrer mit Heizplatte, IKAWerke, Staufen

Mikroskop, LABORLUX 11, Leitz, Wetzlar

Mini-Vials, 6 ml, Sarstedt, NUmbrecht

Objekttrager, Menzel, Braunschweig

PCR-Tubes 0,2 ml, Sorenson BioScience Inc., S&i¢ [Gity, USA
PCR-Tubes 0,5 ml, Roth, Karlsruhe

Petrischalen, Greiner Bio-One, Frickenhausen

Petrischalen viereckig mit Netzmuster, Simport, &
pH-Meter CG 840, Schott, New York, USA

Photometer UV-160A, Shimadzu, Kyoto, Japan

Photometer UV-2450, Shimadzu, Kyoto, Japan
Reaktionsgefalie mit Schraubverschluss, Roth, Keugsr
Reinstwasseranlage: Milli-RO Plus 30 und Milli-QuPI185, Millipore, Eschborn

Schuttler, New Brunswick Scientific, USA
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Spritzen 1 ml steril, Terumo Europe, Leuven, Beigie

Spritzen 10 ml steril, B. Braun, Melsungen

Szintillationszéhler, 1414 Liquid Scintillation Gaier, PerkinElmer Wallac, Absteinach
Thermocycler, Mastercycler gradient, Eppendorf, Harg
Ultraschallgerat Sonorex, Bandelin, Berlin

UV-Tisch, Biometra, Gottingen

Vortexer, Vortexer-Genie2, Scientific Industriasc., New York, USA
Waagen, Sartorius, Gottingen

Thoma-Zahlkammer, Brand, Bad Bevensen

Zellkulturschalen 150 mm, VWR International, Darautt

Zentrifuge 2-16 K, Sigma, Osterode

Zentrifuge 5415 D, Eppendorf, Hamburg

Vakuum-Filtrationsgerat FH 225V Ten-Place Filter ifald, Hoefer Pharmacia Biotech, San

Francisco, USA

2.7 DNA- Isolierung
Innerhalb der Arbeit wurde DNA von mehrer8accharomyceStammen isoliert. Diese Isolierung
erfolgte mithilfe des DNea$\Blood & Tissue Kits der Firma Qiagen. Die Durchtiiing erfolgte nach

dem Protokoll des Herstellers: ,Purification ofaloDNA from yeast.

Die DNA-Isolierung erfolgte Uber eine Silikagel-Mbran. Wahrend der Zentrifugation wurde die
DNA selektiv an die Membran gebunden. Protein-y®adcharid- und Salzanteile wurden in zwei
darauffolgenden Waschschritten mit ethanolhaltigerifer von der Saule entfernt. Anschliel3end
wurde die DNA von der Saule eluiert und bei -20gdTagert.

2.8 Sequenzierung des TransportersHXT3 und der HexokinasenHXK1 und
HXK2

Es wurden neue spezifische Primer-Paare entwickeit,Gene, die fur Hxt3p, Hxklp und Hxk2p
kodieren, zu amplifizieren und zu sequenzierenrzdiavurden in der NCBI-Datenbank hinterlegte
bekannte Sequenzen verwendet. Primerdesign erfolgtenit PrimerQuestSM
(http://eu.idtdna.com/scitools/applications/primszgt/). Die Primer-Paare wurden auf Hairpins-,-Self
Dimere- und Homo-Dimere-Bildung mit Hilfe von Oliggalc: Oligonucleotide Properties Calculator
25
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(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligedatml) geprift und konnten so ausgeschlossen

werden. Die Primer-Herstellung erfolgte bei denfarSigma-Aldrich (Steinheim).

Ein PCR-Ansatz, der gleich fur alle drei amplifiten Gene war, setzte sich aus folgenden

Bestandteilen zusammen.

PCR-Ansatz

5ul  10x Reaktionspuffer S

5ul  5x Enhancer

1pl 10 mM dNTP-Mix

2ul 25 mM MgC}

1ul 10 pmol/ul Primer F

1ul 10 pmol/ul Primer R

1pul 1 U/pl Tag-DNA-Polymerase
1ul  DNA

ad 50 ul PCR-KD

Tabelle 3: PCR-Programm zur Amplifikation der Gét€T3 HXK1 undHXK2.

% &) * &)

# > 5

> 5.

( 9 *J. @#
> =) 4" "
I # B# 4"

Das oben genannte Programm (Tabelle 3) lieferte w@higen Ausnahmen die gewilnschten
spezifischen Produkte. Wurden keine Amplifikateattdn, wurde die Annealing-Temperatur auf 53
C oder 51 C erniedrigt.
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Die PCR-Produkte (5 pl) wurden mit einem Ladepuffenul) auf ein 1 %-Agarosegel in 1x TBE-
Puffer zusammen mit einem DNA-Marker aufgetragernie Orennung erfolgte bei 100 V.
AnschlieBend wurde das Agarosegel mit Ethidiumbdongefarbt, wobei unter UV-Licht

fluoreszierende DNA-Banden sichtbar wurden.

Im Fall von unspezifischen Produkten wurden die iiigsehten Amplifikate aus dem Agarose-Gel mit
Hilfe von QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Q@an laut Hersteller-Angaben extrahiert. Diese
PCR-Produkte wurden dann mit Hilfe von GeneJEPCR Purification Kit der Firma Fermentas nach

dem Protokoll des Herstellers aufgereinigt.

Die DNA-Amplifikate wurden von der Firma LGC (Ber)i sequenziert. Die sequenzierten DNA-
Fragmente wurden dann zu kompletten Sequenzemrdersuchten Gene zusammengesetzt. Die
Nukleotid-Sequenzen  konnten dann mit Hilfe von ESYA Translate tool
(http://web.expasy.org/translate/) in die Aminas&equenzen Ubersetzt werden. Cluster-Analyse der
Hxt3p-Varianten erfolgte durch Alignment der Prisgguenzen mit Hilfe von Programm ClustalX
2.1 (http://www.clustal.org/clustal2/). Der Stammba wurde im Programm TreeView 1.6.6.

(http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.hterstellt.

2.9 Zucker-Bestimmung im Kulturmedium
Um den Abbau von Zucker ausgewahlt@accharomyceStamme in Kulturmedien zu ermitteln,
wurde ein enzymatischer Test zur Bestimmung vonliz@se und D-Fructose der Firma r-biopharm

verwendet.

Die Medien wurden auf einen Titer in H6he von 10008llen/ml eingestellt, der mittels der
Zahlkammer (Thoma) ermittelt wurde. Solange entwddéslucose oder D-Fructose im Medium
vorhanden war, wurde der jeweiligen Kultur in reg@&Bigen Abstanden 1 ml entnommen. Somit
konnte der Umsatz von oben genannten Zuckern ettmiterden. Gleichzeitig wurde das Wachstum
der Hefen (Olgyg verfolgt. Die Kultur-Ansatze erfolgten in mindess zwei Parallelen und die

Messungen wurden mindestens zweifach durchgefihrt.

2.10 Messung der Aufnahmerate vort“C-markierten Zuckern durch Hefen

Durch Messung der Radioaktivitdt, konnte die itétivenge von in Hefezellen aufgenomméé-
markierten Zuckern ermittelt werden. Die verwend@iecose-/Fructose-Konzentrationen reichten
von 0,1 bis 10,0 mM.

Die verwendete D-[U%C]-Glucose (0,392 mM, 566400 dpm/nmol) stammte Mamtmann Analytic
(Braunschweig). Durch geeignete Verdiinnung miteka@®lucose (1 M) wurde [W!C]-Glucose in
einer Konzentration von 100 mM und einer spezigsciktivitat von ca. 2000 dpm/nmol erhalten.

Diese Loésung wurde mit deion,® weiter verdinnt.
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Die D-[U-"*C]-Fructose (0,334 mM, 666000 dpm/nmol) stammte \American Radiolabeled
Chemicals, Inc (St. Louis, USA). Durch geeignetedé®nung mit kalter Fructose (1 M) wurde [U-
1C]-Fructose in einer Konzentration von 100 mM uridee spezifischen Aktivitat von ca. 2000

dpm/nmol erhalten. Diese Lésung wurde mit deiog© Meiter verdinnt.

Da diese errechnete Aktivitat bei der Herstellurigee Zucker-Lésung, die au¥C- und *‘C-
markierten Hexosen bestand, variieren konnte, wdideRadioaktivitat [dpm], die 1 nmol Zucker

entsprach, bei jeder Messung gepruft.

Die Experimente wurden fir jeden Stamm vierfactcdgefuhrt, jeweils zwei Mal aus zwei parallelen
Kulturen. Die Methode wurde modifiziert nach Walsh al. (1994). Die in diesem Versuch
verwendeten Hefen wurden im B-Medium mit jeweilsO1§/l Glucose und Fructose bei 16
kultiviert. Zellen, die sich in der exponentiellfachstumsphase befanden, wurden geerntet und 5
min bei 9300 x g zentrifugiert. FUr diesen Verswalrden die Zellen vorbereitet, in dem sie dreifach
mit 0,1 M Phosphat-Puffer pH 5,9 (siehe 2.5) geWwascund anschliel3end in diesem resuspendiert
wurden. Fir jede Messung wurde eine g@xwischen 2,0 und 3,5 eingestellt. D&€-markierte
Zucker (12,5 1) und die Hefezellen (501) wurden 3 min bei 28 °C separat inkubiert, dgemischt
und 5 s inkubiert. Die Reaktion (Aufnahme) wurdstgppt durch Zugabe der mit Zucker vermischten
Hefezellen (62,5 1) zu einem eiskalten 0,1 M Phosphat-Puffer pH(8,9nl). Die Zellen wurden mit
Hilfe eines Vakuum-Filtrationsgerats auf einem ®&aer-Filter gesammelt und dreifach mit je 1 ml
Puffer gewaschen. Diese Prozedur wurde so schigelingglich durchgefuhrt. Filter wurden in Mini-
Vials Uberfuhrt, mit Szintillationsldsung (4 ml) deckt und die Radioaktivitat im Szintillationszahle

gemessen.

Bei jeder Messung wurden zwei Blindwerte mitgefili€-markierter Zucker und Hefezellen wurden
nach einander mit dem Puffer versetzt. Somit wuke Verfalschung der Ergebnisse, die durch
unspezifische Anheftung von Hexosen an den Hefazalhd Filtern entstehen konnten, vermieden.
Nach Abzug des jeweiligen Blindwertes (BW) konntée dAufnahme-Aktivitdt in nmol/mg

Trockengewicht (TG) wie folgend berechnet werden:

[*“C]-Zuckeraufnahme [nmol/mg TG] = !
S

%& ()

BW = Blindwert; TG = Gewicht gefriergetrockneterl&a

Um das Zuckeraufnahme-Verhalten der Zellen in Gegeinvon Alkohol zu testen, wurde in die

Zucker-Losung 4,0 Vol% Ethanol (Endkonzentratiomgegben. Eine andere Variante, in der die
Antwort auf Ethanol-Stress getestet werden sobistand in der Zugabe von 4,0 bis 10,0 Vol%
Ethanol (Endkonzentration) zur Hefekultur 24 h wider Messung der Zuckeraufnahme. Unter

Trockengewicht wird in dieser Arbeit das Gewichfrigegetrockneter Zellen verstanden (s.u.).
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2.10.1 Gefriertrocknung und Bestimmung der Zellmasse

Die Hefezellen wurden in B-Medium (jeweils 100 Glucose und Fructose) bei 30 °C kultiviert. Die
Kulturen wurden in der exponentiellen WachstumspHasmin bei 5204 x g zentrifugiert. Die Pellets
wurden zweifach mit 10 ml 0,9 % NaCl-Losung gewaschnd nochmals wie oben zentrifugiert. Die
Zellen wurden in 1 ml 0,9 % NaCl-Lésung aufgenomnuexdl Uber 72 h in Lyovac GT2 (Steris,

Braunsfeld) gefriergetrocknet.

Um das jeweilige Gewicht von Zellen, die in einecKeraufnahme-Messung eingesetzt wurden zu
ermitteln, wurde fir jeden Stamm eine Kalibrierugpgsde erstellt (siehe Anhang, Abbildung 24 -
Abbildung 28).

Hierzu wurden die gefriergetrockneten Zellen einggen, in die 0,9 % NaCl-Losung aufgenommen
(2 mg/ml), eine Verdinnungsreihe hergestellt ured@bs,, gemessen. Diese Bestimmung wurde fir
jeden Stamm dreifach durchgefiihrt. Die Kalibriersmgyaden sind dem Anhang zu entnehmen. Aus

der optischen Dichte konnte so jeweils das Gewgelfriergetrockneter Zellen bestimmt werden.

2.11 Ermittlung der Ethanoltoleranz von Hefen

Diese Methode wurde modifiziert nach Kwo ek-Mirek &adr g-T cza (2014) durchgefihrt.
Reinkulturen ausgewéahlter Hefestdamme wurden ins-MeBium (pH 6,8) angeimpft und bei 16
und 20 C inkubiert. Die Zellernte erfolgte nach 120 undt 1 Die Hefezellen wurden mit 0,9 %
NaCl-Losung gewaschen und die gPwurde auf 1,0 eingestellt. So hergestellte Zefisasionen

wurden mit Ethanol versetzt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Zusammensetzung der ZellsuspensionemuliFestmedien als Spots aufgetragen wurden.

* +,
/0012 . 3,#,4 *
. 6 7 8&5) 910.:( &5) 8 = 1985
& #) &5) <00 )
H#Ht 5
H#Ht

w » b 00 00 O

Die Zellsuspensionen wurden entsprechend im Mitif® und in 0,9 % NaCl-Lésung bis zu™0

verduinnt und weiterhin bei 2@ oder 15 C inkubiert. Je 51 aus den Suspensionen wurden am Tag
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0, 1 und 7 auf YEP-Platten entweder mit Glucoser ddtactose als C-Quelle in Form von Spots
aufgetragen. Die Inkubation erfolgte weiterhin Hen zwei Temperaturen. Das Wachstum auf den

Festmedien wurde dokumentiert.

2.12 Zellaufschluss fur enzymatische Bestimmungen

Die verwendete Zellaufschluss-Methode wurde magifimach Lomolinaet al. (2001) und Mateo &
Di Stefano (1997).

Hefezellen wurden in B-Medium kultiviert (zwei Kulen & 7 ml), in 15 ml Falcon-Gefal3e uberfuhrt
und 5 min bei 2655 x g zentrifugiert. Das gewonn@adlet wurde zwei Mal mit 1 ml Puffer C

gewaschen, zwei Mal 5 min bei 2655 x g zentrifugierd in EppendorfgefaRe Uberfiihrt. Nach diesen
Waschschritten wurden die Hefezellen gewogen undjemieils 1 ml Puffer A 15 min bei RT

inkubiert. AnschlielBend wurden die Zellen 5 min B&800 x g zentrifugiert. Jeweils 0,25 g des
Zellpellets (Nassgewicht) wurden mit 1 ml PuffeuBd 20 | Lyticase (10000 U/ml) fir 2,5 h bei 37

°C auf dem Thermomixer (950 rpm) inkubiert. Sogetvonnene Spheroblasten wurden 5 min bei
2300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfind das Pellet in 1 ml Puffer C aufgenommen.
Die Suspension wurde 5 min im Thermomixer bei 140 geschuttelt. AnschlieBend wurden die
Spheroblasten fur 5-8 min in das Ultraschallbadedésind danach 1 min bei 15700 x g zentrifugiert.

Der zellfreie Uberstand wurde bei -20 °C gelagert.

2.13 Protein-Bestimmung
Die photometrische Proteinbestimmung erfolgte nBcadford (1976) mit der Farbeldsung Feti
Quant der Firma Roth (Karlsruhe).

Es wurden Verdinnungen von BSA in Konzentrationem 0,1 - 2,0 mg/ml im Probenpuffer
hergestellt. Hiervon und vom Probenpuffer wurdemejiés 50 | in Test-Gefal3e pipettiert. Zu jedem
Standard und zum Probenpuffer wurden 2,5 ml 1x#lédung zugegeben. Durch mehrmaliges
Invertieren wurden die Proben gemischt. Nach 53Bisnin wurde die &s der Standards gegen den
Nullwert (Probenpuffer) gemessen. Die ermitteltediriktions-Werte wurden gegen die eingesetzte

Proteinmenge aufgetragen.

Von den Proben (Zellaufschlisse) wurden djg Ermittelt und anhand der Kalibrierungsgeraden die

Proteinkonzentrationen bestimmt.

2.14 Quantitative Messung der Hexokinase-Aktivitat

Die Hexokinase-Aktivitat-Assay erfolgte modifiziarach Worthington Enzyme Manual und Berthels
et al. (2008). Die Messung basiert auf dem Prinzip, dé&®* wahrend der gekoppelten Reaktion
von G-6-P-Dehydrogenase zu NADH reduziert wird. Bamrfolgt eine Steigerung der Absorption bei

einer Wellenlange von 340 nm.
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D-Glucose + ATP—X—>  Glucose-6-P + ADP

Glucose-6-P + NAD —="P" 5 Gluconat-6-P + NADH + H

Die verwendete G-6-P-Dehydrogenase beisconostoc mesenteroidgd00 U/ml, Endkonz 1 U/ml)
stammte von der Firma Roche (Mannheim). Alle fin dessay bendtigten Losungen wurden im 50
mM Tris/HCI Puffer (pH 8,0) hergestellt. Die Akttéit-Messung wurde entweder mit Glucose oder

Fructose als Substrat durchgefihrt.

Zusammensetzung eines Ansatzes fir ca. 8 Messungen:

6,84 mil 50 mM Tris/HCI pH 8,0

1,5ml 0,67 M Glucose (oder Fructose)
0,3ml 16,5 mM ATP

0,3 ml 6,8 mM NAD

30 | 300 U/ml G-6-P-Dehydrogenase
90 | 1 M MgChL x 7 HO0

In Fall der Hexokinase-Aktivitat-Messung mit Frustoals Substrat, wurden in den Master-Mix

zusatzlich 5 pl Phosphoglucose-lsomerase (4000;Endkonz 2,2 U/ml) zugegeben.

Fir die Aktivitdt-Messung, die in Quarzkivettenotgte, wurden 50 | vom Zellextrakt und 9501
vom Master-Mix angesetzt. Die Messung erfolgteReimtemperatur bei einer Wellenlange von 340

nm fir 1 min. Es wurde nur der lineare BereichKieetik bertcksichtigt.

Da der molare Extinktionskoeffizient von NAD(P)Hilweer Wellenlange von 340 nm 6220 L/mol x
cm betragt und der zellfreie Extrakt 1:20 im Ansatrdinnt wurde, wurde die Hexokinase-Aktivitat

wie folgt berechnet:

Volumenaktivitat [U/ml] = +"6';Z; 023!554 >

8l#$9:!

*4+./01023 45-
%4 1<=>0? @AB?<23 CBSD%

Spezifische Aktivitat [U/mg Ge:samt-Protein]E—7=55 3

8l#$9:!
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Dabei ist zu beachten, dass 1 Unit die Menge varyrbedeutet, die nétig ist fir den Umsatz von 1

mol Substrat innerhalb 1 min.

Km und ViacWerte mit Glucose und Fructose als Substrat wufderZucker-Konzentrationen in
Hohe von 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 3; 5 und 10 mM bestimDie Bestimmung erfolgte mit Excel gemaf
einer nicht-linearen Regression nach der matheamtisMethode der kleinsten Quadrate (persénliche
Mitteilung Dr. J. Frohlich).
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss des Ethanols auf das Hefe-Wachstum

Um die Empfindlichkeit ausgewahlter Hefestamme géber Ethanol zu testen, wurde das Wachstum
(ODsgg) im Sabouraud-Medium (pH 3,5) Uber 14 Tage bedieacksetestet wurder8. cerevisiae
Stamme 16.1, 54.41, Fermicha(?npnd Fermiviff, S. bayanusstamm HL77 und der Hybricb.
cerevisiaex S. kudriavzeviix S. bayanusStamm HL78. Der Zelltiter wurde auf 1@ellen/ml
eingestellt. Die Versuche wurden bei zwei versodieth Temperaturen durchgefuhrt: 15 °C und 20
°C.

3.1.1 Wachstum im Flissigmedium

ODsgo

Zeit [Tag] Zeit [Tag]
14 14
12 12
10 } J\u___q

ODsgq

He ¥ —
5 10 15
Zeit [Tag]
14
12
10
] g 8 7 V’*__————Ki
8 8 s .
g / / =
0 i# e ;
PO 5 10 15
Zeit [Tag] Zeit [Tag]
ohne EtOH —i—1 Vol% EtOH
5 Vol% EtOH =10 Vol% EtOH

~+—15 Vol% EtOH

Abbildung 3: Wachstum ausgewahlter Hefestamme B&CLim flissigen Sabouraud-Medium pH 3,5 versetzt
mit Ethanol. (A)S. cerevisia&stamm 16.1, (BP. cerevisiaé&stamm 54.41, (C$. cerevisiacStamm
Fermichamf, (D) S. cerevisia&Stamm Fermivifi, (E) S. bayanusStamm HL77, (FB. cerevisia S.
kudriavzeviix S. bayanusStamm HL78 (siehe Anhang, Tabelle 16 - Tabelle 20)
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Das Wachstum bei 15 °C im Sabouraud-Medium ohnel11@iVol% und mit 5,0 Vol% Ethanol war
bei allen Stammen vergleichbar gut (Abbildung 3Rs§-Werte von 9,0 und héher erreichten unter
diesen Bedingungen die Stdmme 16.1, FerMijviHL77 und HL78. Die Stamme 54.41 und

Fermichamf erreichten etwas niedrigere @BWerte von 6,8 und héher.

Erst bei 10,0 Vol% Ethanol im Medium waren Beeiafitiggungen im Wachstum festzustellen. Dies
gilt fur alle Stamme aulRer Stamm 54.41. Die maximaakeichten ORyyWerte unter diesen
Bedingungen liegen zwischen 7,0 (54.41) und 8,4niRén®). Das Wachstum begann unter diesen

Bedingungen erst am Tag 4.

Das Verhalten der Hefestamme im Sabouraud-Mediuml&D Vol% Ethanol ist ein Mal3 fur die
Empfindlichkeit gegeniiber Ethanol. Wahrend das Wach der Stamme 54.41 und Fermich&mp
bereits an Tag 7 begann, war dies beim Stamm 16thk Tag 10 erkennbar. Die maximalensgD
Werte lagen hier im Bereich 6,5-6,6. Einen @Wert von 4,8 erreichte der Stamm HL78, dessen
Wachstum erst ab Tag 14 erkennbar war. Ein minisn&lachstum zum gleichen Zeitpunkt war
dagegen bei den Stammen Fernfiviimd HL77 festzuhalten.

Insgesamt war es auffallig, dass die Hefestamneebeii Ethanol-Konzentrationen zwischen 0 und 5,0
Vol% ein relativ schwaches Wachstum aufwiesen, dei hdchsten Ethanol-Konzentration die
hochsten ORygWerte (54.41 und Fermichal“?u)erreichten. Die Stamme 16.1, FermfitiL77 und
HL78, die unter dem Einfluss von niedriger Ethaldohzentration die hdchste QfgWerte zeigten,
erreichten niedrigere QRyWerte im Medium mit 15,0 Vol% Ethanol und bendtigtiangere Zeit,

um in die exponentielle Wachstumsphase zu kommen.
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Abbildung 4: Wachstum ausgewahlter Hefestamme ®&2im flissigen Sabouraud-Medium pH 3,5 versetzt
mit Ethanol. (A)S. cerevisia&stamm 16.1, (BP. cerevisiaé&stamm 54.41, (C$. cerevisiacStamm
Fermichamf, (D) S. cerevisiasStamm Fermivifi, (E) S. bayanusStamm HL77, (FB. cerevisiae S.
kudriavzeviix S. bayanusstamm HL78 (siehe Anhang, Tabelle 16 - Tabelle 20)

Das Wachstum bei 20C war, wie zuvor bei 15C, im Sabouraud-Medium mit Ethanol-
Konzentrationen in Hohe von 0 bis 5,0 Vol% bei mllentersuchten Stammen vergleichbar gut
(Abbildung 4). Bei dieser Temperatur wurde die made ORg, vom Stamm Fermivif (9,6) und
Stamm HL78 (10,2) erreicht. Die maximale @PWerte der Hefestamme 16.1, 54.41, Fermictamp
und HL77 lagen nicht unter 7,1.

Das Wachstum im Medium mit 10,0 Vol% Ethanol war then Stammen 54.41 und Fermich&mp
kaum beeintrachtigt. Fur Stamme 16.1, FernfiyiL77 und HL78 gilt: der maximal erreichte QB
Wert im Medium mit 10,0 Vol% Ethanol unterschiedrsum héchstens 3,2 vom maximal erreichten
ODso-Wert in Medien mit O bis 5,0 Vol% Ethanol.

Unterschiedliche Empfindlichkeit dieser Stamme gédper Ethanol stellte sich vor allem in Medien
mit 15,0 Vol% Ethanol heraus. Wahrend FerniiyiHL77 und HL78 einen Anstieg des @PWertes
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erst am Tag 14 zeigten, wuchsen unter den glei@edingungen die Stamme 16.1, 54.41 und
Fermichamf8 schon ab Tag 7. Diese erreichten am Tag 14 eifgg,@ert von 5,1-6,4.

Um das Verhalten der jeweiligen Stamme gegeniben @thanol in Abhangigkeit von der
Temperatur besser vergleichen zu kdnnen, wurdenmdirimalen OlysWerte in der Tabelle 5
zusammengefasst.

Tabelle 5: Maximale erreichte Q§-Werte (Mittelwerte) der untersuchten Hefe-KulturBas Wachstum

erfolgte bei 15°C und 20 °C im flissigen SabourMetiium pH 3,5 mit Ethanol. In Klammer sind die Tage
angegeben, an denen die Werte gemessen wurden.

- "$ & #)

] 7
3E 5%. 6. 5% 64 5% 6. 4%3 6 3% 6.
.E. 3%8 6 4% 64 4% 64 4% 6. 3% 6.
! &A 8% 6. 8%" 64 8%* 6 . 4% 6. 3%3 6.
I DA %. 6. 5%8 6. 5% 64 8%. 6. %* 6.
‘44 %5 6. 5%. 6. %* 6. 4%8 6 . % 6.
'48 5%" 6 . 5%. 64 5% 64 4%3 6. %8 6.

"7
3E 4%5 6. 8%8 6. 8%4 6. 3%5 64 %8 6.
.E. 8%* 6. 4%* 6. 8% 6. 4%3 6. %. 6.
! &A 8%" 6. 4% 6. 8%* 6. 4%" 6. % 6.
I DA 8%3 6. 5%3 6. 8%4 6. 4%* 6 . % 6.
'44 4%8 6 . 8% 6. 8% 6. 3% 6. *%. 6.
'48 5%" 6 . %" 6. 5% 6. 4% 6. %5 6.

Im Medium ohne Ethanol zeigte. cerevisia&stamm 16.1 am Tag 14 den héchsterreichter@D
Wert von 9,4 bei 15C. Dieser Stamm hat den hochstensgWert von 9,5 in Sabouraud-Medien am
Tag 7 mit 1,0 Vol% und am Tag 14 mit 5,0 Vol% Etbhinei 15 C erreicht. Bei beiden untersuchten
Temperaturen hatten 15,0 Vol% Ethanol das Wachdem Stammes 16.1 beeintrachtigt. Dieser

bendtigte langere Zeit um in die exponentielle Véawmsphase zu kommen.

Den hochsten Ofgr-Wert von 8,3 im Medium ohne Ethanol erreicBtecerevisiaé&stamm 54.41 bei
20 °C am Tag 14. In einem Medium mit Ethanol zedjeser Stamm den maximalen g@&Wert von

8,0 zum gleichen Zeitpunkt (5,0 Vol% Ethanol, 20.°B6here Ethanol-Konzentrationen hatten einen
negativen Einfluss auf das Wachstum. Bei 15,0 VEW#tanol erreichte am Tag 14 der Stamm 54.41
ODsgrWerte von 6,5 und 5,4 bei entsprechend 15 °C uhdQ@ Trotz relativ hoher OlgyrWerte
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brauchte der Stamm 54.41 eine langere Zeit bis Eugichen der exponentiellen Wachstumsphase.

Die Kulturen mit 1,0 - 10,0 Vol% Ethanol-Konzentoat schienen unbeeinflusst zu bleiben.

Niedrige Ethanol-Konzentrationen hatten kaum eikerfluss auf das Wachstum v&h cerevisiae
Stamm Fermichanip Der negative Einfluss vom Ethanol war bei einenkentration in Héhe von
15,0 Vol% feststellbar.

Im Fall vonS. cerevisiasStamm Fermivifi wurde der hochste GR-Wert in Medium ohne Ethanol
am Tag 14 bei 15 °C erreicht (10,4). Bei beidenersuchten Temperaturen wurde eine
Beeintrachtigung im Wachstum in Anwesenheit vonati beobachtet. Die Konzentration in Hohe
von 15,0 Vol% erlaubte nur noch ein verspéatetdsyaches Wachstum von Stamm Fernfivin

S. bayanusstamm HL77 erreichte am Tag 14 den hdchstegs@Dert bei 15 °C im Medium ohne
Ethanol (10,9). Ab einer Konzentration in Hohe vbl0 Vol% wurde der negative Einfluss von
Ethanol auf das Wachstum von Stamm HL77 unter ééesteten Bedingungen deutlich.

S. bayanux S. kudriavzevik S. cerevisiasstamm HL78 wuchs im Medium ohne Ethanol bei 15 °C
und 20 °C gleich gut. Uberraschenderweise hatteVb)@ Ethanol einen positiven Effekt auf das
Wachstum bei beiden Temperaturen. Bei 15,0 Vol%ithbrauchte der Hybrid-Stamm HL78 eine

langere Zeit, um in die exponentielle Wachstumsphzaskommen.

3.1.2 Wachstum auf Festmedium

Der Einfluss von Ethanol auf das Wachstum der Tasisie, wurde auch auf festen Agar-Platten (pH
6,8) getestet. Hierzu wurden Zellsuspensionen,etgrsnit Ethanol, auf YEP-Platten entweder mit
Glucose oder Fructose als C-Quelle aufgetragerseDiellsuspensionen wurden davor Uber sieben
Tage mit 5,0 bis 25,0 Vol% Ethanol bei 15 °C und@dnkubiert. Ein Beispiel, in welcher Form die
Spots aufgetragen wurden, ist in der Abbildung Sefen.

unverdiinnt 101 102 103 104

K1

K2

5 Vol%
10 Vol%
15 Vol%
20 Vol%
25 Vol%

Abbildung 5: Kolonien des HybridS. cerevisiaa S. kudriavzevik S. bayanusstamm HL78 auf YEP-Platten
pH 6,8 mit Glucose als C-Quelle. Mit Ethanol verseZellsuspensionen (5 - 25 Vol%) und zwei Korrol
wurden bei 20 °C inkubiert und am Tag 1 auf YERtBteaufgetragen. Die Suspensionen wurden bfs 10
verdinnt (siehe 2.11).
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Die Tabelle 6 wurde nach Sichtung der YEP-Plattste#t.

Tabelle 6: Zusammenstellung des Hefe-Wachstum¥ BRfPlatten pH 6,8 mit Glucose oder Fructose als C-
Quelle. Angegeben ist die héchste Ethanol-Konz&atrgVol%], bei der die Hefezellen Gberlebt halhed
deren Wachstum auf Festmedium beobachtet wurdeviBibode wurde im Punkt 2.11 beschrieben.

1!
'48

(7 7

o#

o#

o#

o#

o#

o#

Das Wachstum der Stamme schien bei@%veniger vom Ethanol negativ beeinflusst zu sésrbai
20 °C. Nach sieben Tagen Inkubation tberlebteriH€C fast alle getesteten Stamme bei bis zu 15,0
Vol% Ethanol.

Allgemein gilt, dass je langer die Ethanol-Inkubatidauert, desto mehr ist das Wachstum aller
Stamme bei hohen Ethanol-Konzentrationen beeirtigiciDie Antwort auf den Ethanol-Stress
spiegelt sich in der Uberlebensfahigkeit wieder wmtiiert unter den Stammen. Die groRte
Beeintrachtigung in Wachstum war I&i bayanusstamm HL77 bei 20C zu beobachten. Wéahrend
nach direkter Ethanol-Zugabe die Zellen in Anwes@non bis zu 25,0 Vol% Ethanol Gberlebten,
wurde am Tag 7 deren Wachstum nur noch nach Iniarbatit 5,0 Vol% Ethanol bestétigt.

Den Zellsuspensionen wurde in Festmedien entwetleroSe oder Fructose angeboten. Damit sollte
mogliche Préaferenz zu einer der Hexosen Uberpréfden. Auffallig war das Verhalten vom Stamm
Fermichamf als er mit Ethanol bei 15 °C inkubiert wurde. Wittt direkt nach der Ethanol-Zugabe

sein Wachstum bei bis zu 15,0 und 25,0 Vol% Ethamblentsprechend Glucose und Fructose als C-
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Quelle erfolgte, hat er nach sieben Tagen bei bi¢®;0 und 15,0 Vol% Ethanol tUberlebt. Auch zu
diesem Zeitpunkt erfolgte das Wachstum nach Inkabatit hoherer Ethanol-Konzentration auf

Fructose. Unter diesen Bedingungen kam also saotdjphiler Charakter zum Vorschein.

3.2 Hxt3p-Aminosauresequenzen der untersuchten Hefestame

Auf Grund der zentralen Bedeutung des Hexose-Tmatens Hxt3p fir die Most-Vergarung wurde
dessen Aminosauresequenz auf ihre VariabilititvieeschiedenerBaccharomyceérten und ihren
Hybriden uberprift. Die Primer zur PCR-AmplifikatialesHXT3-Gens wurden anhand der in der
Datenbank hinterlegten Sequenz fur &rcerevisiasStandardlaborstamm S288c entwickelt (Tabelle
7).

Tabelle 7: Zur Amplifizierung und Sequenzierung HeSI'3-Gens verwendete Primer-Paare.

> 17 "3@AB A C &+) ( &.) &0
K6*IL2 7 00707606666 67667 07 8 E*
K6*2B? 67 07 76 700666 07060 " .8 E*

K6*IL2"M 60006066006006 6607706 3E4
K6*2B2"M 776066700767670770 60 " 34 3E"
K6*1L23 000660766 67007076 3 E4
K6*2B723 766 660 76 07 7 670 676 " *3 "ES

*im Fall von unspezifischen PCR-Produkten, wurdengiwiinschten Banden aus dem Gel ausgeschnittesiuied

Die Nukleotidsequenz voRIXT3 welche aus 1704 Basenpaaren besteht, konntevaisbis drei

sequenzierten PCR-Produkten zusammengesetzt webdenPrimer-Paare HXT3FOR/HXT3REV
und HXT3FOR6/HXT3REV6 konnten optional verwendetraen. Darauf folgte die Sequenzierung
des PCR-Produktes nach dem Einsatz des PrimersPB€3FOR2/HXT3REV2. Eine Ubersicht

Uber die Bindestellen dieser Primer ist in der Aduoig 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Ubersicht tiber die Bindestellen denfer-Paare, die zur Amplifizierung und Sequenzigrdas
HXT3Gens entwickelt wurden. Neben der schematischedgetiten 1704 bp langeétXT3-Nukleotidsequenz
wurden flankierende Regionen in Lange von jewdd80Lbp dargestellt.

Auf diese Weise gelang es, diXT3-Sequenzen voB. cerevisiaaind Hybriden der insgesamt kv
der Kulturensammlung des IMW hinterlegten Stamnigefee Isolate und kommerzielle Stamme) zu
ermitteln (8.1). Die Gensequenzen wurden mit Hibe ExPASy Translate tool in die entsprechenden
Proteinsequenzen lbersetzt. Diese und zusatzlieu84er NCBI- und YRC-Datenbank entnommene
Aminosauresequenzen (siehe Anhang, Tabelle 21)emundttels Programm ClustalX 2.1 verglichen.
Die Aminosaureaustausche im Vergleich zZanterevisiadaborstamm S288c wurde in der Tabelle 8
rot und grun hinterlegt.
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Tabelle 8: Variable Regionen innerhalb der Protxijnenz des Hexose-Transporters Hxt3p in untersuchte
Saccharomycearten und ihren Hybriden. Grun hinterlegt sind Bervative, rot hinterlegt sind signifikante
Aminosaure-Substitutionen im Vergleich zur Hxt3pnihosauresequenz des Laborstammes S288c. Blau
markiert sind selbst sequenzierte Sequenzen. fidéal oop (Loop innerhalb der Zelle); oL: Outsideep
(Loop aulBRerhalb der Zellmembran), TM: TransmembXamunbekannte Aminosaure. *zusatzliche
Substitutionen: D550E, A551E, L552M, M553T, Q55A859L, K562R, G565S; K566T; **zusatzliche
Substitutionen: S354K, F368L, C372A, R408K, 14640Q842R, N546D, K567N.
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Die Cluster-Analyse basierend auf Hxt3p-Aminoséegeenzen erfolgte mit insgesamt 51 Stammen
unterschiedlicher Herkunft. Die Mehrheit der untetgen Stdmme waren Isolate aus solchen
alkoholischen Getranken wie Wein, Bier, Sake unbnR@in. Weiterhin wurden die Laborstamme,

klinische Isolate, Backerhefen, Pflanzen- und Beldetate der Analyse unterzogen. Der Stammbaum

wurde im Programm TreeView 1.6.6. (http://taxonaoplogy.gla.ac.uk/rod/treeview.html) erstellt.

UCD939

AWRI796 Pflanzen, Boden Labor-Stamme
Fermivin

29

33

lﬂp 1975 Bickerhefen Wein

S288c

273614N

378604X e

ires Klinische Isolate Bier

DBVPG1106

Unbekannt Sake, Palmwein

| 16.1
712

642
LavinEC1118

54 41

72

73

596
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[_C UCD2031

| T IFO1802

VIN7
I \—| 3211-2
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NCYC361
DBVPG1373
L-1374

KyokaiNo.7
UWOPS87-2421
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Y55

YPS606
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UWOPS05-227.2
UWOPS83-787.3
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Abbildung 7: Cluster-Analyse der GattuBgccharomycegnd Hybrid-Stdmmen basierend auf Hxt3p-
Sequenzen (Tabelle 21, Anhang). Als statistischthbtie wurde Neighbor-Joining verwendet. Der Mal3stab
entspricht einer Distanz von 1 %. Die Herkunft 8&imme ist farbig unterlegt.

Die Mehrzahl der 51 untersuchten Hefestamme zeigtiationen von Carrier Hxt3p im Vergleich
zum Referenzstamm S288c (Tabelle 8; Abbildung 7le Beutlichsten Unterschiede traten in
domestizierten Wein- und Bierhefen auf. Stamme raatsirlichen Habitaten (Pflanzen, Boden) und

klinische Isolate zeigten keine oder nur geringav@ichungen.
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Es lassen sich funf Muster alleler Varianten umdeegden (Tabelle 8):

15 S. cerevisia&stamme (inkl. sieben Weinhefen) zeigten das geeiétllel wie der
Referenzstamm S288c.

Finf S. cerevisiasSstamme enthielten das Fermichdmpllel (zehn Substitutionen). Die
Stamme 642 und Lalvin EC11%8eigten ein dhnliches Muster.

S. cerevisiae 3211-1 war beziuglich Hxt3p nahezu identisch mit D2031 (acht
Substitutionen gegentiber S288c).

Die Bierhefen (DSM 70449 Fosterst, Fosters®) unterschieden sich signifikant vom
Referenz-Allel (11 - 20 Substitutionen).

Zwei Hybrid-Stamme zeigten die gleiche SequenzSvieerevisiae S. kudriavzeviVIN7®
(14 Substitutionen).

S. kudriavzeviiStamm IFO1802 zeigten ein nahezu gleiches SutistisaMuster wie die Hybride
(Tabelle 8), aber noch weitere acht SubstitutioaenC-Terminus. Somit stammt das Ge€XT3 der
Hybrid-Stamme wahrscheinlich von dies&accharomycesSpezies. Die restlichen Sequenzen,

reprasentiert vor allem von Labor- und Umweltisaetatzeigten nur zwei bis finf Substitutionen.

3.3 Struktur-Modell des Hxt3p-Transporters

Bis jetzt war keine Kristall-Struktur des Hexosefisporters Hxt3p der Hefen verfligbar. Um einen
mdoglichen Zusammenhang zwischen déXT3-Allel-Varianten und dem Zucker-Transport durch
dieses Protein zu untersuchen, wurde ein Hxt3pk@iritModell auf Basis des Proton/Xylose-
Symporters XylE audEscherichia colierstellt. Wéahrend des Xylose-Transports, wird XyBer
deutlichen Konformationsénderung mit einer raumndithUmordnung von Teilen des Proteins
ausgesetzt. Die Folgen sind sogenannte ,inward-epamd ,outward-opertKonformationen, deren
Strukturen vor kurzem mit Hilfe von Kristallograghaufgelost wurden (Swet al, 2012; Quistgaard
et al, 2013; Wisedchaisret al, 2014). Die N-terminalen Helices werden in Rictguder C-
terminalen Helices und zuriick verschoben. Diese égewg wird ,rocker-switch genannt und
erlaubt den Wechsel zwischen inward-opennd ,outward-open Konformation. Des Weiteren
wird durch das Rearrangement der cytosolischen Derdée Auflésung der Helices in der ,outward-
open -Konformation und der Wechsel zur mehr flexiblenward-open-Struktur bewirkt (Quistgaard
et al, 2013; Wisedchaiset al, 2014). Die Struktur der cytosolischen Doméanden ,inward-open-

Konformation wurde jedoch noch nicht gelost.

Dargestellt wurden ,outward-opef#Konformationen des modellierten Transporters HxtBul die
Aminosaure-Substitutionen der drei Hauptgruppen omiterschiedlichem Aminosauren-Muster
(Abbildung 8): CBS 429 (FermichaTyp), DSM 70449 (Bierhefe) und HL78 (Hybrid).
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"> Ed14q (B) (.T

j ! G415N <,

CBS429 DSM70449

Abbildung 8: Struktur-Modell des Hexose-Transpatdxt3p basierend auf der Proteinsequenzdes
cerevisiae_aborstammes S288c. (&) cerevisiasStamm CBS 429 (B$. cerevisiasStamm DSM 70449(C)
S. cerevisiaa S. kudriavzevix S. bayanustamm HL78. Hell rot markiert ist die N-terminal®@méane des
Proteins; hell blau markiert ist die C-terminalen®@ne des Proteins; hell griin markiert ist die mjteshe
Domaéne; rot markiert sind signifikante Aminosaurg&titutionen; grin markiert sind konservative
Aminosaure-Substitutionen; pink markiert ist einexidse in der Substrat-Bindetasche des ProteinsMbdsl|
wurde von Prof. Dr. E. Jaenicke erstellt mit Hiien Modeller 9.14
(https://salilab.org/modeller/9.14/release.htmlls Basis diente die zu 30 % homologe Struktur vgiEXPDB
Code: 4GBY)- einem Proton/Xylose-Symporter &ugoli (Eswaret al, 2006; Marti-Renonet al, 2000; Suret
al., 2012).

Alle drei Isoformen haben mehrere Aminosaure-Stliginen im Vergleich zu Hxt3p-

Aminosauresequenz des Standardstammes S288c,irgjerlaben vermutlich nicht alle einen
bedeutenden Einfluss auf Struktur und Funktion d&steins. In Folge dessen wurden nur
Substitutionen betrachtet, die zwischen Aminosduaes zwei unterschiedlichen funktionellen
Gruppen stattgefunden haben. Diese sind folgerididaf NQ, DE, ST, KRH, FYW und ALIVM.

Aus der Abbildung 8 wird sichtbar, dass die AminosdSubstitutionen, die eine mdgliche
Veranderung der physikalischen und chemischen Edetiten des Proteins mit sich bringen, sich auf
drei Bereiche des Hxt3p konzentrieren. Diese sageten Hotspots sind: die Region zwischen den
N- und C-terminalen Doménen, die cytosolische Danamd der Outside-Loop zwischen

Transmembranregion 9 und Transmembranregion 10.

Hotspot 1: Die Hxt3p-Isoformen der Stimme DSM 70448d HL78 zeigen in dieser Region fast
gleiche Aminosaure-Substitutionen. Wahrend in dett3p+lsoform des Stammes DSM 70449
Tyrosin gegen ein deutlich kleineres Asparagin atagscht wurde (Y105N), wurde an der gleichen
Stelle in der Isoform des Stammes HL78 ein Tyradimch das kleinere Prolin ersetzt (Y105P).
Weiterhin wurde das Asparagin in Transmembran 7QHgrminalen Doméne in beiden Isoformen
durch Lysin (N349K) ausgetauscht und damit eineen@berflachenladung eingefuhrt. Innerhalb
dieses Hotspots liegen noch weitere Aminosaureiutisnen vor: T200A in Transmembranregion 5
(Stamm CBS 429), A131S in Transmembranregion 2 (DSW@449) und S117A in

Transmembranregion 2 (HL78).
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Hotspot 2: Innerhalb der cytosolischen Doméane d&t3ptisoform vom Hybrid-Stamm HL78
befinden sich funf signifikante Substitutionen: 827V279T, V292F, F319L und K320Q.

Hotspot 3: Weitere Aminoséaure-Substitutionen befindsich in dem Outside-Loop zwischen
Transmembranregion 9 und 10 der Hxt3p-Isoformen St&mme CBS 429 und DSM 70449n
beiden Hefestimmen liegen benachbarte Aminosaustasche vor: E414Q und G415N. Des
Weiteren befindet sich in der Hxt3p-lsoform des nStees 70440 eine G417P Aminoséure-
Substitution. Leider ist die Struktur dieses Prdtereiches auf Grund von fehlenden strukturellen

Homologen nicht bekannt. Die in der Abbildung 8ejelnete Struktur ist spekulativ.

3.4 Wachstum und Zucker-Verwertung der untersuchten Heéstamme
In dieser Versuchsreihe wurde die Fahigkeit dereHeFucker abzubauen, in Medien mit variabler

Zusammensetzung genauer untersucht.

Hierfir wurde das Most-ahnliche B-Medium mit jevgell00 g/l Glucose und Fructose als Basis-
Medium verwendet. In den nachfolgenden Versucheeibknet ein sogenanntes Stress-Medium ein
modifiziertes B-Medium, dessen Fructose:Glucosehilienis verandert wurde. Laut Gafner & Schiitz
(1996) kann man eine Garstockung prognostizieremmwslucose:Fructose-Verhaltnis unter 0,1 liegt.
Optional trAgt das Medium mit sich weitere Streaktbren fir das Hefe-Wachstum: minimale
Ammonium-Konzentration (1/10 der Standard-Meng@&iNedium) und das Vorliegen von Ethanol
in unterschiedlicher Konzentrationen. Der Nahrshé&ngel (Palmeet al, 2012) und hohe Ethanol-
Konzentrationen (Bisson, 1999) sind namlich die 3ged Stress-Faktoren wéahrend der Most-

Vergarung. Diese Medium-Varianten wurden in deréll@é® zusammengefasst.

Das Hauptaugenmerk galt besonders der Frage, &bStEmme mit unterschiedlichem Hexose-
Transporter Hxt3p in dieser Hinsicht unterscheidEnisprechend wurden Vertreter der Typen
Femivir®, FermichamP und Hybrid-Stimme untersucht. Die kommerzielncerevisia&tamme
Fermivir® und Fermichampwerden als Starterkulturen oder zum Restartenstockenden Mosten
verwendet. DelS. cerevisia&stamm 33 ist eine Weinhefe, genauso ®iecerevisias&Stamm 54.41

und Hybrid-Stamm HL78, die aus spontan garendent MoBert wurden.
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Tabelle 9: Zusammenstellung der bedeutenden Sda&ssneter der verwendeten Medien.

3: F4!8

S I D -3 A

&#) &#) &E ) & #) 2E )
9 N %
=) *3 . 5N %
=y *8 " 5N %
=) o+ *3 . 5N %
=) . *3 . 5N 5 %
=) *3 . 5N " %
=) 3 *3 . 5N " %

Fir die Vorkulturen wurde B-Medium mit jeweils 50 Glucose und Fructose verwendet und bis zur
exponentiellen Wachstumsphase bei 20 °C inkulag.ausgewéahlten Hefestimme wurden in einer
Thoma-Z&hlkammer ausgezahlt und der Titer adfZélen/ml Medium eingestellt. Das Wachstum
erfolgte bei 15 °C und der Zeitraum, in dem der K&ucvollstandig abgebaut wurde, war vom

verwendeten Medium abhangig.

Zu definierten Zeitpunkten wurden die @BPund die verbleibende Konzentration von Glucose und
Fructose im Medium gemessen (siehe Anhang, TaB&lle Tabelle 28). Die Zucker-Bestimmung
erfolgte enzymatisch unter Verwendung eines Testkier Firma r-biopharm (Darmstadt). Da
innerhalb jeder Messreihe eine unbeimpfte Kontraliggefiihrt wurde, war festzustellen, dass die

gemessene Konzentration von der tatséchlichen Bigevam ca. 4,0 % abweichen konnte.

Die Glucose-Verwertung wurde auf Grund ihrer nigen Konzentration in den Stress-Medien 1 - 6

hier nicht betrachtet. Diese Werte sind dem Antangntnehmen.

B-Medium

Das Wachstum im B-Medium wurde Uber den Zeitraum 22 Tagen beobachtet. Bis dahin war der
Gesamtzucker mit einer Konzentration in Hohe vof g0 von allen getesteten Stammen abgebaut.
Der Verlauf des Zuckerabbaus und das dazu gehomiadéstum (Olgy) sind in der Abbildung 9 zu

sehen.
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Abbildung 9: Das Wachstum und der Zucker-Abbau wi&ium mit 1:1 Fructose:Glucose-Verhaltnis.
Dargestellt sind Kulturen von (A5. cerevisias&Stamm Fermichanf} (B) S. cerevisiaé&stamm Fermivifi, (C) S.
cerevisiaeStamm 54.41, (D¥. cerevisia&Stamm 33 und (E$. cerevisiae S. kudriavzevik S. bayanusstamm
HL78.

Der Verlauf des Wachstums der getesteten Stammeeghat ahnlich. Es wurde ein @fgWert bis zu

8,6 erreicht. Es war festzustellen, dass die Vammgrvon Glucose und Fructose gleichzeitig erfglgte
allerdings mit unterschiedlicher Geschwindigkeituffallig war, dass dieS. cerevisia&tamme
Fermivii® und 33 und der Hybrid-Stamm HL78 die Glucose sténabbauten im Vergleich z8.
cerevisiaeStammen Fermicharfipund 54.41. Deutlich wurde diese Beobachtung bessnih der
exponentiellen Wachstumsphase an Tagen 9 und 1d.Hefestimme Fermichafhpund 54.41
schienen allerdings die Fructose ahnlich schnaldié Glucose abzubauen. Hier Uberlagerten sich die
Fehlerbalken (Standardabweichungen), die fur dievégung der beiden Hexosen gemessen wurden.

Auch der Hybrid-Stamm zeigte ein ahnliches Vertmlte

Um diese Tatsache deutlich darzustellen, wurdedemTabelle 10 die Fructose:Glucose-Verhaltnisse

wahrend des gesamten Zuckerabbaus zusammengefasst.
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Tabelle 10: Das beobachtete Fructose:Glucose-\Meibalahrend des Wachstums im B-Medium an Tageis 0 b
19. Dargestellt sind die Werte f8t cerevisias&Stamme Fermichanfp Fermivir, 54.41 und 33 und Hybrid-
Stamm HL78. Das Fructose:Glucose-Verhaltnis deswaredeten Mediums betrug am Anfang (Tag 0) 1:1.

G , G Q@QF$F CH2
N N N N
% N % N % N % N %" N
3 % N %" N % N % N %* N
5 % N "N %" N %4 N "% N
%* N "%3 N %3 N *%. N N
* % N 3N "%* N 90* N
3 "% N .% N %5 N 5.N
5 "%" N 5"N 4N

(-) Glucose war vollstéandig abgebaut

Bereits am Tag 9 wurde ersichtlich, dass das FsedBlucose-Verhdltnis in Kulturen de&.
cerevisiaeStamme Fermivifiund 33 héher war als in denen &ercerevisiasStamme Fermicharfip
und 54.41. Wahrend zu diesem Zeitpunkt im Kulturimeddes Stammes FermiVirdie doppelte
Menge von Fructose im Vergleich zu Glucose vorlagiren in den Kulturen der Stamme

Fermichamf und 54.41 die Konzentrationen der beiden Hexossgeglichen.

Das Fructose:Glucose-Verhaltnis stieg im Verla déachstums, blieb aber in den Kulturmedien der
Stamme Fermicharfipund 54.41 niedriger als in den zwei weiteren Raliken. Dies galt auch fiir

Tag 19, an dem nur noch niedrige Zucker-Konzemnath vorlagen.

Einen besonderen Fall stellte der Hybrid-Stamm BLd@r- in seinem Kulturmedium war die Glucose

bereits am Tag 13 restlos abgebaut.

48



ERGEBNISSE

Stress-Medium 1

Der Abbau von Fructose und das Wachstumsgg@Ber ausgewéhlten Reinkulturen in diesem Stress-
Medium wurden im Zeitraum von 19 Tagen betrachtet ist in der Abbildung 10 zu sehen.
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Abbildung 10: Das Wachstum und der Zucker-Abbasiness-Medium 1 mit 9:1 Fructose:Glucose-Verhaltnis
und minimaler Ammonium-Konzentration. DargestalidsKulturen von (A)S. cerevisia&Stamm

Fermichamf, (B) S. cerevisiasStamm Fermivifi, (C) S. cerevisia&Stamm 54.41, (D$. cerevisia&Stamm 33
und (E)S. cerevisiae S. kudriavzevik S. bayanusstamm HL78.

Unter diesen Stress-Bedingungen war festzusteflassS. cerevisiasStamm Fermivifi mit einem
ODgorWert bis zu 3,7 das beste Wachstum zeigte. Eigg@Mert zwischen 3,0 und 3,3 erreicht&n
cerevisiaeStamme Fermichanip 54.41 und 33. Verzégert vermehrte sich der HyBt@mm HL78
mit einem maximalen OfgrWert in Hohe von 1,9.

Der relativ gut wachsend®. cerevisiasstamm 33 baute die Fructose am schnellsten aleitBem
Tag 13 war im Medium < 1 % der Anfangs-Konzentmragnthalten. Das relativ gute Wachstum 8er
cerevisiaeStamme Fermichanip Fermivir® und 54.41 spiegelte sich in der Fructose-Verwertun
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wider: am Tag 19 war die Fructose fast vollstanaimgebaut. Trotz des verzdgerten und relativ

niedrigen Wachstums wurde die Fructose fast regtasHybrid-Stamm HL78 am Tag 16 verwertet.

Stress-Medium 2

Der Abbau von Fructose wahrend des WachstumsgdfPder untersuchten Stdmme in diesem

Kulturmedium wurde tber 19 Tage beobachtet. Dieekingsse sind in der Abbildung 11 zu sehen.
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Abbildung 11: Das Wachstum und der Zucker-Abbasiness-Medium 2 mit 19:1 Fructose:Glucose-Verhéiltni
und minimaler Ammonium-Konzentration. DargestdlidsKulturen von (A)S. cerevisia&Stamm

Fermichamf, (B) S. cerevisias&stamm Fermivifi, (C) S. cerevisias&Stamm 54.41, (D$. cerevisiasStamm 33
und (E)S. cerevisiae S. kudriavzevix S. bayanusstamm HL78.

Das Verhalten der getesteten Hefestamme im Streshuvh mit einem 19:1 Fructose:Glucose-
Verhaltnis unterschied sich nur wenig im Vergleibh dem Medium mit 9:1 Fructose:Glucose-
Verhaltnis. DieS. cerevisia&stamme Fermichar‘f?p Fermivirf, 54.41 und 33 erreichten QpWerte
zwischen 2,9 und 3,7. Ein relativ niedriges Wacdhmsigigte der Stamm HL78 (Qg 2,1).

Unabhangig von der Wachstumsleistung bauten bemgitdag 13 de6. cerevisiasstamm 33 und

Hybrid-Stamm HL78 die Fructose fast vollstandig Bieser Zustand wurde im Kulturmedium d&s
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cerevisiaeStammes 54.41 am Tag 16 erreicht. Trotz ihres mohachstums benétigten dig.
cerevisiaeStamme Fermicharfipund Fermiviff 19 Tage um Fructose bis auf < 1 % der Anfangs-
Konzentration abzubauen.

Stress-Medium 3

Hier wurde der Abbau von Fructose durch die Hefasi& im Stress-Medium mit 5,0 Vol% Ethanol
Uber 22 Tage beobachtet. Die Abbildung 12 stediseiErgebnisse dar.
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Abbildung 12: Das Wachstum und der Zucker-Abbaisiness-Medium 3 mit 9:1 Fructose:Glucose-Verhaltnis
minimaler Ammonium-Konzentration und 5,0 Vol% EtbarDargestellt sind Kulturen von: (A. cerevisiae
Stamm Fermichanfh (B) S. cerevisias&Stamm Fermivifi, (C) S. cerevisia&Stamm 54.41, (D$. cerevisiae
Stamm 33 und (E$. cerevisiaa S. kudriavzevix S. bayanu$Stamm HL78.

Unter diesen Stress-Bedingungen erreichte das te@¥iachstum mit einem QR-Wert von 4,2 der

S. cerevisiasStamm Fermivifi. Etwas verzogert im Wachstum, aber mit einemydgW/ert von bis

zu 3,2 folgten dieS. cerevisiaéstamme Fermichanip54.41 und 33. Ein verzégertes und niedrigeres
Wachstum zeigte d&. cerevisiaa S. kudriavzievik S. bayanusstamm HL78.
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Der S. cerevisia&Stamm 54.41 verwertete die Fructose am schnellstanTag 11 war die Fructose
bis auf 26,1 % und am Tag 13 bis auf 13,4 % deéraglichen Konzentration abgebaut. Wahrend
dessen bauten die restlichen Stamme die Fructodeagril héchstens bis auf 36,1 % (Fermichgmp
und am Tag 13 bis auf 15,9 % (Stamm 33) der Arddtonzentration abS. cerevisia&Stamme
54.41, Fermichanfhbund 33 verwerteten die Fructose mit solcher GeBuligkeit, dass am Tag 19
nur noch < 1 % der anfanglichen Fructose-Konzeapnttatim Medium vorlag. Dieses Ergebnis

erreichten die Stamme FermiVinnd HL78 am Tag 22.

Bei denS. cerevisiaé&tammen Fermicharfip54.41 und 33 war eine Verzégerung im Wachstum und
der Zuckerverwertung festzustellen. Trotzdem wwale diesen Hefestimmen die Fructose bereits am
Tag 19 bis auf < 1 % der Anfangs-Konzentration alagée

Trotz des schnellsten Wachstums war die Verwertdag Fructose durcts. cerevisia&Stamm
Fermivir® im Vergleich zu den restlichen Stammen langsanth/8I cerevisiae S. kudriavzevik S.
bayanusStamm HL78, dessen Wachstum am meisten verzégertanreichte < 1 % der anfanglichen

Fructose-Konzentration am Tag 22.
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Stress-Medium 4

Der Abbau von Fructose und das Wachstumgf)er untersuchten Reinkulturen im Wachstum und
Metabolismus hemmenden Stress-Medium 4 mit 9,0 Véti&nol wurden im Zeitraum von 35 Tagen
betrachtet und in der Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: Das Wachstum und der Zucker-Abbaisiness-Medium 4 mit 9:1 Fructose:Glucose-Verhaltnis
minimaler Ammonium-Konzentration und 9,0 Vol% EtbarDargestellt sind Kulturen von (A. cerevisiae
Stamm Fermichanfh (B) S. cerevisia&Stamm Fermivifi, (C) S. cerevisias&Stamm 54.41, (D$. cerevisiae
Stamm 33 und (E$. cerevisiaa S. kudriavzevik S. bayanusstamm HL78.

Die Stress-Bedingungen mit erhohter Ethanol-Konzgion hatten einen deutlichen Einfluss auf das
Wachstum der getesteten Hefestamme. Obwohl der nmadxi erreichte Ofs-Wert zwischen
ungefahr 2,3 und 3,4 lag, war das Wachstum teibveisrzdgert. Das schnellste Wachstum unter
diesen Bedingungen zeigt&h cerevisias&Stamme Fermicharfipund 54.41. Diese erreichten bereits
am Tag 9 einen OfgrWert zwischen 0,8 und 1,0. Auch d&rcerevisiasstamm 33 erreichte am Tag
11 ahnliche OlgyyWerte (zwischen 1,5 und 1,7). Etwas verzogert imacWétum im Vergleich zu

bereits erwahnten Hefestimmen \Bacerevisia&Stamm Fermivifi.
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Wahrend in der Reinkultur voB. cerevisiasstamm 33 bereits am Tag 22 die Fructose bis auf/s
ihrer Anfangs-Konzentration abgebaut wurde, bawt@nS. cerevisia&Stamme Fermichanfipund
54.41 diese Hexose bis Tag 26 fast vollstandighem im Wachstum verzdgerteh cerevisiae

Stamm Fermivifi gelang dies am Tag 35.

Stress-Medium 5 und 6

In den Stress-Medien 5 und 6 mit 12,0 Vol% Ethasiojeweils nur ein von allen getesteten Stamme
gewachsen. Der Abbau von Fructose im Stress-Mediinmmit vollstandiger Ammonium-
Konzentration wurde im Zeitraum von 41 Tagen undSitmess-Medium 6 mit minimaler Ammonium-
Konzentration von 60 Tagen betrachtet. Der Verldaé Zuckerabbaus und das dazugehérende

Wachstum sind in der Abbildung 14 zu sehen.
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Abbildung 14: Das Wachstum und der Zucker-Abbasiness-Medium mit 9:1 Fructose:Glucose-Verhaltnis
und 12,0 Vol% Ethanol. Dargestellt sind die Kukan (A) S. cerevisiaa S. kudriavzevik S. bayanusSstamm
HL78 im Stress-Medium 5 mit vollstandiger Ammoniionzentration und die Kultur von (B9. cerevisiae
Stamm Fermichanfim Stress-Medium 6 minimaler Ammonium-Konzentration

Es war festzustellen, dass im Stress-Medium milstéidigem Ammonium-Gehalt und 12,0 Vol%
Ethanol nur das Wachstum vom Hybi&d cerevisiaex S. kudriavzevix S. bayanusStamm HL78
erfolgte. Im gleichen Stress-Medium, aber mit miglien Ammonium-Konzentration wuchs wiederum
nurS. cerevisiasStamm Fermichanfip

In beiden Medien erfolgte das Wachstum erst naciia&fen. Der erreichte Qg-Wert von 5,3 vom
Stamm HL78 war deutlich héher als der @PNert von 2,1 vom Stamm Fermicha‘ﬁﬁpn Medium
mit minimalem Ammonium-Gehalt. Im Medium mit volistdigem Ammonium-Gehalt wurde die
Fructose komplett abgebaut innerhalb kirzerer Z&stim Medium mit minimaler Ammonium-
Konzentration.
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3.5 Aufnahme des"C-markierten Zuckers durch die Hefen

In dieser Versuchsreihe wurde die Aufnahme der Hemdoei ausgewéhlten Hefestammen geprift.
Der besondere Fokus galt der Frage, ob sich Stamiheinterschiedlichem Hexose-Transporter
Hxt3p und damit verbundenem unterschiedlichen Ghalen in dieser Hinsicht unterscheiden.

Somit wurden Vertreter der Typen FemiVifrermichamp und Hybrid-Stamme untersucht.

Die Aufnahme von Glucose und Fructose in die Hefezevurde nach 5 s gemessen. Dabei wurde
innerhalb einer Messung nur einer der beiden Zuakgeboten. Die Konzentrationen reichten von 0,1
bis 10,0 mM. In den Diagrammen sind Mittelwerte atiex durchgefihrten Messungen (Anhang,
Tabelle 29 bis Tabelle 31) zu sehen. Als Fehledallwvurde die jeweilige Standardabweichung

eingetragen.
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Abbildung 15: Aufnahme von Glucose und Fructosedellen desS. cerevisiasStammes FermicharfipDie
Zucker lagen in 0,1 — 10,0 mM Konzentrationen ¥ds. Trockengewicht wurde hier das Gewicht
gefriergetrockneter Zellen bezeichnet.

Es war festzustellen, da& cerevisia&Stamm Fermichanfpmit steigender Zucker-Konzentration
erwartungsgemald eine steigende Aufnahme der amgebotHexosen aufwies (Abbildung 15).
Zusatzlich festzuhalten ist, dass unabh&angig von Ze&ker-Konzentration eine ausgeglichene

Aufnahme von Glucose und Fructose erfolgte.

Weitere Messungen wurden in Suspension mit 5,0 mMcd@se- oder Fructose-Konzentration
durchgefuhrt (Abbildung 16). Es wurde der Einflugsn zwei Ethanol-Konzentrationen auf das
Zuckeraufnahme-Verhalten untersucht. Die 4,0 Vol¥aEol-Konzentration wurde entweder direkt in
die Zuckersuspension wahrend der Messung gegelmnirodie untersuchte Hefezellkultur 24 h vor
der Messung. Eine 10,0 Vol% Ethanol-Konzentratiaumrde der Hefekultur 24 h vor der Messung

zugesetzt.
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Abbildung 16: Aufnahme von 5,0 mM Glucose oder fose durch Zellen de&3. cerevisias&Stammes
Fermichamflin Anwesenheit von Ethanol. Als Trockengewicht weitder das Gewicht gefriergetrockneter
Zellen bezeichnet.

Bei direkter Zugabe von 4,0 Vol% Ethanol in den B&assatz, blieb die Aufnahme von Glucose
unbeeinflusst und die Fructose-Aufnahme war etwageschrankt (Abbildung 16). Die Aufnahme
von Glucose und Fructose stieg dagegen signifisapnhachdem 4,0 Vol% Ethanol der Zellkultur 24
h vor der Messung zugesetzt worden sind. DabederaFructose-Transport etwa doppelt so hoch wie
der Glucose-Transport. Auch 10,0 Vol% Ethanol hmatteinen positiven Einfluss auf die
Zuckeraufnahme. Allerdings waren diese Werte nigdrim Vergleich zur denen nach 24 stindiger
Inkubation mit 4,0 Vol% Ethanol. Auch in diesemIR@ar die Fructose-Aufnahme hoher als Glucose-
Aufnahme.

Die gleichen Experimente wurden r8it cerevisias&stamm Fermivifi durchgefiihrt.
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Abbildung 17: Aufnahme von Glucose und Fructosektellen des. cerevisiacsstammes Fermivih Die
Zucker lagen in 0,1 — 10,0 mM Konzentrationen vds. Trockengewicht wurde hier das Gewicht
gefriergetrockneter Zellen bezeichnet.

Auch fur diesen Stamm gilt, dass mit steigender z€mtration von angebotenem Zucker seine
Aufnahme in die Hefezellen stieg (Abbildung 17).fiillig war die héhere Aufnahme von Glucose

im Vergleich zu Fructose und zwar unabhangig varZadieker-Konzentration.
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Abbildung 18: Aufnahme von 5,0 mM Glucose oder sge durch Zellen de3. cerevisiasstammes Fermivih
in Anwesenheit von Ethanol. Als Trockengewicht waitder das Gewicht gefriergetrockneter Zellen betmest.
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Nach 5 s wurde die Zuckeraufnahme von direkt zugegem Ethanol (4,0 Vol%) kaum beeinflusst
und die Aufnahme von Glucose war hoher als diettose (Abbildung 18). Die Situation anderte
sich, wenn die gleiche Ethanol-Konzentration defekeltur schon 24 h vor der Messung zugesetzt
wurde. Insgesamt stieg der Zucker-Transport undddimahme von Glucose und Fructose war etwa
gleich. Auf gleiche Weise zugesetztes 10,0 Vol%aEth beeinflusste vor allem den Fructose-
Transport positiv, der doppelt so hoch ausfiel b@eAnwesenheit von 4,0 Vol% Ethanol.

Drei weitere Stamme mit unterschiedliché#XT3-Allel wurden auf ihr Glucose- und Fructose-
Aufnahmeverhalten untersucl8: cerevisiaé&stamm 54.41S. cerevisia&Stamm 33 und. cerevisiae

x S. kudriavzeviix S. bayanusStamm HL78. Die Bestimmungen erfolgten bei 50 mM
Konzentrationen von Glucose oder Fructose. Zuséitzivurde den Hefekulturen 24 h vor der

Messung 4,0 Vol% Ethanol zugesetzt.

In Abbildung 19 ist die Aufnahme von Glucose undidkose von allen untersuchten Hefestammen

vergleichend dargestellt.

w
—
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Abbildung 19: Aufnahme von Glucose oder FructoseliZellen deiS. cerevisia&Stamme Fermichanip
54.41, Fermivifi, 33 und vorS. cerevisiaa S. kudriavzevik S. bayanusStamm HL78. Die Messung erfolgte
nach 5 s. Als Trockengewicht wurde hier das Gewgetfitiergetrockneter Zellen bezeichnet.

Aus der Abbildung 19 wird sichtbar, dass die Auimahvon Hexosen, besonders von Fructose, durch
S. cerevisiasStamm 54.41 im Vergleich zu anderen Teststammdativehoch war. Eine
ausgeglichene Aufnahme beider Zuckern war beim St&mrmichamp festzustellenS. cerevisiae
Stamm 33, sowieS. cerevisia&Stamm Fermivifi, zeigten eine héhere Glucose- als Fructose-
Aufnahme. Die 24-stindige Inkubation mit 4,0 Voldh&nol hatte entweder keinen (Stamm 54.41)
oder einen positiven Einfluss (Stamme Fermichgniermivirt’, 33 und HL78) auf die Aufnahme
von Glucose im Vergleich zu Zellen ohne dieser ¥bdndlung. Der Stamm 33 erreichte nach 5 s die

maximale Glucose-Aufnahme in Hohe von 5,02 nmolfpedriergetrockneter Zellen. Das Ethanol
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beeinflusste die Fructose-Aufnahme d®r cerevisia&Stamme Fermicharfip Fermivir® und 33
positiv. Hier wurde der maximale Wert von Fermicipdnmit 3,39 nmol/mg gefriergetrockneter
Zellen erreicht. Beeintrachtigungen in der Fructdsénahme waren bei den Stammen 54.41 und
HL78 erkennbar.

Die Ergebnisse der Zuckeraufnahme-Messungen haémgigy, dass der unterschiedliche Hexosen-
Abbau des jeweiligen Stammes offensichtlich miteAWarianten des Hxt3p verbunden ist und auch
mit der Aufnahme von Glucose und Fructose korrelifeiterhin wurde untersucht, ob auch allele

Varianten der Hexokinasen einen Einfluss auf daséshalten der getesteten Hefestamme haben.

3.6 Hxklp- und Hxk2p-Aminosauresequenzen der untersuclen Hefestamme

Die Hxklp und Hxk2p sind in der Gattur8pccharomyce$ir die Phosphorylierung sowohl der
Glucose als auch der Fructose verantwortlich, withcke Glucokinase spezifisch fir die Glucose ist
(Barnett, 1997). Diese Reaktionen sorgen dafirs digs beiden Zucker nach dem Transport in die
Zelle nicht gleich wieder aus der Hefezelle diffiandn. Glucose und Fructose werden in dieser

aktivierten Form in die Glykolyse eingespeist.

Wahrend die cytoplasmatische Hxk2p ein Schlissgiander Glykolyse darstellt, ist die nukleare
Hxk2p in der Expressionskontrolle mehrerer Gene @egose-Metabolismus involviert (Moreno &
Herrero, 2002).

Somit spielen die Hexokinasen eine bedeutende R@Gllerend der Garung und wurden deshalb auf

Variabilitat innerhalb der Aminosauresequenz gdprif

3.6.1 Hexokinase 1

Die fur die Amplifizierung und Sequenzierung d¢xK1-Gens verwendeten Primer-Paare sind in der
Tabelle 11 aufgelistet. Als Grundlage diente dikamate Sequenz défXK1-Gens vom Laborstamm
S288c.

Tabelle 11: Zur Amplifizierung und Sequenzierung HXK1-Gens entwickelte Primer-Paare.

> 1?2 "3@A B A C &+) ( &) &0
K 1L2 07 67006667 7667766000 4E.
K 2B? 670676076 6660777677 7 4E.
K IL2" 60776 660 6606 07 660 » E3
K 2B?" 777000 7 06 0600 E8
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Wie aus Abbildung 20 ersichtlich, wurde die gesah#88 Basenpaare langeXT1-Sequenz aus zwei
Teilsequenzen zusammengesetzt, die mit Hilfe diefebePrimer-Paare HXK1FOR/HXK1REV und
HXK1FOR2/HKX1REV2 erhalten wurden.

1602 bp 2664 bp
l I
1 |
; I
1 ]
| FOR2 :
| ) |
FOR ! :
¢ 1 4 1 .
3 HXK1 . 5
5‘ . 1458 bp ; ' 3
| ; ﬁ : |
; [ EV2 ' '
' : REV e !
e s e :
! ] 1 I
0bp 1000 bp 2458bp 3458 bp

Abbildung 20: Ubersicht tiber die Bindestellen demr-Paare, die zur Amplifizierung und Sequenzigrdes
HXK1-Gens entwickelt wurden. Neben der schematisch dtgiifen 1704 bp langarXK1-Nukleotidsequenz
wurden flankierende Regionen in Lange von jewddi80Lbp abgebildet.

Es konnte dieHXK1-Sequenz von 20 Stdmmen verschiedener Arten dedur@@a$accharomyces
ermittelt und auf ihre Variabilitat gepruft werdgB.1). Darunter waren sowohl kommerzielle
Hefestdamme als auch in der Stammsammlung des IMWertegte Organismen. Diese und
zusatzliche aus der NCBI- und YRC-Datenbank entnenerSequenzen (insgesamt 61) sind in der
Tabelle 12 zusammengefasst. Eine Zusammenstellbag die Stamm-Herkunft befindet sich im
Anhang (Tabelle 21).
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Tabelle 12: Variable Regionen innerhalb der Hexak@éHxk1p in untersucht&accharomyceArten und ihren

-Substitutiome

Vergleich zur Aminosauresequenz von Hxk1lp des Lsthormes S288c. Blau markiert sind selbst sequeazier

Sequenzen.

ratthrlegt sind signifikante Aminosaure

Hybriden. Griin hinterlegt sind konservative

Spezies/Stamm

insgesamt: 485 AS
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$288c,BC187
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Innerhalb der Hxklp-Aminosduresequenz fast alletersnchten Wein- und Bier-relevanten
Hefestdmme konnten im Vergleich zun cerevisiaéstandardstamm S288c nur zwei konservierte
ausgetauschte Aminosauren festgestellt werden: VI2Lid K447N. Diese Hxklp-Variationen
scheinen ohne Bezug auf die Nutzlichkeit diesem@ié fur Wein-, Sekt- oder Bier-Produktion zu
sein. Eine hohere Variabilitdt in Allel-VarianteesHXK1 weisen die Umwelt-Isolate aus China auf
(Wanget al,, 2012).

Bei der Darstellung des Proteins Hxklp wurde dasogfdmm DS Visualizer Client
(http://accelrys.com/products/discovery-studio/aigation-download.php) verwendet. Mit seiner

Hilfe war es mdglich, die signifikanten AminosawBabstitutionen zu markieren (Abbildung 21).

Abbildung 21: Ein Struktur-Modell des Proteins Hpk(PDB Code: 3B8A) mit mdglichen signifikanten
Aminosaure-Substitutionen (gelb markiert) im Veigiezu Hxk1lp des Standardstammes S288c (Tabelldri2)
der Darstellung sind nicht alle Aminosaure-Austéessichtbar. Zusatzlich wurde eine der Substit@tion
(A11G) nicht aufgetragen, da das Ende des N-Tersnicht im Struktur-Modell vorhanden ist. Rot marki
sind die -Helices, blau markiert sind dieFaltblatter und griin die Loops.

Die Abbildung 21 zeigt, dass die signifikanten Apséure-Substitutionen innerhalb von Loops und
auf der Oberflache des Proteins liegen. Die Hxkapnksowohl als Monomer als auch als Dimer
vorliegen (Kuseet al, 2008). Damit haben diese Austausche wahrschiikkinen Einfluss auf die

Struktur, solange das Protein als Monomer vorliegggt die Hexokinase 1 als Dimer in der Losung

vor, kdnnten diese Substitutionen die Struktur dachit auch die Funktion beeinflussen.

3.6.2 Hexokinase 2
In der Tabelle 13 sind die Eigenschaften der PriReare, die zur Amplifizierung und Sequenzierung
des HXK2-Gens dienten, zusammen gefasst. Als Grundlage tediatie bekannte HXK2-

Nukleotidsequenz vor8. cerevisiad.aborstamm S288c.
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Tabelle 13: Zur Amplifizierung und Sequenzierung XK2-Gens entwickelte Primer-Paare.

> 1?2 "3@AB A C &+) ( &.) &0
K"IL2 7 77667077 7606766 676 7 " .8 4E4
K "2B? 0007 77667660660667 766 " . 3E
K "IL2"M 06600070060 7706 776 " 3" 8E*
K"2B?'M 0000066 660070607 " . 3E

*im Fall von unspezifischen PCR-Produkten, wurdengiwiinschten Banden aus dem Gel ausgeschnitteziuied

Aus der Abbildung 22 wird ersichtlich, wie dieIXK2-Sequenz mit Hilfe der Primer-Paare
HXK2FOR/HXK2REV und HXK2FOR2/HXK2REV2 amplifizietind ermittelt wurde.

Abbildung 22: Ubersicht {iber die Bindestellen dener-Paare, die zur Amplifizierung und Sequenzigrdes
HXK2-Gens entwickelt wurden. Neben der schematischedtelliten 1704 bp langétXK2-Nukleotidsequenz
wurden flankierende Regionen in Lange von jewddl8(Lbp abgebildet.

Auf diesem Weg konnte die DNA- Sequenz der Hexaénavon 13 Stammen ermittelt werden (8.1).
28 weitere aus den NCBI- und YRC-Datenbanken wumlen Vergleich herangezogen (Tabelle 21,

im Anhang). Die Aminosauresequenzen sind in deell@ald4 zusammen gefasst.
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Tabelle 14: Variable Regionen innerhalb der HexakeHxk2p in untersucht&accharomycefrten und ihren
Hybriden. Grin hinterlegt sind konservative, raithilegt sind signifikante Aminoséure-Substitutiome

Vergleich zur Aminosauresequenz von Hxk2p des Lstharmes S288c. Blau markiert sind selbst sequéazier
Sequenzen. * unvollstandige Sequenz
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Die Variabilitat innerhalb der untersuchten Aminessequenzen ist niedrig, allerdings gibt es eine
von der Herkunft unabhangige konservierte Aminos<ubstitution, die im Vergleich zum
Laborstamm S288c haufiger vorkommt: 1180V. Aufi@diAusnahme ist allele Variante von Hxk2p
des Hybrid-Stammes VIN7 die offenbar Sequenzabschnitte 8e&udriavzeviStammes IFO 1802
enthalt.

Mit Hilfe vom Programm DS Visualizer Client (httfatcelrys.com/products/discovery-
studio/visualization-download.php) konnten in dexkBp-Sequenz ausgetauschte Aminoséuren im

Struktur-Modell lokalisiert werden (Abbildung 23).

Abbildung 23: Ein Struktur-Modell des Proteins Hpk@PDB-Kode: 11G8) mit allen detektierten signifikan
Aminosaure-Substitutionen (gelb markiert) im Veigiezu Hxk2p des Standardstammes S288c (Tabelle 14)
Rot markiert sind die-Helices, blau markiert sind dieFaltblatter und griin die Loops.

Aus der Abbildung 23 wird ersichtlich, dass diengiiganten Aminoséaure-Substitutionen innerhalb
von Loops und auf der Oberflache des Proteins tiegéie im Fall von der Hxklp, kann auch die
Hxk2p als Monomer und Dimer vorkommen (Kusgral, 2008). In Form eines Monomers haben
diese Austausche wahrscheinlich keinen EinflussdeeifStruktur. Liegt die Hexokinase 2 aber als
Dimer in der Losung vor, kbnnen diese Aminosaurstausche einen Einfluss auf die Struktur und
auf die Funktion haben.

3.7 Hexokinase-Aktivitat der Testorganismen
Fur die Bestimmung der Hexokinase-Aktivitat ausgeited Hefestamme wurden diese bei 20im

B-Medium mit jeweils 50 g/l Glucose und Fructosétikiert. Der Zellaufschluss erfolgte nachdem die

Kulturen eine Olgyin H6he von mindestens 1,0 erreicht hatten.
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Die Hexokinase-Aktivitat der Zellextrakte wurde njweils Glucose und Fructose als Substrat
gemessen. Die Konzentration dieser Hexosen reiatte0,1 bis zu 10,0 mM. Aus den ermittelten
Werten (siehe Anhang, Tabelle 32 bis Tabelle 4G)xen V- und Ky-Werte bestimmt. Diese sind

fur alle untersuchten Stamme in der Tabelle 15musangefasst.

Tabelle 15: K;- und V. Werte der untersuchten Hefestdmme in Bezug aubklease-Aktivitat.

- &6) E &# J )
# - D- E DE
3E %d* % % 8 %83 %5* %5"
4" %5 *0p5 %" %33 %33 %
3 %4" *0585 %5 % %5 %5"
I &A % 3%" % 8 %5 %48 %43
I DA % %8 % %35 % %"
E. %58 3%4 % %55 %54 %"
4 % % 4 %" %.8 % 8 %8*
4 %" 4%" % 4 % % %83
53 %. %*5 % 8 % % 8 %5
3. %5 %3 %" %"3 % %8.
34 %" % * %" "% 3 "06*3 %5"
%35 *0/p*8 %" %*4 %44 %44
44 % % % 8 9%5* %88 % 3
x %4 %*4 % * %5 % %3
48 %8* %0535 %" %". %*8 %5

Die Hexokinase-Aktivitat wurde in Zellextrakten gessen, die alle Zellproteine enthalten. Bei den
Messungen wurde somit zwischen den Aktivitaten Memokinase 1 und 2 oder der Glucokinase nicht

unterschieden.

Die Zucker-Phosphorylierungsrate (V) der Hexokinasen war jeweils in d&n cerevisia&Stammen

16.1, 712, 156, Fermichafp Fermivir’, 54.41, 72, 596 sowie irB. bayanusStamm HL77

unabhangig vom verwendeten Substrat (Glucose adetdse) ahnlich hoch (Tabelle 15).

Etwas hohere V_-Werte unabhangig vom Substrat im Vergleich ertteic. cerevisia&Stamme 73,

642, 657 und 3211-1. Das gleiche gilt fur die Hglistamme 3211-2 und HL78.
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Trotzdem lagen die V__:V -Verhdltnisse aller getesteten Stamme zwischen (&6derevisiae

ax GIC ~ max Fru
X S. bayanusStamm 3211-2) und 1,25( cerevisias&Stamm Fermivifi). Dies lieR auf eine relativ

ausgeglichene Phosphorylierungsrate beider Hexallamuntersuchten Stammen schliel3en.

Betrachtet man die in der Tabelle 15 zusammengdefagg-Werte aller getesteten Hefestamme, ist es
auffallig, dass die K-Werte mit Fructose als Substrat mehrfach hoherewanls diejenigen mit

Glucose als Substrat.

Die hochsten K-Werte zeigteS. cerevisia&Stamm 73. Wahrend der JWert mit Glucose als
Substrat 1,23 mM betrug, ergab sich mit FructoseSabstrat ein Wert von 7,20 mM. Der niedrigste
Kn-Wert mit Glucose als Substrat wurde beim Stamm @945 mM) und mit Fructose als Substrat
beim Stamm 3211-1 (3,38 mM) ermittelt.

Da alle Stamme einen mehrfach hdheregWert mit Fructose als mit Glucose als Substrat

aufwiesen, lag das K_ K __ -Verhaltnis zwischen 0,085( cerevisia&stamme Fermichanfipund

596) und 0,23 . cerevisiasstamm 712). Auch diese Werte lagen nicht weit maseler und

bestétigten ahnliche Hexosen-Affinitat bei alletensuchten Stammen.
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4 Diskussion

Das Genom deS. cerevisiad.aborstammes S288c wurde 1996 sequenziert uri®isb groR. Die
etwa 6000 Gene sind auf 16 Chromosomen verteiltff¢@o et al, 1996). Die entsprechenden
Sequenzen von Weinhefen wurden spater verdffent{iBbrnemanet al, 2008; Novoet al, 2009).
Heute liegen einige Gesamtgenom-Sequenzen melBei@revisiasstamme vor (Litiet al, 2009;
Schachereet al, 2009).

Laut Legraset al (2007) sind 88 % alle®. cerevisia&stamme diploid. Dariber hinaus gilt dieser
diploide Zustand fur die meisten in der Wein-Hdistgy verwendeters. cerevisiasstamme. Diese
sind variabel heterozygot (Carreatbal.,, 2008). Beim kommerziellen Weinstamm EC1118 bdiragt
der heterozygotische Anteil weniger als 0,1 % (Biaret al, 2009).

Die S. cerevisia&stamme vermehren sich unter optimalen WachstundénBengen meistens
vegetativ durch Sprossung. Kommt es wahrend deweflex Vermehrung zur Sporenbildung und
Verschmelzung zweier haploiden Sporen verschiedeaarungstypen, werden diploide Organismen
generiert (Blondiret al, 2009). Durch eine Anpassung an stressige Bedgeyuim Wein, werden
sich homozygote diploide Organismen durchsetzeffi.ddesem Weg kann eine sogenannte Genom-

Erneuerung stattfinden (Mortimet al, 1994).

Die domestizierten Weinhefen unterscheiden sich @ufind der langfristigen genetischen und
physiologischen Anpassung voneinander (kital, 2009; Schacheret al, 2009; Boynton & Greig,
2014). Genomische Studien haben umfangreiche Biffean zwischen industriellen und
Laborstammen der AS. cerevisiaglemonstriert (Bornemaet al, 2008, 2011). Die allele Varianten
und damit auch Veranderungen im Phanotyp der Hafdarstreichen ihre Fahigkeit, sich an die
Umwelt-Bedingungen anzupassen (Bornenednal, 2008). Somit geben die Identifizierung und
Charakterisierung solcher alleler Varianten die Nbdgeit, Stdmme mit hoher Gérleistung zu
selektieren (Dunet al, 2005; Steensett al, 2014).

In diesem Zusammenhang hat sich diese Arbeit &leaVarianten vorHXT3 konzentriert, da dieses

Gen wahrend der ganzen Garung exprimiert wird usdhiadrigaffiner Carrier eine essentielle Rolle
bei der Mostvergarung spielt (Rodicio & Heinisctg08). Weiterhin wurden di&accharomyces

Stamme und ihre Interspezies-Hybride auf die Vetlong alleler Varianten der Hexokinase-Gene
HXK1 und HXK2, die fur Schlusselenzyme der Glykolyse kodierentersucht. Da die meisten
Studien mit Laborstammen, die nicht in der Lagedsibei niedrigen pH-Werten und hoher
Osmolaritat des Traubenmostes zu wachsen und dasime Bedeutung fur die Weinherstellung

haben, wurden im Laufe dieser Arbeit mehrere intkile Stamme und natirliche Isolate betrachtet.
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4.1 Variabilitat des Hexose-Transporters Hxt3p
DNA-Sequenzierung und Vergleich dd$XT3-Allels von 51 Saccharomycelrten und ihren
Hybriden ergaben finf Gruppen mit auffallendem Aosiéuren-Muster (Tabelle 8).

Die groRte Gruppe bildeten 15 Hefestamme mit déXiT3-Standard-Alleltyp desS. cerevisiae
Stammes S288c. Hierzu gehérten Weinhefen, Backamheid klinische Isolate verschiedener

geographischer Herkunft (Tabelle 21, Anhang).

Die zweite groRe Gruppe bestand aus sechs Stamiheinem FermichanipAlleltyp. Hier gab es
zehn Aminoséaure-Austausche im Vergleich zum Statsiamm. Ein zu dieser Gruppe sehr ahnliches
Aminosauren-Muster zeigten zwei weitere Stammee Bileinere dritte Gruppe bildeten zw8i
cerevisiaeStamme, die acht Substitutionen gegenuber denré&tefsStamm S288c aufwiesen. Auch
Bierhefen und Hybrid-Stamme, die entsprechend eiete und flinfte Gruppe bildeten, zeigten ein
charakteristisches Aminosduren-Muster. Die dreetsuchten Bierhefen verfiigten tber 11 bis zu 20
Substitutionen. Hybrid-Stamme zeigten 14 AminosdAwstausche im Vergleich zum Referenzstamm
S288c. S. kudriavzeviBtamm IFO1802 zeigte ein nahezu gleiches Subsetigs#Muster wie die
Hybride, aber noch weitere acht Substitutionen afie@ninus. Somit stammt dd$XT3-Gen der
Hybrid-Stamme wahrscheinlich von dies&accharomycesSpezies. Die restlichen Sequenzen,

reprasentiert vor allem von Labor- und Umweltisetatzeigten nur zwei bis finf Substitutionen.

Der S. cerevisiasstamm Fermichanfbwird zum Restarten von gérstockenden Mosten atmjese
Unter die gleiche Gruppe fielen weitere starkgaesBdccharomyceStamme wie 72 (Deutschland),
73 (Griechenland) und 54.41 (Deutschland). Dasclygs Aminosauren-Muster beziglich Hxt3p
zeigten die kommerzielle Sekthefe Stamm 657 unth®t&96, ein Isolat aus einem Trockenhefe-
Praparat. Weitere zwei Stdmme zeigten ein sehr iciesl Aminosauren-Muster: eine
Champagnerhefe aus Frankreich Stamm 642 und deBtalserkultur verwendete kommerzielle
Stamm Lalvin EC1118

Uberraschenderweise besaRen die Hybrid-Sta@neerevisiae S. kudriavzevik S. bayanudiL78
und S. cerevisiax S. bayanus3211-2, die aus spontan garendem Most isolierdemr einHXT3
Allel mit einem Muster, das identisch mit dem Alleabs dem kommerziellerB. cerevisiaex S.

kudriavzeviiWeinstamm VIN? war.

Die im Laufe der Arbeit ermittelteidXT3-Sequenzen der kommerziellen Weinhefen (Ferrijvin
Fermichamf) bestétigten die Ergebnisse von Guillauatel. (2007). Die Autoren beschrieben eine
spontane Mutation innerhalb desXT3-Gens des industriell genutztéh cerevisia@Neinstammes
Fermichamp. Diese Untersuchungen zeigten dariiber hinaus, diesgleichenHXT3-Varianten in
Weinstdmmen aus unterschiedlichen geographischgiof@n vorkommen. Es ist naheliegend, dass

solche Mutationen offenbar haufiger auftreten uad bletroffenen Stammen Vorteile verleihen.
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Die Variabilitdt der Hexose-Carrier scheint relatiech zu sein. Karpadt al (2008) haben die Gene
HXT1- 7, die fur die wichtigsten Hexose-Transporter koeligraus ach®. cerevisia&Stammen mit
Sequenzen des Laborstammes S288c verglichen. Bargahorten vier Traubenmost-Isolate und
zwei  kommerzielle  Weinstamme.  Nukleotid-Austauschedie zu  Unterschieden in
Aminosauresequenzen fuhrten, wurden in allen si¢texose-Transportern gefunden. Im Vergleich
zum S. cerevisiaeLaborstamm S288c wurden in den acht untersuchtémiSen bis zu acht
Aminoséaure-Austausche je Stamm und Gen festgedtaellGegensatz zu Ergebnissen dieser Arbeit,
war das GemdXT3eines der meist konservierten. Nur der Stamm UQGD28er auch innerhalb dieser
Arbeit betrachtet wurde, zeigte ein anderndXT3Allel mit acht Aminosdure-Substitutionen.
Weiterhin unterschied sich der Stamm UCD939 von dederen in einer Aminosaure-Substitution
(T371S) in diesem Gen. Eine niedrige Diversitatdeuauch bei Hxt2p und Hxt5p festgestellt. Ein
auffallend hoher Polymorphismus wurde bei Hxt1ptagxund Hxt7p Carriern beobachtet.

Auch die Ergebnisse von Hernandszal (2013), die Mezcal-Isolate der A®t cerevisiaaintersucht

haben, bestatigten einen hohen Polymorphismus haterHxtlp. Zusatzlich zu einem in diesen
Stammen sich wiederholenden charakteristischen éséiuren-Muster, wurden 14 weitere einmalige
Substitutionen gefunden. Auch innerhalb der Hxt8pifenz wiederholte sich ein Substitutions-
Muster im Vergleich zum Laborstamm S288c. Hier veurchber nur zwei zusétzliche Austausche

festgestellt.

4.2 Isoformen des Hxt3p-Transporters

Um einen maglichen Zusammenhang zwischenHdén3-Varianten und dem Zucker-Transport durch
diesen Carrier zu untersuchen, wurde ein Hxt3pkBirtModell auf Basis des Proton/Xylose-
Symporters XylE auk. colierstellt. Der Symporter XylE wurde auf Grund seine 30 % homologen
Struktur ausgewahlt. Eine Kristall-Struktur des ¢tefexose-Transporters Hxt3p war namlich bis jetzt
nicht verfigbar. Es wurden die ,outward-opdfonformationen des Carriers Hxt3p modelliert und
die Aminosaure-Substitutionen der drei Hauptgruppeh unterschiedlichem Aminoséuren-Muster
markiert. Diese Gruppen bildeten Stamme mit Feraniufi-Alleltyp, die Bierhefen und die Hybrid-

Stamme.

Alle drei Isoformen haben mehrere Aminosaure-Stliginen im Vergleich zur Hxt3p-Sequenz des
Standardstammes S288c. Die Aminosaure-Austauscheeftrieren sich auf drei besonders stark

variable Bereiche des Transporters (,Hotspots

Hotspot 1 lag in der Region zwischen den N- unde@inalen Domanen. Hierhin gehoérten der
Outside-Loop zwischen Transmembranregion 1 undd2die Transmembranregionen 2, 5 und 7. Da
die Transmembranen 5 und 7 erforderlich fir Sub&rkennung und/oder Zucker-Transport in dem

hochaffinem Hxt2p sind (Kasahara & Kasahara, 2088jhnten diese Aminosaure-Substitutionen
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auch einen Einfluss auf Funktionalitat des Hxt3pedma Unerwarteterweise gab es keine Aminosaure-

Substitutionen an der Substrat-Bindestelle, didanclieser Region vorliegt.

Hotspot 2 befand sich in der cytosolischen Doméatas heifldt in einem Inside-Loop zwischen
Transmembranregion 6 und 7. Diese cytosolische Demimschliel3t das Substrat wahrend des
Transports in der ,outward-ope#onformation. In diesem Zusammenhang verdndern die

Aminosaure-Substitutionen die Transport-Leistung @arriers (Wisedchaiset al, 2014).

In dem Outside-Loop zwischen Transmembranregiond®10 lag Hotspot 3. Da in XylE-Protein von
E.coli der entsprechende Loop kirzer ist, konnte die t8wpktur von Hxt3p nicht geklart werden.
Dieser Bereich konnte entweder mit der N-terminddemane, der C-terminalen Domane oder sogar
mit der Zellmembran interagieren. Nichtsdestotretheint dieser lange Loop in Hxt3p fur die
Funktion des Proteins wichtig zu sein. Es befirgleh im periplasmatischen Bereich der Hefezelle
und interagiert sehr wahrscheinlich direkt mit dtgxosen im Medium. Im Gegensatz dazu ist dieser
Loop im XylE-Protein vork.coli kurz und ihm wurde keine bedeutende Funktion zrdyesd (Suret

al., 2012).

Alle drei Gruppen (die Fermichaf{Typ Gruppe, Bierhefen und Hybrid-Stamme) besitsemit

signifikante Aminosaure-Substitutionen innerhalls @eansporters Hxt3p, die oben genannte Hotspots
bilden. Insofern tragt wahrscheinlich jede Isofaimses Transporters funktionelle Veranderungen mit
sich. Detaillierte Struktur- und Funktions-Experm® sind notwendig, um die Bedeutung der
Aminosaure-Substitutionen in Hxt3p aufzudecken. igéinauffallende Zusammenhénge werden

nachfolgend diskutiert.

4.3 Garleistung der Hefen mitHXT3-Allel-Varianten

Guillaume et al (2007) haben demonstriert, dass #iXT3-Allel-Variante des als Starterkultur
verwendbaren Stammes Fermich?mﬁ]r den verstarkten Fructose-Abbau verantwortlicdr. Die
Ergebnisse dieser Arbeit haben ein gleiches Verhaler Stamme mit dieser Allel-Variante bestatigt.
Getestet wurden dieS. cerevisiasstimme Fermicharfip und 54.41, die beziiglich Hxt3p-
Aminosauresequenz gleich sind, gegenuiber &Bveterevisiasstammen mit dem Standard-Alleltyp
von HXT3 Fermivir’ und 33.

Der Unterschied im Hexose-Metabolismus zwischerm8tén mit Fermichanfp und Standard-

Alleltyp war in der Mitte des Garverlaufs am dethiten sichtbar.

Beide Gruppen, sowohl mifermichamp- als auch FermiviftAlleltyp von HXT3 vergoren die
Glucose schneller als die Fructose. Der Unterschiget zwischen diesedXT3-Alleltypen beim
Zucker-Abbau lag darin, dass der Fermich&mMgp eine kleinere Differenz in der Abbau-

Geschwindigkeit der beiden Hexosen zeigte als demin®-Typ. Auch Liccioliet al (2011) haben
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zwanzig kommerzielleS. cerevisiaé&Stamme untersucht und festgestellt, dass Fermichasen

kleinsten Unterschied zwischen Glucose und Fruefdd®au zeigte.

Hernandezt al (2013) untersuchten die Garungsleistung von &cherevisiadsolaten, die am Ende
der Garung in einem traditionellen mexikanischerezdé¢ dominierten. Mezcal ist ein fermentierter
Agavensaft und reich an Fructose. Fermichamlignte dabei als eine fructophile Kontroll-Hefds A
einziger Stamm in dieser Studie hatte Fermictfamp Medium mit jeweils 100 g/l Glucose und

Fructose letztere vollstandig abgebaut. Dabei blie®?2 g/l Glucose Ubrig.

Kirzlich wurde beschrieben, dass der Triple-Hyl®idcerevisiaex S. kudriavzeviix S. bayanus
Stamm HL78 in der Lage ist, die Fructose effektaezubauen alS. bayanusstamm HL77 (Chriset

al., 2015). Sein fructophiler Charakter korreliereTransportexperimenten mit verstarkter Aufnahme
von Fructose im Vergleich zu Glucose. Insgesamhiedr sich dieser Stamm &hnlich wie di
cerevisiaeStamme Fermicharfipund 54.41. In diesem Zusammenhang ist zu erwéhmessS.
kudriavzeviiStamm IFO1802, der ein sehr ahnlich#sT3-Allel besitzt wie HL78, eine sehr gute
Garleistung bei niedrigen und mittleren Temperatuis4 - 22 °C) im Most zeigt (Gonzalez al,
2007).

Uberraschenderweise haben trotz Anwesenheit mehr&teess-Faktoren (Fructose:Glucose-
Verhéltnis von mindestens 9:1, minimale AmmoniunnKentration und Zugabe von Ethanol) alle
getesteterSaccharomyceStamme die Fructose in solchen Medien problemhxgebaut. Offenbar
waren die untersuchten Weinhefen gut an diese Badgen adaptiert. Erst in Anwesenheit von 12,0
Vol% Ethanol konnten sich nur noch wenige der detea Stamme durchsetzen: &rcerevisiae-
Stamm Fermichanfpund der Hybrid-Stamm HL78. In beiden Fallen startias Wachstum allerdings
erst nach einer langen lag-Phase von etwa 30 Tdgedje Zellen offenbar fir die Anpassung an die

Stress-Bedingungen bendotigten.

Hefen unterscheiden sich auch voneinander durcEttienol-Konzentration, die sie produzieren und
tolerieren konnen. Obwohl mdégliche Grinde daflrensiv untersucht wurden (wie z.B. die
Zusammensetzung der Cytoplasmamembran), ist esrimood nicht vollstdndig geklart, warum ein
Hefestamm Uber eine hohere Ethanol-Resistenz \ediggder andere. In dieser Arbeit wurde die
Empfindlichkeit gegentber Ethanol sowohl mit wacetten Kulturen als auch im batch-Verfahren mit

Zellsuspensionen bei Temperaturen von 15 °C urfi€2fetestet.

Im flissigen Sabouraud-Medium bei pH 3,5 fiel daaclstum der Teststamme bis zu 10,0 Vol%
Ethanol noch vergleichbar gut aus (Tabelle 5). Htiwanol-Konzentration von 15,0 Vol% hemmte
das Wachstum der Stamme unterschiedlich starkniBdriger Temperatur von 15 °C wuchsen 8ie

cerevisiaeStamme Fermichanipund 54.41 (gleichedXT3-Allel) hier am schnellsten.
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Die Vitalitat der Hefezellen, die mit Ethanol verewurden (Tabelle 6), war allgemein bei 15 °C
weniger beeintrachtigt als bei 20 °C. Bei 15 °*@i86. bayanu$Stamm HL77 die hochste Resistenz.

Abhangig von der Temperatur, pH-Werts des Mediumsl $einer Zusammensetzung hatten
verschiedene Hefestamme Ethanol-Resistenz gekfitgr Most-dhnlichen Stress-Bedingungen (pH-
Wert 3,5; 15 °C; Fructose:Glucose-Verhéltni®:1) waren die Stamme Fermichdmpnd Hybrid
HL78 besonders robust.

Die Zusammensetzung des Mediums ist fur das Vennaéer Hefen entscheidend. Sargbal (2008)
haben beispielsweise Hefen der Gatti8agrcharomycesind NichtSaccharomycegetestet. Dabei
haben fructophilezygosaccharomyces bailiind Torulaspora delbrueckiextreme Bedingungen bis
18,0 Vol% Ethanol in YPD-Medium Uberlebt. Trotzdeaben diese Stdmme keine Fructose im Most-

ahnlichen Stress-Medium abbauen kdnnen.

Die Ergebnisse von Arroyo-Lopez al. (2010) zeigten, dass die meisten deS2@charomyceteand
Nicht-Saccharomycetem der Lage waren, bis zu etwa 8,0 Vol% EthanolYMB-Medium ohne
Einfluss auf das Wachstum zu tolerieren. Diese laigse stimmen mit den eigenen Ergebnissen mit
Sabouraud-Medium Uberein. Alexandre & Charpenti®88) haben dagegen berichtet, dass bis zu 8,5
Vol% Ethanol im Medium die Geschwindigkeit in derluGose-Aufnahme und Aktivitat der
glykolytischen Enzyme unbeeinflusst blieben. Defmear die Fermentationsrate um etwa 50 %
reduziert. Diese Daten kdnnen nicht mit den Ergsdmmi dieser Arbeit verglichen werden, da in den

Stress-Medien nur wenig Glucose vorlag (2 bis % g/l

Als Antwort auf den Ethanol-Stress haben HefenAdesS. cerevisia@inige Strategien entwickelt. Sie
wirken den hohen Ethanol-Konzentrationen entgemelem sie z.B. die Membran-Zusammensetzung
andern. Steigt die Konzentration an ungesattigetts&uren und Ergosterol in der Membran, nimmt
ihre Fluiditat ab (Dinget al, 2009). Arroyo-Lopezt al (2010) demonstrierten, dass die wichtigste
ungesattigte Fettsaure in diesem Zusammenhanglsii@i® ist. Diese Tatsache haben bereits &tou
al. (2003) bewiesen. Deswegen ist die Zusammensettesdlediums so wichtig. Fehlen die Lipide
oder ihre Vorstufen, kann das einen negativen &ssflauf die Ethanol-Resistenz haben. Zur Stress-
Antwort der Hefezellen gehort auch die Erhdhung Alivitat der Membran-gebundenen ATPase.

Diese wirkt dem durch Ethanol induzierten Protoh#hux entgegen (Dingt al, 2009).

Eine weitere Antwort auf Ethanol-Stress ist die lixjgerung von Faktoren, die denaturierte Proteine

stabilisieren, reparieren und/oder degradierens®igehtren zur HSR (the heat shock response)-
Antwort (Estruch, 2000). Als Folge des physiolobiie Zustands der Hefezellen wird auch eine GSR
(general stress response)-Antwort aktiviert, dee dellen auch vor anderen Stress-Faktoren schutzt.

Hierzu gehdrt u.a. die Trehalose- und Glykogen-ARrklation (Alexandreet al, 2001).
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Die Konzentration des in den Stress-Medien freliegenden Stickstoffs (in Form von Ammonium-
Sulfat und einer Reihe von Aminosauren) betrug é®@ang/l. Diese Konzentration lag laut Literatur
unter der minimalen Stickstoff-Konzentration (14Q/l) die zu vollstandigen Vergarung eines
Mostes mit einer Zucker-Konzentration von 200 gdtig ist (Bell & Henschke, 2005). Laut
Untersuchungen von Orliet al (2010) reicherS. cerevisiae0 mg/l Stickstoff, um die gleiche
Zucker-Menge vollstandig abzubauen. Allerdings gl Anspriiche der Weinhefen in Hinsicht auf
freies Ammonium Stamm-spezifisch (Manginett al, 1998). Trotzdem konnten im Laufe dieser
Arbeit auf Grund einer Ammonium-Konzentration votwa 40,0 mg/l in Verbindung mit einem
ungunstigen Fructose:Glucose-Verhaltnis keine Begihtigungen im Wachstum und Hexose-

Vergarung festgestellt werden. In diesen Medieeragur 40 g/l Gesamt-Zucker vor (Tabelle 9).

Vermutlich konnten die untersuchtésaccharomyceStamme auf die im Medium vorliegenden
Aminosauren zurickgreifen. Eine solche Situationrdeuvon Christet al. (2015) beschrieben.
Stamme vorS. bayanudiL77 undS. cerevisia S. kudriavzevik S. bayanusiL78, die aus einem
spontan garenden Most isoliert wurden, konnten lmvésenheit von Ammonium wachsen, sofern

Aminosauren oder Proteine vorhanden waren.

Im Laufe dieser Arbeit konnte dieses Verhalten ®ncerevisiaex S. kudriavzevix S. bayanus
Stamm HL78 in Anwesenheit von 12,0 Vol% Ethanohnibestétigt werden. Wahrend in 12,0 Vol%
Ethanol-haltigem Medium mit minimaler Ammonium-Kamtration der Stamm Fermichafnp
wachsen konnte, hat sich der Hybrid-Stamm HL78 inurMedium mit 12,0 Vol% Ethanol und
vollstandiger Ammonium-Konzentration an die Bedingen angepasst. Allerdings wurden die
Untersuchungen von Christ al. (2015) nicht in Ethanol-haltigen Medien durchdetu

Wahrscheinlich hatte die hohe Alkohol-Konzentratieinen negativen Einfluss auf die Stickstoff-
Aufnahme im Stress-Medium. In Folge kommt es zufiegen der Proteinsynthese und zum Abbau

proteinhaltiger Zellkomponenten, u.a. der Hexosaagporter (Cardoso & Ledo, 1992a).

4.4 Hexosen-Aufnahme durch die Hefen miHXT3-Allel-Varianten

Es ist schon lange bekannt, dass es innerhalbSvarerevisia&stammen unterschiedlich effektive
Glucose-Aufnahme-Systeme gibt (Does & Bisson, 1989 Zuckeraufnahme-Messungen im
Rahmen dieser Arbeit haben gezeigt, dass wahreadStimme mit dem Standard-Alleltyp die
Glucose schneller als Fructose aufnahmen, trarispert die Stamme mit dem Fermichdtllel

die beiden Hexosen zumindest gleich schnell (Abinigd 15 und Abbildung 17). Dies stimmte mit
dem Garverhalten dieser Stamme Uberein. Diesemaimsahang konnte allerdings von Guillaugte
al. (2007) nicht bestatigt werden. Die kinetischenaRaeter des Zucker-Transports waren beim

Fermichamf- und Femiviff-Typ sehr &hnlich.
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Christet al. (2015) haben die Garleistung der aus spontangénemdost mit Garstérungsproblemen
isolierten S. bayanusStamm HL77 und spéter in diesem Most dominierteipl@Hybrid-Stamm
untersucht. Diese®. cerevisia S. kudriavzevik S. bayanusstamm HL78 hat die Fructose besser
als derS. bayanusStamm HL77 vergoren. Dies korreliert mit den Tgorsmessungen in der
vorliegenden Arbeit, die zeigten, dass Stamm HLA&®©se schneller aufnimmt als Glucose (Christ
et al, 2015).

Im Gegensatz zu den im Laufe dieser Arbeit untdrsuc Wildtyp-Stammen, in denen Gene fir alle
Carrier der Hxt-Familie vorlagen, haben Guillauetel. (2007) die Zuckeraufnahme-Messungen mit
einem Mutanten-Stamm, in dem nHiXT3 exprimiert wurde, durchgefuhrt. Obwohl dadurch die
Aktivitat weiterer Transporter ausgeschlossen werd#tann, sollte man auch solche knock-out
Experimente kritisch betrachten. Zum Beispiel bdesten Yeet al (2001), dass Hxt7p in®.

cerevisiaeWildtyp erst zu Ende der Garung exprimiert wircenm niedrige Zucker-Konzentrationen
vorhanden sind. In einer Deletions-Mutante mit mliesem Hexose-Carrier, war dieser standig
exprimiert und seine Expressionsrate erhfhte sod bei niedrigen Glucose-Konzentrationen. Die
knock-out Mutanten konnen somit alternative Stoffiaselwege einschlagen, um die Wildtyp

Funktionen wieder herzustellen.

Da HXT3Gen bis zum Ende der Géarung exprimiert wird, weereits als stressig zu bezeichnete
Ethanol-Konzentrationen vorliegen, stellt sich dieage, ob der Carrier besondere Eigenschaften

besitzt, die der Hefe Ethanol-Resistenz verleiht.

Die Ergebnisse der Zuckeraufnahme-Messungen habeeigh, dass Ethanol, in Abh&angigkeit von
seiner Inkubationszeit mit den Zellen, einen umi@edlichen Einfluss auf die Aufnahme von
Hexosen hatte. Wurde Ethanol (EndkonzentratiorV4)@o) direkt in den Messansatz zugegeben, war
die Aufnahme von Glucose und Fructose bei Fermipgfiamd Fermivif? kaum beeinflusst. Wurden
die Zellen 24 h vor der Messung mit gleicher Ethd€mnzentration inkubiert, stieg die
Zuckeraufnahme bei beiden Stammen signifikant adhMhd beim Stamm Fermichafnglie
Fructose-Aufnahme etwa doppelt so hoch wie der &edransport war, war die Aufnahme von
beiden Hexosen beim Stamm Fermfviatwa gleich. Auf gleiche Weise zugesetztes 10,0%/0

Ethanol hatte ebenfalls noch einen positiven Egsflauf die Zuckeraufnahme.

In Hinsicht darauf, dass das Ethanol Proteine undewe Zellbestandteile denaturiert, u.a. auch
Transport-Systeme (Salmon, 1989; Hallsworth, 1988)lie erhdhte Zuckeraufnahme nach Ethanol-
Inkubation ein Uberraschendes Ergebnis. Trotzddmistes nachvollziehbar zu sein, dass in einer
solchen Stress-Situation, wenn z.B. die ungeséttiffettsauren synthetisiert werden, die Energie in
Form von Zucker gebraucht wird. Der Transport kaanunter der Voraussetzung funktionieren, dass
die Stress-Antwort der Zelle effektiv arbeitet. (kegebnisse von Santes al (2008) unterstitzen

diese These. Diese Untersuchungen haben namliclorderiert, dass eine hohere Aufnahme und
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Abbaurate der Hexosen erreicht wird, wenn Zelléa,sich in der exponentiellen Wachstumsphase
befinden, zuvor mit Ethanol inkubiert wurden. DieBdfekt war bereits nach 2 h Inkubation mit 6,0
Vol% Ethanol festzustellen. In der Tat konnte imrhR&n dieser Arbeit eine h6here Aufnahmerate der
Hexosen im Vergleich zu Zellen ohne vorheriger &#hdiger Ethanol-Inkubation nachgewiesen
werden. Wurde Ethanol direkt in den Messansatz gelgen, wurde die Zuckeraufnahme kaum
beeinflusst. Ob die schnellere Aufnahme des Zuckemie Zellen auch dessen Abbau begunstig,
wurde hier nicht untersucht. Die Abbaurate wurde imuMedien getestet, die zusatzliche Stress-
Faktoren enthielten. Dartber hinaus verliefen dach®tum und der Zuckerabbau in diesen Medien
langsamer als im B-Medium. Die erhOhte Zuckeraufmahin Anwesenheit vom Ethanol ist laut
Santoset al. (2008) auf die Resistenz der Hexose-Transportgem@er Ethanol zurtickzufiihren. Die
getesteten Carrrier Hxtl - 7p reagierten auf 12)08/Ethanol (ohne vorheriger Anpassung) abhéngig
von der Wachstumsphase unterschiedlich empfindbah fir die Garung entscheidenden Transporter
Hxtlp und Hxt3p zeigten sich in der exponentieNgachstumsphase weniger empfindlich als in der

stationaren Phase.

Die Transportmessungen ergaben keinen Zusammergvaisghen Stammen mit unterschiedlichen
HXT3-Allelen und ihren Verhalten gegeniiber dem Ethamie 24-stiindige Inkubation mit 4,0 Vol%
Ethanol im Kulturmedium hatte entweder keinen (Star4.41) oder einen positiven Einfluss
(Stamme Fermicharfip Fermivir, 33 und HL78) auf die Zuckeraufnahme im VergleithZellen

ohne diese Vorbehandlung.

Hernandezt al. (2013) haben beobachtet, dass Fermicfampler Lage ist, im Medium mit einem
9:1 Fructose:Glucose-Verhaltnis mehr Ethanol (42,a,1 g/l) als im Medium mit einem 1:9
Fructose:Glucose-Verhaltnis (39,0 + 0,8 g/l) zudomeren. Das gleiche galt fur den Stamm LCBG-
3Y8 (entsprechend 37,2 + 4,4 g/l und 31,5 = 0,8Htlanocl). Allerdings gab es auch hier keinen
direkten Zusammenhang zwischen dem Verhalten dami8e und ihrerHXT1- oder HXT3-

Nukleotidsequenz.

Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die korrektpré&ssion desiXT3-Gens eine wichtige Rolle in
der Ethanol-Toleranz der Hefe spielt. Bei Untersungen von Karpekt al (2008) reagierte der
Stamm UCD932, dem das GeHAXT3 fehlte, im Gegensatz zu anderen Deletionsmutanten
empfindlich, wenn am Anfang der Garung 5,0 Vol%dsiol zugesetzt wurde. Die Autoren kamen zu
dem Schluss, dass der Carrier Hxt3p eine essenRellle fur die Energieproduktion der Hefe spielt.
Sein Verlust beeintréchtigt die Alkohol-Toleranz sbeders in der frihen exponentiellen

Wachstumsphase der Hefe-Garung.

Es wurden einige molekulare Unterschiede zwischegrkdrz- und langfristigen Antwort auf Ethanol-
Stress in verschiedenen Studien beobachtet. Diersirdhungen zur langfristigen Antwort (liber einen

Zeitraum von 15 Tagen) der Hefen im garenden Mabeh gezeigt, dass im Gegensatz zur Ethanol-
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Zugabe ohne vorheriger Anpassung u.a. kein Glycagkkumuliert wird und nur wenige Gene der
HSR-Antwort induziert werden (Zuzuarregeti al, 2006; Markset al, 2008). Moglicherweise wird

auf ahnlichem Weg die Zuckeraufnahme in Stressafamen gesteuert. Es gab namlich einen
Unterschied in der Aufnahme der Hexosen abhangigrdavie lange das Ethanol bereits im Medium

vorlag.

4.5 Die Rolle der Hexokinasen im Zucker-Metabolismus

Da dieHXK1- undHXK2-Gene in den untersucht&accharomyceStammen weitgehend konserviert
sind, scheinen die molekularen Varianten fiir Unteiede in der Glucose- oder Fructose-Praferenz
dieser Stamme nicht verantwortlich zu sein. Auch @e Anpassung an Umwelt-Stressfaktoren
scheinen sie keinen Einfluss zu haben. Es schagtivollziehbar, dass diese intrazellularen Proteine
die enzymatische und regulatorische Funktion halvenjger variabel sind als der Transporter Hxt3p,

der dem AulRen-Milieu direkt ausgesetzt ist.

Trotzdem, kénnen auch einzelne Aminosaure-Austauscien dramatischen Einfluss auf die Protein-
Struktur und ihre Aktivitat haben. Alle moglichemmnosaure-Austausche in Hxk1p- und Hxk2p-
Sequenzen, die innerhalb dieser Arbeit festgesteitden, liegen in dulerem Bereich der jeweiligen
Protein-Struktur. Diese kdnnen eventuell eine Badey haben, wenn die Proteine als Dimere
vorliegen (Kuseret al, 2008). Unter solchen Bedingungen wére eine \W&rdmg in den
Interaktionen zwischen den zwei Untereinheiten metigiGegen eine bedeutende Verdnderung in der
Aktivitat dieser Proteine spricht aber die Tatsadiess die beobachteten Aminosaure-Austausche
innerhalb von Loops liegen. Wirden diese innerhalb -Helices oder -Faltblatter vorkommen,

konnten die ausgetauschte Aminosauren die Strgkduk verandern.

Weiterhin koénnte eine unterschiedliche Expressien@eneHXK1 undHXK2 einen Einfluss auf die
Garleistung delS. cerevisiasstamme haben. Die Ergebnisse der Aktivitits-Megsnrgaben aber
keine Hinweise da drauf. Alle untersucht®accharomyceStamme zeigten néamlich eine hohere
Affinitat zu Glucose als zu Fructose. DigMVerte fiur Fructose waren fir jeden Stamm mehrfach
hoher als die fir Glucose. Auch die von Bertlalsal (2008) untersuchten Stamme verfligten Uber
niedrigere K;-Werte fir Glucose im Vergleich zu Fructose. Hidigyt sicherlich eine Hauptsache

warum Fructose generell langsamer verwertet wisdGlicose. Die V_-Werte waren ahnlich hoch

fur beide Hexosen.

Die Untersuchungen von Berthesal (2008) haben gezeigt, dass die unterschiedlidbeoSe- und
Fructose-Verwertung mit den kinetischen Eigensemafter Hexokinasen korreliert. Weinstdmme mit
hoheren Fructose- und Glucose-Phosphorylierungsiate niedrigeren kWerten sollten demnach
weniger zu Garstockungen neigen. Die Untersuchumgérl5 weinrelevanten Stammen im Laufe

dieser Arbeit konnten diese Hypothese nicht uniezsh.
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Die Hexokinase-Aktivitat ist zweifelsohne ein betdsder Schritt im Zucker-Metabolismus (Petit
al., 2000; Berthel®t al, 2008). Weder die enzymatischen noch die moleknl®aten dieser Arbeit
ergaben jedoch keine Hinweise, die auf dieser Eb®t@nm-spezifische Unterschiede in der
Glucose/Fructose-Verwertung erklaren wirden. Lauitl&imeet al (2007) sind Hexokinasen in der

Lage, schneller den Zucker zu phosphoryliereniglsed in die Zelle aufgenommen wird.
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5 Ausblick

Alle drei Hauptgruppen, die sich in der Variantes t£XT3-Allels voneinander unterscheiden (die
FermichamP-Typ Gruppe, Bierhefen und Hybrid-Stamme), besitzggnifikante Aminosaure-
Substitutionen innerhalb des Transporters Hxt3pwahrscheinlich jede Isoform dieses Transporters
funktionelle Veranderungen mit sich tragt, sind tesed Experimente notwendig, um die Bedeutung
der Hotspots in Hxt3p aufzuklaren. Hierflr solltgrhysiologische Versuche mit Mutanten

durchgefuhrt werden bei denen einzelne signifikdmenosauren ausgetauscht wurden.

Dies ware auch von industriellem Interesse, da mufé& dieser Arbeit bestéatigt wurde, dass es
bedeutende Unterschiede in der Vergarung von Géuaosd Fructose zwischen Weinhefen der
Gattung Saccharomycegjibt, die z.T. mit Struktur-Varianten des Hexogasisporters Hxt3p
korrelieren. Die Zuckeraufnahme-Messungen haben rdiativ gute Fructose-Aufnahme dieser
Stamme bestatigt. Demzufolge kdnnten allele VagiantonHXT3 ein nitzliches Kriterium bei der
Auswahl garstarker Hefen fir die Weinherstellunop.selierfir sollten weitere robuste Hefestdmme

auf ihre Variante dedXT3-Allels gepruft werden.

Nicht nur die Auswirkung der signifikanten AminosétSubstitutionen auf die Proteinstruktur und
Effizienz des Hexose-Transports, sondern auch dgliome Zusammenhang mit Ethanol-Resistenz
sollten weiter untersucht werden. Die Ergebnisssati Arbeit zeigten namlich, dass eine 24-stiindige
Inkubation mit 4,0 Vol% Ethanol entweder keinen rodeinen positiven Einfluss auf die

Zuckeraufnahme bei Hefen mit unterschiedlicher Xgform hatte.
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6 Zusammenfassung

In Hinsicht darauf, dass sic®. cerevisiasstamme im Laufe der Domestizierung und Anpassumg a
verschiedene Habitate genetisch verandert habeewn dieser Arbeit eine reprasentative Auswabhl
von Labor-, kommerziellen und in der Natur vorkonmahen SaccharomyceStdmmen und ihren
Interspezies-Hybriden auf die Verbreitung allelaridnten der Hexokinase-GehriXK1 und HXK2
getestet. Von den Hexose-Transportern stand HxtBWlittelpunkt, da seine essentielle Rolle bei der

Vergarung von Glucose und Fructose bereits belegiiev

Im Laufe dieser Arbeit wurde bestétigt, dass esebtmhde Unterschiede in der Vergarung von
Glucose und Fructose zwischen Weinhefen der GatBawgharomycesgibt, die z.T. mit Struktur-

Varianten des Hexose-Transporter Hxt3p korrelieren.

Insgesamt 51 Hefestdmme wurden auf ihre alleleavitei deHXT3-Gens untersucht. Dabei haben
sich drei Hauptgruppen (die Fermichdtpyp Gruppe, Bierhefen und Hybrid-Stamme) mit
unterschiedlichemHXT3-Allel ergeben. Im Zusammenhang mit der Weinhestgl wurden

signifikante Nukleotid-Substitutionen innerhalb déXT3-Gens der robuste8. cerevisia&tamme

(wie z.B. Sekthefen, kommerzielle Starterkulturemd Hybrid-Stammen festgestellt. Diese Hefen
zeichneten sich durch die Fahigkeit aus, den Mgt stressigen Umwelt-Bedingungen (wie hohe
Ethanol-Konzentration, reduzierter Ammonium-Gehaftginstiges Glucose:Fructose-Verhaltnis) zu

vergaren.

Es konnte bestétigt werden, dass #HXT3-Allel-Variante des als Starterkultur verwendbaren
Stammes Fermicharfip fir den verstarkten Fructose-Abbau verantwortlisar. Ein gleiches
Verhalten der Stamme mit dieser Allel-Variante waigbenfalls beobachtet. Getestet wurdenSdie
cerevisiaeStamme Fermichanipund 54.41, die beziiglich Hxt3p-Aminosauresequeeichy sind,
gegeniiber zweB. cerevisia&Stammen mit denHXT3-Standard-Alleltyp Fermivih und 33. Der
Unterschied in der Hexose-Verwertung zwischen Stémmit Fermichanip und Standard-Alleltyp
war in der Mitte des Garverlaufs am deutlichsterbeabachten. Beide Gruppen, sowohl FKT3
Fermicham- als auch FermivifrAlleltyp vergoren die Glucose schneller als diaidfose. Der
Unterschied aber zwischen diesdiXT3-Alleltypen bei der Zucker-Verwertung lag darin,sdader
FermichamB-Typ eine kleinere Differenz in der Abbau-Geschvigkeit der beiden Hexosen zeigte
als der Fermivifi-Typ. Die Zuckeraufnahme-Messungen haben die vetpite Fructose-Aufnahme

dieser Stamme bestatigt.

Ebenfalls korrelierte der fructophile Charakter @eiple-Hybrides S. cerevisiae S. kudriavzevik S.
bayanusStamm HL78 in Transportexperimenten mit verstarkigfnahme von Fructose im Vergleich
zu Glucose. Insgesamt zeigte dieser Stamm &hnlivtezbalten wie dieS. cerevisia&Stamme
Fermichamf und 54.41.
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In dieser Arbeit wurde ein Struktur-Modell des Heaeélransporters Hxt3p erstellt. Als Basis diente
die zu 30 % homologe Struktur des Proton/Xylose4sgnters XylE augscherichia coliAnhand des
Hxt3p-Modells konnten Sequenzbereiche mit hohenaéditat (Hotspots) in drei Hxt3p-Isoformen
der Hauptgruppen (die Fermichatspyp Gruppe, Bierhefen und Hybrid-Stamme) detektiggrden.
Diese signifikanten Aminoséure-Substitutionen, €iee mogliche Veréanderung der physikalischen
und chemischen Eigenschaften des Carriers mit wictgen, konzentrieren sich auf drei Bereiche.
Dazu gehdren die Region zwischen den N- und C-teaten Domé&nen, die cytosolische Doméne und

der Outside-Loop zwischen Transmembranregion 9luadsmembranregion 10.

Obwohl die Transportmessungen keinen Zusammenhaiggiren Stdmmen mit unterschiedlichen
HXT3-Allelen und ihrer Toleranz gegenuber Ethanol eegalwurde ein signifikanter Anstieg in der
Zuckeraufnahme nach vorheriger 24-stundiger Inkabahit 4 Vol% Ethanol bei den Teststammen

beobachtet.

Insgesamt konnten allele Varianten vBiXT3-Gen ein nitzliches Kriterium bei der Suche nach
robusten Hefen fur die Weinherstellung oder fur eaadindustrielle Anwendungen sein. Die
Auswirkung dieser Modifikationen auf die StrukturduEffizienz des Hexose-Transporters, sowie der

mogliche Zusammenhang mit Ethanol-Resistenz misséar ausfihrlich untersucht werden.

Ein Zusammenhang zwischen den niedrig variablealAMbarianten der Hexokinase-GehxXK1 und

HXK2 und dem Zucker-Metabolismus wurde nicht gefunder® Hexokinasen der untersuchten
Stamme wiesen allerdings generell eine signifikaygengere Affinitat zu Fructose im Vergleich zu
Glucose auf. Hier liegt sicherlich eine Haupturgactir den Anstieg des Fructose:Glucose-

Verhaltnisses im Laufe der Vergarung von Traubernems
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8 Anhang

Tabelle 16: OlygWerte (Mittelwert und Standardabweichung) wahrdad Wachstums der Stamme 16.1,
54.41, Fermichanfp Fermivirf, HL77 und HL78 im Sabouraud-Medium ohne Ethanol.

Tag
Stamm 0 1 4 7 10 14
15°C
16.1 MW 0,00 0,06 6,50 9,10 9,00 9,40
STABW 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00 0,30
54.41 MW 0,00 0,07 2,10 6,70 6,80 6,80
STABW 0,00 0,00 0,40 0,10 0,30 0,30
Fermichamf} MW 0,00 0,09 5,40 8,00 7,80 8,50
STABW 0,00 0,00 0,30 0,00 0,60 0,40
Fermivir® MW 0,00 0,11 8,60 10,10 10,10 10,40
STABW 0,00 0,00 0,30 0,10 0,10 0,30
HL77 MW 0,00 0,12 8,10 9,40 10,10 10,90
STABW 0,00 0,00 0,40 0,30 1,30 1,00
HL78 MW 0,00 0,06 7,60 9,10 8,80 9,20
STABW 0,00 0,00 0,30 0,10 0,60 0,30
20 °C
16.1 MW 0,00 0,31 7,50 7,60 7,60 7,90
STABW 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 0,10
54.41 MW 0,00 0,23 5,30 6,00 6,10 8,30
STABW 0,00 0,00 0,10 0,30 0,70 0,10
Fermichamf} MW 0,00 0,22 5,70 6,40 7,00 8,20
STABW 0,00 0,00 0,70 0,00 0,00 0,30
Fermivir® MW 0,00 0,20 7,70 7,90 7,90 8,60
STABW 0,00 0,00 0,40 0,40 0,40 0,60
HL77 MW 0,00 0,18 5,50 6,80 7,50 7,80
STABW 0,00 0,00 0,40 0,30 1,30 0,00
HL78 MW 0,00 0,22 6,90 7,40 7,60 9,20
STABW 0,00 0,00 0,10 0,00 0,80 0,30
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Tabelle 17: OlgygWerte (Mittelwert und Standardabweichung) wahrdad Wachstums der Stamme 16.1,
54.41, Fermichanfh Fermivir®, HL77 und HL78 im Sabouraud-Medium 1,0 Vol% Ethiano

Tag
Stamm 0 1 4 7 10 14
15°C
16.1 MW 0,00 0,07 7,80 9,50 9,10 9,30
STABW 0,00 0,00 1,10 0,10 0,10 1,00
54.41 MW 0,00 0,07 3,30 7,50 7,10 6,60
STABW 0,00 0,00 1,30 0,10 0,10 0,80
FermichamB MW 0,00 0,10 5,70 8,20 7,70 8,20
STABW 0,00 0,00 0,10 0,00 0,10 0,30
Fermivir® MW 0,00 0,10 9,80 9,70 8,80 9,40
STABW 0,00 0,00 1,40 0,40 0,30 0,30
HL77 MW 0,00 0,09 8,50 9,10 8,80 9,40
STABW 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00 0,30
HL78 MW 0,00 0,06 8,40 9,40 9,00 9,10
STABW 0,00 0,00 0,60 0,30 0,60 0,40
20 °C
16.1 MW 0,00 0,27 7,40 7,80 8,70 8,80
STABW 0,00 0,00 0,30 0,00 1,00 0,00
54.41 MW 0,00 0,24 5,10 5,70 6,00 7,30
STABW 0,00 0,00 0,10 0,10 0,60 0,40
FermichamB MW 0,00 0,22 5,30 6,50 6,60 7,10
STABW 0,00 0,00 0,70 0,10 0,30 0,10
Fermivir® MW 0,00 0,18 7,70 8,60 8,60 9,60
STABW 0,00 0,00 0,10 0,00 1,10 0,30
HL77 MW 0,00 0,21 5,20 6,80 6,80 8,50
STABW 0,00 0,00 0,30 0,00 0,80 1,00
HL78 MW 0,00 0,24 7,20 8,40 9,20 10,20
STABW 0,00 0,00 0,00 0,30 1,10 0,80
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Tabelle 18: OlgygWerte (Mittelwert und Standardabweichung) wahrdad Wachstums der Stamme 16.1,
54.41, Fermichanfh Fermivir®, HL77 und HL78 im Sabouraud-Medium mit 5,0 Vol%&nol.

Tag
Stamm 0 1 4 7 10 14
15°C
16.1 MW 0,00 0,06 4,30 8,90 9,30 9,50
STABW 0,00 0,00 0,40 0,40 0,70 0,70
54.41 MW 0,00 0,08 2,60 7,10 7,10 7,10
STABW 0,00 0,00 0,30 0,10 0,40 0,40
FermichamB MW 0,00 0,10 4,80 7,70 7,50 8,30
STABW 0,00 0,00 0,30 0,10 0,10 0,40
Fermivir® MW 0,00 0,10 7,50 9,10 8,60 8,60
STABW 0,00 0,00 0,70 0,10 0,00 0,00
HL77 MW 0,00 0,10 6,90 7,90 8,00 10,30
STABW 0,00 0,00 0,10 0,10 0,60 3,00
HL78 MW 0,00 0,07 5,60 9,00 8,40 9,00
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30
20 °C
16.1 MW 0,00 0,23 7,30 8,00 8,40 8,70
STABW 0,00 0,00 0,70 0,00 0,60 0,70
54.41 MW 0,00 0,24 4,80 5,50 5,50 8,00
STABW 0,00 0,00 0,00 0,40 0,10 0,60
FermichamB MW 0,00 0,20 5,00 6,40 7,10 8,30
STABW 0,00 0,00 0,30 0,30 0,40 0,70
Fermivir® MW 0,00 0,16 8,10 8,10 8,20 8,70
STABW 0,00 0,00 0,10 0,10 0,00 0,10
HL77 MW 0,00 0,17 5,60 6,60 7,10 8,50
STABW 0,00 0,00 0,30 0,60 0,10 0,40
HL78 MW 0,00 0,16 7,00 8,00 8,30 9,10
STABW 0,00 0,00 0,60 0,30 0,10 0,10
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Tabelle 19: OlygWerte (Mittelwert und Standardabweichung) wahrdad Wachstums der Stamme 16.1,
54.41, Fermichanfp Fermivirf, HL77 und HL78 im Sabouraud-Medium mit 10,0 Vol%&hol.

Tag
Stamm 0 1 4 7 10 14
15°C
16.1 MW 0,00 0,08 0,80 6,30 7,60 7,10
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,40
54.41 MW 0,00 0,09 0,90 5,60 6,90 7,00
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40 0,60
FermichamB MW 0,00 0,09 1,90 5,85 7,30 7,50
STABW 0,00 0,00 0,30 0,10 0,10 0,10
Fermivir® MW 0,00 0,07 1,35 6,95 8,30 8,40
STABW 0,00 0,00 0,20 0,40 0,10 0,60
HL77 MW 0,00 0,08 0,45 6,10 6,70 7,80
STABW 0,00 0,00 0,20 0,00 0,10 0,00
HL78 MW 0,00 0,08 0,60 6,25 7,10 7,60
STABW 0,00 0,00 0,10 0,10 0,10 0,30
20 °C
16.1 MW 0,00 0,16 5,10 6,90 6,90 6,40
STABW 0,00 0,00 0,10 0,40 0,40 0,60
54.41 MW 0,00 0,13 3,50 5,50 5,50 7,60
STABW 0,00 0,00 0,40 0,10 0,10 0,30
FermichamB MW 0,00 0,14 4,00 5,70 6,30 7,20
STABW 0,00 0,00 0,30 0,40 1,30 0,80
Fermivir® MW 0,00 0,13 5,10 7,20 7,20 7,30
STABW 0,00 0,00 0,10 0,00 0,00 1,00
HL77 MW 0,00 0,12 3,40 5,70 5,70 6,10
STABW 0,00 0,00 0,30 0,10 0,10 0,40
HL78 MW 0,00 0,09 5,60 6,60 6,90 7,00
STABW 0,00 0,00 0,00 0,30 0,70 0,80
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Tabelle 20: OlygWerte (Mittelwert und Standardabweichung) wahrdad Wachstums der Stamme 16.1,
54.41, Fermichanfh Fermivir®, HL77 und HL78 im Sabouraud-Medium mit 15,0 Vol%&hol.

Tag
Stamm 0 1 4 7 10 14
15°C
16.1 MW 0,00 0,08 0,13 0,26 2,20 6,50
STABW 0,00 0,00 0,00 0,20 2,00 0,40
54.41 MW 0,00 0,07 0,15 0,68 3,70 6,50
STABW 0,00 0,00 0,00 0,50 1,60 0,10
FermichamB MW 0,00 0,09 0,24 1,70 5,25 6,60
STABW 0,00 0,00 0,10 0,70 0,60 0,60
Fermivir® MW 0,00 0,10 0,12 0,11 0,09 0,31
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HL77 MW 0,00 0,08 0,11 0,10 0,09 0,96
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,20
HL78 MW 0,00 0,10 0,11 0,10 0,16 4,80
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,60
20 °C
16.1 MW 0,00 0,08 0,18 0,96 4,50 5,80
STABW 0,00 0,00 0,10 0,90 0,40 0,30
54.41 MW 0,00 0,09 0,12 0,65 4,00 5,40
STABW 0,00 0,00 0,00 0,30 0,00 0,60
FermichamB MW 0,00 0,09 0,22 1,85 3,80 5,10
STABW 0,00 0,00 0,00 0,40 0,30 0,40
Fermivir® MW 0,00 0,07 0,10 0,11 0,11 0,50
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,40
HL77 MW 0,00 0,09 0,12 0,11 0,11 3,40
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,10
HL78 MW 0,00 0,08 0,12 0,11 0,12 1,90
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10
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Tabelle 21: Herkunf aller im Laufe dieser Arbeit Ziluster-Analyse herangezogener Stamme mit Acc.ds€p
verwendeten Sequenzen.

Spezies/Stamm Eigenschaften/Habitat/ Acc. No.
geographische Herkunft
Hxt3p Hxk1lp Hxk2p
S. cerevisia
16.1 Weinhefe, Deutschland siehe 8.2 siehe 8.2 sighe 8.
29 (ATCC 48427) Weinhefe, Deutschland NP_010632 EEU04176 X
33 (ATCC 4842€  Weinhefe, Deutschlal NP_01063? AEP6830¢ X
54.41 Weinhefe, Deutschland LN651378 EGA75150 CAY7952F
72 (CBS 429 Weinhefe, Deutschlal LN65137¢ AEP6830¢ NP_011267
73 Weinhefe, Griechenland LN651378 EGA75150 NP_011261
101 (ATCC Weinhefe, Deutschlai NP_01063? AEP68297? X
712 Weinhefe, Deutschland siehe 8.2 siehe 8.2 sighe 8.
3211-1 Weinhefe, Deutschland ABW76627 siehe 8.2 siehe 8.2
59€ Weinhefe, Deutscanc LN65137¢ siehe8.z CAY79527
657 (SIHA £)’ Kommerzielle Sekthefe, LN651378 AEP68300 NP_011261
Deutschlan
642 . Kommerzielle Wein- siehe 8.2 siehe 8.2 CAY79521
(Lalvin DV10®) /Sekthefe, Frankreit
Fermivir® Kommerzielle Weinhefe, NP_010632 AEP68308 X
(INRA 7013" Frankreicl
Fermichamfl Kommerzielle Weinhefe, LN651378 siehe 8.2 CAY795%1
(INRA 67J° Frankreicl
VvL3® Kommerzielle Weinhefe, X X EGA86979
Frankreicl
Lalvin QA23” Kommerzielle Weinhefe, X EGA83051 X
Frankreicl
Lalvin EC1118 Kommerzielle Wein-/Sekhefe, CAY78845 CAY79505 CAY79521
Frankreicl
UCD2031 Kommerzielle Weinhefe, ABW76627 X X
Frankreicl
UCD93¢ Weinhefe, Italie ABW7662¢ X X
AWRI796° Kommerzielle Weinhefe, NP_010632 EGA75150 X
Australier
DBVPG1106 Weintrauben-Isolat, Australien NP_010632 EEU04176 NP_011261
VIN13® Kommerzielle Weinhefe, X X X
Sudafrike
QFPT32 Weintrauben-Isolat, China X AEP68293 X
SH1%*1 Weinhefe, Chin X AEP6827! X
L-1374 Weinhefe, Chile ** AEP68360 NP_011261
BC187 Weinhefe, USA NP_010632 NP_116711 NP_011261
RM11-1a Laborstamm, USA X EDV09895 X
S288c Laboratorstamm, Feigen-Isolat NP_010632 NP_116711 NP_011261
SK1 Laboratorstamm, Boden-Isolat *x *kk NP_011761
Y55 Laboratorstamm, *x AEP68300° NP_011261
Weintraube-Isola
156 Bierhefe, DE X X siehe 8.2
DSM 70449 Bierhefe, Niederlande LN651379 EGA75%50 X
(CBS1171
FostersB Bierhefe, EGA59181 EGA58845 X
Danemark/Australie
Fosters@ Bierhefe, EGA62869 X X
Danemark/Australie
NCYC361 Bier-Isolat, Irland *x AEP68360 NP_011261
Kyokai No.7® Sakehefe, Japan GAA22565 X X
(NBRC 101557
K11 Sakehefe, Japan Siehe Litiet al, X X
2009
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Spezies/Stamm  Eigenschaften/Habitat/geogr Acc. No.
aphische Herkunft

Hxt3p Hxk1p Hxk2p
YS9 Backerhefe, Singapur NP_010632  AEP68270 NP_011261
Y12 Palmweinhefe, Elfenbeinkuste ** AEP68270 NP_011261
YS2 Béackerhefe, Australie NP_010637 AEP6830F NP_011267?
DBVPG1373 Boden-Isolat, Niederlande *x AEP68300 NP_011261
YPS12¢ Boder-Isolat, US/ * AEP6827¢ NP_0112672
AS2.381 Papiermuhle-Isolat, Russland X AEP68304 X
AS2.521 Pflanzliches Isolat X AEP68300 X
PE-1 Apfel-lsolat, Chini X AEP6827 X
BYC1 Eichenrinde-Isolat, China X AEP68276 X
SHMA4 Baumrinelsolat, Chini X AEP6828. X
AS2 Baumrinde-Isolat, China X AEP68306 X
YPS606 Eichenrinde-Isolat, USA ** AEP68Z70 NP_011261
UWOPS0!-217.¢ Palmer-Isolat, Malaysi. b AEP6827¢ NP_011267?
UWOPS05-227.2  Trigonaspp-Isolat, Malaysia * AEP68270 NP_011261
JF] Holz-Isolat, Chini X AEP6831. X
HNG26 Holz-Isolat, China X AEP68314 X
UWOPS83-787.3  Opuntia strictalsolat, b AEP68312 NP_011261

Bahama
UWOPS87-2421  Opuntia megacanthésolat, ok AEP68312 NP_01126%
Hawaii

JAY291 unbekannt X EEU04176 X
YJIM97E Klinisches Isolat, Italie NP_01063? AEP6830¢ NP_011267
YIM978 Klinisches Isolat, Italien NP_010632 AEP68300 NP_011261
YJIM981 Klinisches Isolat, Italien NP_010632 AEP68300 NP_011261
YJIM99: Klinisches Isolat, Italie AHY7531€ X X
YJIM789 Klinisches Isolat, USA X EDN59204 X
378604> Klinisches Isolat, Ul NP_01063? EEU0417¢ NP_011267?
273614N Klinisches Isolat, UK NP_010632 EDN59204 NP_011261
DBVPG676! unbekanr NP_01063? AEP6830¢ EGA8697¢
S. kudriavzevii Blatt-Isolat, Japan EJT44694 X EJT42730
IFO 180:
S. kudriavzevii Bierhefe, Europa X siehe 8.2 X
NCYC 351¢
> cerevisiaS. Kommerzielle Weinhefe, EHN07391 EHN07391 EHN02544
VIN7®
S. cerevisiax S.  Weinhefe, Deutschland EHN07391 siehe 8.2 X
bayanus3211-2
S. cerevisiax S. ) i )
bayanusCBS Cidre-Isolat, Frankreich X siehe 8.2 X
8614
S. cerevisia S. Kommerzielle Weinhefe, X X EGA78968
bayanusVIN13®  Sudafrike
E&gﬁ;ﬁ;gﬁj SS Weinhefe, Deutschland EHNO7391 siehe 8.2 CAY795Z71
bayanu: HL78"
S. pastorianus Bierhefe, Europa X siehe 8.2 X
NCYC 52¢
S. pastorianus Bierhefe, Europa X X siehe 8.2
DSM 658(

" Typstamm:; x nicht untersuchtanalog zur urspriinglichen Acc. N&im Institut fur Mikrobiologie und Weinforschung de
Johannes Gutenberg Universitat Mainz sequenziedeinterlegte Stdmme.; **Sequenzen hinteregt unter
http://www.yeastrc.org/g2p/phenomeviewProtein.dé®ame=YDR345C&listing=HXT3+%2F+YDR345C; ***Sequenzen
hinterlegt unter http://www.yeastrc.org/g2p/phengim@Protein.do?orfName=YFR053C&listing=HXK1+%2F+YFR@53

98



ANHANG

Tabelle 22: Zucker-Konzentration [g/l] und @@Werte wahrend des Wachstums der Stamme Fermichamp
Fermivir®, 54.41, 33 und HL78 im B-Medium. Angegeben sindt&liverte und Standardabweichungen.

Tag
Stamm 0 5 6 9 11 13 16 19 22
Fermichamf MW GIlc 102,77 88,552 8593 7591 60,80 42,49 9,20 ,090 0,00
STABW 0,00 5,50 6,72 3,54 7,45 10,14 3,85 0,03 00,0
MW Fru 103,45 93,45 91,72 8450 77,81 65,64 234391 0,09
STABW 0,00 5,53 7,99 0,98 6,64 13,52 7,44 0,79 50,0
MW OD 0,00 0,01 0,06 2,08 4,55 6,18 7,73 8,55 8,38
STABW 0,00 0,01 0,08 1,05 0,55 0,51 0,52 0,47 0,03
Fermivir® MW Glc 101,33 88,38 77,73 33,34 21,33 7,08 0,23 020, 0,00
STABW 2,49 2,17 4,32 6,58 5,06 1,56 0,22 0,03 0,00
MW Fru 104,03 94,47 91,57 65,93 5570 42,19 10,44,84 0,45
STABW 1,00 3,51 1,81 1,61 5,60 2,46 3,51 1,67 0,40
MW OD 0,00 0,71 2,92 6,28 7,24 8,30 8,28 8,57 7,96
STABW 0,00 0,52 0,31 0,27 0,70 0,89 1,32 1,22 0,77
54.41 MW Glc 100,61 91,98 86,79 67,41 40,50 12,18,411 0,01 0,00
STABW 3,05 11,60 21,37 19,48 20,15 7,21 1,92 0,010,01
MW Fru 104,32 96,93 94,76 83,37 65,16 28,43 6,87 ,070 0,01
STABW 1,23 9,22 17,21 14,88 21,21 11,68 7,49 0,100,01
MW OD 0,00 0,70 1,63 3,67 4,80 6,52 7,94 7,68 7,91
STABW 0,00 0,96 2,18 1,49 2,18 1,05 0,14 0,00 0,33
33 MW Glc 100,61 91,11 85,93 44,87 16,75 1,81 0,010,00 0,00
STABW 3,05 10,38 7,94 16,18 1,47 1,10 0,01 0,01 000,
MW Fru 104,32 96,06 94,32 76,59 57,46 25,82 0,94 ,040 0,01
STABW 1,23 12,91 10,45 3,20 5,66 4,67 0,15 0,06 010,
MW OD 0,00 0,22 1,38 4,58 6,31 7,01 6,77 6,93 6,82
STABW 0,00 0,04 0,33 0,41 1,82 0,84 1,94 1,03 0,88
HL78* MW Glc 102,77 72,54 63,91 33,94 2,59 0,00 2,0 0,01 0,01
STABW
MW Fru 103,45 8520 80,85 67,55 2591 4,43 0,20 20,0 0,01
STABW
MW OD 0,00 3,50 4,54 5,84 7,78 7,80 7,90 8,10 8,34
STABW

*aus technischen Griinden nur eine Kultur gemessen
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Tabelle 23: Zucker-Konzentration [%] und @pPWerte wahrend des Wachstums der Stamme Fermichamp
Fermivir®, 54.41, 33 und HL78 im Stress-Medium 1. Angegedied Mittelwerte und Standardabweichungen.

Tag
Stamm 0 2 5 6 9 11 13 16 19
Fermichamf MW Glc 100,00 87,56 51,39 37,06 8,40 2,27 0,84 80,0 0,02
STABW 0,00 7,10 1,20 2,76 1,86 0,16 0,30 0,14 0,04
MW Fru 100,00 99,33 69,70 58,82 34,88 23,10 13,13,29 0,47
STABW 0,00 6,26 1,84 2,10 0,89 0,61 0,67 0,22 0,34
MW OD 0,00 0,01 1,26 1,56 2,17 2,23 2,57 2,38 2,95
STABW 0,00 0,00 0,07 0,17 0,22 0,31 0,04 0,35 0,37
Fermivir® MW GIlc 100,00 77,08 17,36 10,42 0,69 0,00 0,00 00,0 0,00
STABW 0,00 5,51 3,18 2,08 1,20 0,00 0,00 0,00 0,05
MW Fru 100,00 82,85 52,10 43,53 20,23 11,49 6,06 ,501 0,44
STABW 0,00 2,39 3,17 2,29 5,15 3,55 2,52 0,83 0,21
MW OD 0,00 0,03 2,85 2,97 3,09 3,18 3,55 3,31 3,67
STABW 0,00 0,02 0,17 0,06 0,30 0,54 0,22 0,18 0,18
54.41 MW Glc 100,00 111,25 65,00 73,75 9,37 4,69 561, 0,00 0,00
STABW 0,00 1,77 7,07 1,77 0,00 2,21 2,21 0,00 0,00
MW Fru 100,00 109,14 82,23 71,32 23,00 11,58 4,441,11 0,14
STABW 0,00 0,00 1,08 6,82 0,22 0,67 0,45 0,22 0,02
MW OD 0,00 0,00 1,52 1,64 2,84 3,29 3,10 3,17 3,06
STABW 0,00 0,00 0,09 0,11 0,13 0,03 0,20 0,13 0,24
33 MW Glc 100,00 112,50 78,75 47,50 4,69 3,12 0,000,00 0,16
STABW 0,00 3,54 54,80 7,07 6,63 0,00 0,00 0,00 20,2
MW Fru 100,00 109,90 81,35 75,13 17,13 2,86 0,79 ,630 0,05
STABW 0,00 1,08 9,87 0,72 0,90 0,00 0,22 0,45 0,02
MW OD 0,00 0,00 1,53 2,32 2,94 2,92 3,06 2,96 3,04
STABW 0,00 0,00 0,02 0,03 0,15 0,09 0,14 0,06 0,06
HL78 MW Glc 100,00 79,86 67,13 54,40 4,63 0,00 0,000,00 0,02
STABW 0,00 1,64 9,82 21,28 6,55 0,00 0,00 0,00 00,0
MW Fru 100,00 90,88 86,97 78,07 31,01 11,60 2,87 230, 0,04
STABW 0,00 4,20 1,72 7,44 11,06 7,63 2,19 0,17 0,02
MW OD 0,00 0,00 0,21 0,74 1,91 1,83 1,28 1,17 1,67
STABW 0,00 0,00 0,29 0,85 0,08 0,27 0,00 0,05 0,55
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Tabelle 24: Zucker-Konzentration [%] und @pPWerte wahrend des Wachstums der Stamme Fermichamp
Fermivir®, 54.41, 33 und HL78 im Stress-Medium 2. Angegetiad Mittelwerte und Standardabweichungen.

Tag
Stamm 0 2 5 6 8 11 13 16 19
Fermichamf MW Glc 100,00 82,05 41,03 32,05 1,28 0,00 0,00 00,0 0,08
STABW 0,00 8,01 15,54 4,44 2,22 0,00 0,00 0,00 80,0
MW Fru 100,00 97,12 70,16 57,61 33,26 21,33 12,03,01 0,55
STABW 0,00 1,15 1,25 0,41 0,52 0,31 1,08 0,64 0,16
MW OD 0,00 0,01 1,37 1,78 2,21 2,30 2,71 2,62 2,86
STABW 0,00 0,00 0,10 0,13 0,18 0,20 0,16 0,20 0,16
Fermivir® MW Glc 100,00 76,92 21,79 14,10 11,53 6,46 0,38 510, 0,08
STABW 0,00 0,00 2,22 8,01 10,25 7,98 0,38 0,44 70,0
MW Fru 100,00 79,01 52,13 40,95 19,00 9,47 4,45 071, 0,26
STABW 0,00 2,29 3,53 0,94 0,78 0,71 0,85 0,39 0,10
MW OD 0,00 0,03 2,94 3,31 3,67 3,55 3,64 3,69 3,57
STABW 0,00 0,01 0,13 0,07 0,04 0,29 0,11 0,11 0,06
54.41 MW Glc 100,00 87,04 51,85 51,89 1296 0,00 000, 0,00 0,00
STABW 0,00 18,33 5,24 5,46 2,62 0,00 0,00 0,00 00,0
MW Fru 100,00 95,23 76,97 62,34 31,74 9,85 3,01 520, 0,05
STABW 0,00 1,47 4,69 3,37 0,00 1,61 0,15 0,15 0,01
MW OD 0,00 0,00 1,29 1,53 2,38 3,47 3,34 3,32 3,48
STABW 0,00 0,00 0,02 0,08 0,16 0,21 0,16 0,10 0,07
33 MW GIlc 100,00 88,89 40,74 48,15 0,00 0,00 0,00 ,000 0,00
STABW 0,00 10,48 10,48 20,95 0,00 0,00 0,00 0,00 ,000
MW Fru 100,00 94,61 89,00 63,69 27,70 2,59 0,52 310, 0,01
STABW 0,00 1,76 9,68 0,29 0,15 0,15 0,15 0,15 0,01
MW OD 0,00 0,00 1,24 2,28 2,82 3,18 3,13 3,11 3,17
STABW 0,00 0,00 0,13 0,06 0,16 0,00 0,23 0,04 0,01
HL78 MW Glc 100,00 84,62 26,92 7,69 0,00 0,00 0,000,00 0,00
STABW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MW Fru 100,00 96,60 64,61 46,60 10,60 1,85 0,34 70,00,01
STABW 0,00 0,15 0,87 0,73 0,15 0,00 0,01 0,01 0,00
MW OD 0,00 0,01 1,61 1,97 2,14 1,68 1,23 1,44 1,73
STABW 0,00 0,00 0,16 0,28 0,40 0,06 0,02 0,02 0,33
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Tabelle 25: Zucker-Konzentration [%] und @pPWerte wahrend des Wachstums der Stamme Fermichamp
Fermivir®, 54.41, 33 und HL78 im Stress-Medium 3. Angegesied Mittelwerte und Standardabweichungen.

Tag
Stamm 0 5 6 9 11 13 16 19 22
Fermichamf MW Glc 100,00 101,14 87,50 25,00 18,18 4,77 1,59 ,502 0,00
STABW 0,00 1,61 8,04 7,31 4,18 0,31 1,07 1,68 0,00
MW Fru 100,00 96,69 88,15 56,87 36,14 19,42 4,15,210 0,02
STABW 0,00 2,03 6,03 3,69 1,51 0,79 0,17 0,10 0,03
MW OD 0,00 0,30 1,17 2,14 2,53 2,24 2,87 2,81 2,60
STABW 0,00 0,10 0,33 0,06 0,18 0,00 0,13 0,01 0,31
Fermivir® MW Glc 100,00 75,79 50,94 7,52 0,70 0,73 0,00 0,00,00
STABW 0,00 13,70 4,83 4,83 1,21 1,26 0,00 0,00 00,0
MW Fru 100,00 95,90 8559 5493 3936 22,79 9,69,013 0,89
STABW 0,00 2,71 2,02 11,85 10,58 6,79 4,49 1,79 650,
MW OD 0,00 0,97 2,33 3,52 3,73 3,69 3,92 4,04 4,15
STABW 0,00 0,57 0,83 0,17 0,35 0,29 0,20 0,51 0,64
54.41 MW Glc 100,00 93,40 78,30 18,85 8,38 3,14 00,0 0,00 0,00
STABW 0,00 9,34 4,00 0,00 0,00 1,48 0,00 0,00 0,00
MW Fru 100,00 107,66 8530 44,47 26,08 13,44 3,39,53 0,15
STABW 0,00 14,05 8,78 2,76 1,79 0,49 0,16 0,03 20,0
MW OD 0,00 0,10 0,58 2,68 2,98 3,02 3,08 3,15 2,19
STABW 0,00 0,02 0,11 0,13 0,12 0,01 0,12 0,04 0,12
33 MW Glc 100,00 92,45 92,45 29,32 6,28 0,00 0,00 ,000 0,00
STABW 0,00 5,34 2,67 5,92 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
MW Fru 100,00 102,17 101,04 71,47 42,63 1586 1,19,06 0,02
STABW 0,00 11,86 5,27 7,48 2,76 1,30 0,00 0,02 00,0
MW OD 0,00 0,00 0,00 1,65 2,38 2,79 2,97 2,88 2,70
STABW 0,00 0,00 0,00 0,11 0,18 0,07 0,16 0,05 0,05
HL78 MW Glc 100,00 88,83 86,17 56,38 30,32 13,83 381, 0,21 0,00
STABW 0,00 2,26 1,50 16,55 24,82 1354 1,35 0,30,000
MW Fru 100,00 90,78 90,42 77,83 54,82 3560 10,78,832 0,09
STABW 0,00 4,34 0,09 8,18 16,87 18,66 11,73 3,66 130,
MW OD 0,00 0,01 0,04 0,64 0,96 1,43 1,85 2,11 1,86
STABW 0,00 0,00 0,05 0,89 1,23 0,10 0,05 0,16 0,06
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Tabelle 26: Zucker-Konzentration [%] und @pPWerte wahrend des Wachstums der Stamme Fermichamp
Fermivir®, 54.41, 33 und HL78 im Stress-Medium 4. Angegesied Mittelwerte und Standardabweichungen.

Tag
Stamm 0 6 9 11 13 16 19 22 26 30 35
Fermichamfl MWGIc 100,00 99,90 9510 66,67 46,08 19,61 1,96 390, 0,10 0,00 0,00
STABW 0,00 0,00 6,93 16,64 9,71 2,77 111 055 40,10,00 0,00
MWFru 100,00 109,02 102,16 87,80 7296 30,77 9,04,20 0,08 0,14 0,01
STABW 0,00 0,84 0,33 18,10 25,67 1,70 0,24 0,03 080, 0,20 0,00
MWOD 0,00 0,03 1,00 1,63 1,59 1,94 190 2,05 1,98,32 2,23
STABW 0,00 0,00 0,03 0,04 0,21 0,20 0,00 0,07 0,06,11 0,13
Fermivir® MWGIc 100,00 101,96 100,98 102,94 91,18 54,90 9,803,73 1,57 0,00 0,00
STABW 0,00 0,00 4,16 9,71 20,80 49,91 555 8,32 550, 0,00 0,00
MW Fru 100,00 110,70 107,93 109,86 106,01 87,14,4&%0 49,64 22,19 7,94 0,81
STABW 0,00 1,19 2,38 0,68 850 27,03 13,77 12,00,84 6,03 0,71
MWOD 0,00 0,02 0,03 0,12 0,99 216 243 251 28394 3,27
STABW 0,00 0,00 0,02 0,14 0,73 054 004 0,10 0,368,038 042
54.41 MWGIc 100,00 100,09 68,89 4222 27,78 12,22444 0,00 0,00 0,00 0,00
STABW 0,00 0,00 15,71 12,57 4,71 4,71 0,00 0,00 000, 0,00 0,00
MW Fru 100,00 89,54 6542 5259 3986 27,33 12,4393 0,62 0,06 0,03
STABW 0,00 2,49 10,54 7,03 4,54 381 205 059 00,0000 0,04
MWOD 0,00 0,00 0,77 1,71 1,82 239 2,73 208 22245 227
STABW 0,00 0,00 0,21 0,16 0,06 0,10 004 0,06 018,05 0,51
33 MWGIc 100,00 96,49 96,49 7950 52,08 521 208,082 1,04 0,01 0,00
STABW 0,00 0,00 0,00 2404 4419 7,37 295 295 471, 0,01 0,00
MW Fru 100,00 97,21 93,37 7864 59,86 2383 329,470 0,12 0,01 0,00
STABW 0,00 0,00 0,75 8,30 8,30 282 133 066 018,00 0,00
MWOD 0,00 0,00 0,12 1,48 2,10 234 242 255 26300 2,65
STABW 0,00 0,00 0,04 0,31 0,20 003 008 0,04 00040 0,16
HL78* MWGIc 100,00 91,67 3333 18,75 1458 0,00 00,0 0,00 0,00 0,00 0,00
STABW
MW Fru 100,00 103,05 76,53 49,77 30,05 554 035,030 0,00 0,01 0,00
STABW
MWOD 0,00 0,01 0,29 1,06 1,26 262 250 254 250522 2,32
STABW

*aus technischen Griinden nur eine Kultur gemessen

Tabelle 27: Zucker-Konzentration [%] und @pPWerte wahrend des Wachstums des Stammes HL78raasSt
Medium 5. Angegeben sind Mittelwerte und Standandathungen.

Tag
Stamm 0 18 19 21 22 27 29 32 36 39 41
HL78 MWGIc 100,00 100,00 99,66 97,61 9511 94,433,701 10,80 4,91 294 294
STABW 0,00 0,96 080 562 016 3,37 112 6,94 11,3916 4,16
MWFru 100,00 94,92 90,16 87,67 84,15 81,86 75,72,686 0,00 0,00 0,00
STABW 0,00 517 509 508 340 000 852 13,09 0,@00 0,00
MwOD 0,00 0,01 001 1001 001 002 0,33 291 484115 5,32
STABW 0,00 0,00 000 000 000 001 0,22 104 0,237 0,08

Tabelle 28: Zucker-Konzentration [%] und @PWerte wahrend des Wachstums des Stammes Fermi€hamp
im Stress-Medium 6. Angegeben sind Mittelwerte SBtahdardabweichungen.

Tag
Stamm 0 19 21 25 27 31 35 38 41 45 48 52 56 60
FermichamB MWGIc 100,00 104,28 103,54 103,83 88,95 86,75 58,59 42,18 16,56 10,19 1,27 0,00 0,00 0,00
STABW 0,00 1,04 4,17 2,09 17,7114,22 25,22 19,61 23,42 14,41 1,80 0,00 0,00 0,00
MWFru 100,00 99,93 100,79 99,90 100,94 101,31 81,86 61,15 38,35 22,00 7,19 1,32 0,17 0,05
STABW 0,00 053 0,06 057 094 157 20,22,80 21,93 11,05 9,89 1,87 0,24 0,07
mMwob 0,00 000 001 0,01 001 003 101 150 1,73 1,9851,96 1,96 2,10
STABW 0,00 0,00 0,00 000 000 001 094 050 0,41 0,589 @28 0,19 0,08

103



8; <99

%.

%"

%8*

%

%358 P %
2Q %5543

%8

%3

%.

%"

%

%

*

& #)

%

ANHANG

Abbildung 24: Abhéngigkeit der Qi vom Gewicht gefriergetrockneter Zellen [mg/ml] &ircerevisiae
Stamm Fermichanfp
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Abbildung 25: Abhéangigkeit der Q) vom Gewicht gefriergetrockneter Zellen [mg/ml] fircerevisiae

Stamm Fermivif.
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Abbildung 26: Abhéngigkeit der Qi vom Gewicht gefriergetrockneter Zellen [mg/ml] fircerevisiae-

Stamm 54.41.
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Abbildung 27: Abhéangigkeit der Qg vom Gewicht gefriergetrockneter Zellen [mg/ml] fircerevisiae

Stamm 33.
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Abbildung 28: Abhangigkeit der Q) vom Gewicht gefriergetrockneter Zellen [mg/ml] fircerevisia S.

kudriavzeviix S. bayanusStamm HL78.

Tabelle 29: Ergebnisse der Zuckeraufnahme-MessutegiStammes Fermichafnp

Glucose[nmol/mg]* Fructose[nmol/mg]*

Konz. MW  STABW MW  STABW
01 002 002 002 002 002 000 00l 00l 003010 00l 001
02 004 003 00l 003 003 00L 003 005 002030 003 001
05 006 007 008 010 008 00L 008 006 005060 006 001
10 017 007 006 008 009 005 010 043 010050 009  0.04
20 014 012 021 030 019 008 031 037 024170 027 009
30 034 043 025 041 036 008 006 042 035330 029 016
50 081 053 028 014 044 029 072 062 050360 055 016
100 063 071 201 143 119 066 099 153 076302 140 068
50
4% 037 037 049 026 037 009 025 022 014 016190 005
EtOH
50
E‘t‘g"H 200 153 140 177 168 027 525 189 145 499393 2,00
24h
50
10%

S%0 180 126 150 051 127 055 103 251 112 190641 0,70
24h

*bezieht sich auf Gewicht gefriergetrockneter Zelle

106



Tabelle 30: Ergebnisse der Zuckeraufnahme-MessudegiStammes Fermivin

ANHANG

Glucose[nmol/mg]* Fructose[nmol/mg]*

Konz. MW  STABW MW  STABW
01 004 003 002 003 003 00l 004 005 003030 004 001
02 008 009 007 006 007 00l 006 005 009090 007 002
05 018 018 020 025 020 003 016 018 017170 017 000
10 037 034 051 048 043 008 021 019 013220 019 004
20 070 060 056 048 058 009 033 054 041210 037 014
30 062 089 053 071 069 015 056 050 069230 050 019
50 129 153 093 082 114 033 055 086 044640 062 018
100 157 080 161 124 130 037 083 082 053320 063 025
50
4% 099 100 123 119 110 012 042 045 078 058550 0.16

EtOH
50

E‘g"H 170 171 186 179 176 008 112 142 333 286182 1,08
24h
50
10%

S%% 081 177 120 153 133 041 462 404 341 380973 050
24h

*bezieht sich auf Gewicht gefriergetrockneter Zelle

Tabelle 31: Ergebnisse der Zuckeraufnahme-MessudgeStamme 54.41, 33 und HL78. Werte wurden in

nmol/mg gefriergetrockneter Zellen angegeben.

Stamm Glc Fru Glc 4% EtOH 24h Fru 4% EtOH 24h
54.41 1,76 3,34 3,86 2,19
2,56 1,48 2,24 2,25
4,03 1,95 0,57 1,80
1,90 6,62 2,04 2,78
MW 2,56 3,35 2,18 2,25
STABW 1,04 2,32 1,35 0,40
2,18 1,24 5,94 2,20
2,50 1,63 5,17 2,12
2,83 1,22 2,87 1,77
2,55 1,11 6,11 3,77
MW 2,52 1,30 5,02 2,46
STABW 0,27 0,23 1,49 0,89
HL78 1,40 1,51 4,25 1,59
0,33 2,21 3,51 1,51
1,01 1,24 2,01 0,42
0,85 2,26 4,22 0,72
MW 0,90 1,80 3,50 1,06
STABW 0,44 0,51 1,05 0,58
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Tabelle 32: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Pnofeles Stammes 16.1 fir die Bestimmung dgr ind
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,141 0,084
0,2 0,205 0,096
0,5 0,343 0,136
1,0 0,510 0,180
2,0 0,610 0,306
3,0 0,672 0,366
5,0 0,691 0,501
10,0 0,872 0,676

Tabelle 33: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 712 fir die Bestimmung dgr #nd
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,099 0,059
0,2 0,135 0,065
0,5 0,242 0,087
1,0 0,341 0,131
2,0 0,451 0,215
3,0 0,467 0,274
5,0 0,544 0,365
10,0 0,642 0,480

Tabelle 34: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 156 fur die Bestimmung dgr ¥nd
VvV __-Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mM] Glucose Fructose
0,1 0,196 0,114
0,2 0,255 0,130
0,5 0,418 0,161
1,0 0,551 0,216
2,0 0,696 0,349
3,0 0,823 0,446
5,0 0,897 0,618
10,0 0,967 0,796

Tabelle 35: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Pioteles Stammes Fermichafhfiir die Bestimmung der
Km- und VmaX-Werte.

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,131 0,051
0,2 0,174 0,069
0,5 0,271 0,086
1,0 0,381 0,097
2,0 0,430 0,196
3,0 0,494 0,229
5,0 0,546 0,318
10,0 0,582 0,485
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Tabelle 36: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Photeles Stammes Fermivirfir die Bestimmung der i
und VmaX-Werte.

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,133 0,035
0,2 0,202 0,047
0,5 0,322 0,074
1,0 0,465 0,102
2,0 0,539 0,156
3,0 0,574 0,208
5,0 0,629 0,280
10,0 0,665 0,381

Tabelle 37: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Piofeles Stammes 54.41 fir die Bestimmung dgr khd
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,084 0,054
0,2 0,184 0,057
0,5 0,354 0,081
1,0 0,513 0,130
2,0 0,647 0,220
3,0 0,707 0,299
5,0 0,838 0,398
10,0 0,927 0,590

Tabelle 38: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 72 fir die Bestimmung dgf Knd
VvV __-Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mM] Glucose Fructose
0,1 0,060 0,017
0,2 0,089 0,033
0,5 0,144 0,051
1,0 0,240 0,015
2,0 0,338 0,146
3,0 0,359 0,185
5,0 0,374 0,331
10,0 0,456 0,363

Tabelle 39: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 73 firr die Bestimmung def Knd
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,114 0,060
0,2 0,216 0,098
0,5 0,370 0,120
1,0 0,597 0,153
2,0 0,810 0,307
3,0 0,870 0,463
5,0 1,058 0,621
10,0 1,180 0,879
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Tabelle 40: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 596 fir die Bestimmung dgr #nd
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,136 0,043
0,2 0,166 0,053
0,5 0,279 0,073
1,0 0,364 0,098
2,0 0,451 0,142
3,0 0,479 0,200
5,0 0,483 0,274
10,0 0,549 0,384

Tabelle 41: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 642 fir die Bestimmung dgr #nd
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,184 0,079
0,2 0,266 0,141
0,5 0,440 0,189
1,0 0,673 0,243
2,0 0,858 0,374
3,0 0,911 0,568
5,0 1,080 0,879
10,0 1,202 0,990

Tabelle 42: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 657 fur die Bestimmung dgr ¥nd
VvV __-Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mM] Glucose Fructose
0,1 0,251 0,116
0,2 0,404 0,136
0,5 0,701 0,238
1,0 1,105 0,376
2,0 1,326 0,673
3,0 1,607 0,846
5,0 1,876 1,155
10,0 1,954 1,574

Tabelle 43: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 3211-1 fur die Bestimmung dgr hd
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,288 0,200
0,2 0,398 0,214
0,5 0,550 0,286
1,0 0,781 0,419
2,0 0,961 0,607
3,0 1,047 0,786
5,0 1,207 1,043
10,0 1,379 1,355
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Tabelle 44: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes HL77 fiir die Bestimmung dgFr Knd
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,053 0,047
0,2 0,181 0,053
0,5 0,341 0,093
1,0 0,433 0,133
2,0 0,604 0,223
3,0 0,670 0,303
5,0 0,797 0,425
10,0 0,840 0,569

Tabelle 45: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Profeles Stammes 3211-2 fur die Bestimmung dgr hd
V -Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mMM] Glucose Fructose
0,1 0,165 0,079
0,2 0,248 0,103
0,5 0,364 0,166
1,0 0,552 0,227
2,0 0,684 0,416
3,0 0,798 0,549
5,0 0,801 0,733
10,0 0,914 1,017

Tabelle 46: Hexokinase-Aktivitat [U/mg Gesamt-Prafeles Stammes HL78 fir die Bestimmung dgr Knd
VvV __-Werte.
max

Aktivitat [U/mg Gesamt-Protein]

Konzentration [mM] Glucose Fructose
0,1 0,184 0,058
0,2 0,286 0,121
0,5 0,459 0,199
1,0 0,676 0,280
2,0 0,851 0,443
3,0 0,918 0,559
5,0 1,086 0,902
10,0 1,177 0,971
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8.1 Nukleotidsequenzen vorHXT3, HXK1 und HXK2

HXT3 16.1

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUGI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTTGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTEATLIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTACTTTAGTCTCCIRATAGATGATTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNIAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGBBSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAAGBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATAGGTATCATGATCAACPAIAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATCGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTAC
ACCGTCGATCGTTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGTTATATGGTGCOATHEIETGCTGTTATGTAGTCTACGCTTCTGTTGGTGTCACCA
GATTATGGCCAAATGGTCAAAACAATGGTTCATCCAAGGGTGCTGEAABBTTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
YACYTGGGCTCCAATTGCTTATGTCGTTRTTTCTGAAACTTTCCCAGIGNBGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
ATGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGT@ATATCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 712

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUGI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIARCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTTGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTEATLIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTGCTTTAGTCTCCIANTOPEATGATTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNMANEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGBBSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAAGBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATRGGTATCATGATCOARPATBAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTAC
ACTGTCGATCGTTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGATATATGGTGCONTEGIEITGCTGTTATGTAGTCTACGCTTCTGTTGGWGTCACTA
GACTATGGCCAAATGGTSAAGGYAAYGGYTCATCCAAGGGTGCTGARRLNTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTYGCTAC
CACCTGGGCCCCAATTGCTTATGTCGTTATTTCTGAAACTTTCCCAGTGABGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
ATGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGT@ATATCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

112



ANHANG

HXT3 642

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUGI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEGBTACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTEATLIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTRCTTTAGTCTCCIRBATRGATGRTTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNIAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGBEBGSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATAGGTATCATGATCAACPAIAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTAC
ACCGTCGACCGTTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGATGTATGGTGCBBECECTGCTGTTATGTAGTCTACGCTTCTGTTGGAGTCACCA
GACTATGGCCAAATGGTGAAGGYAAYGGYTCATCCAAGGGTGCTEINANMITGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
TACYTGGGCTCCAATTGCTTATGTTGTTRTTTCTGAAACTTTCCCATBIMAGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAACTGG
ATGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGT@ATATCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGARNG TCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 29/33

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATATTTCATCGGTAGAATTAEGTCIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTACTTTAGTCTCCIRATAGATGATTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNMAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGEBEBGSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATGGGTATCATGATCCARRBCAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCTACTTGTTGTTCTTTGTAC
ACTGTCGATCGTTTTGGACGTCGTAACTGTTTGTTATATGGTGCCATGGBITGCTGTTATGTAGTTTACGCTTCTGTTGGTGTCACCA
GACTATGGCCAAATGGTGAAGGTAATGGTTCATCCAAGGGTGCTGTGAPBENTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
CACTTGGGCTCCAATTGCTTATGTTGTTATTTCTGAAACTTTCCCATTBMAGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
TTGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTGAIANMCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 101

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTGATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATATTTCATCGGTAGAATTAEGTCIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTACTTTAGTCTCCIRATAGATGATTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNIAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGBEBSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATGGGTATCATGATCCARRBCAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCTACTTGTTGTTCTTTGTAC
ACTGTCGATCGTTTTGGACGTCGTAACTGTTTGTTATATGGTGCCATGGBITGCTGTTATGTAGTTTACGCTTCTGTTGGTGTCACCA
GACTATGGCCAAATGGTGAAGGTAATGGTTCATCCAAGGGTGCTGTGAPBENTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
CACTTGGGCTCCAATTGCTTATGTTGTTATTTCTGAAACTTTCCCATBMAGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
TTGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRAIANMCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA
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HXT3 Fermivirf

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBLG GACCTGCCTTCTAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEGBTACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATATTTCATCGGTAGAATTAEGTTCIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTACTTTAGTCTCCIRATAGATGATTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNIAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGBEBGSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATGGGTATCATGATCCARRBCAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCTACTTGTTGTTCTTTGTAC
ACTGTCGATCGTTTTGGACGTCGTAACTGTTTGTTATATGGTGCCATGGBITGCTGTTATGTAGTTTACGCTTCTGTTGGTGTCACCA
GACTATGGCCAAATGGTGAAGGTAATGGTTCATCCAAGGGTGCTGCAPBENTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
CACTTGGGCTCCAATTGCTTATGTTGTTATTTCTGAAACTTTCCCATTBMAGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
TTGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRAIANMCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGARNG TCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 Fermichamp/54.41/596

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTEATLIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTGCTTTAGTCTCEIANTOPEATGGTTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNMAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGEBEBGSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATAGGTATCATGATCAARPATAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATCGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTAC
ACCGTTGACCGTTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGATGTGGGGTGCABGEGEGIGCTGTTATGTTGTCTATGCTTCTGTTGGAGTCACTA
GATTATGGCCAAATGGTCAAAACAACGGCTCATCCAAGGGTGCTGBARBATTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTCGCTAC
TACCTGGGCCCCAATTGCTTATGTCGTTGTTTCTGAAACTTTCCCABTGABGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAACTGG
ATCTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRAIANTCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 72

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTCGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTEATLIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTGCTTTAGTCTCEIANTOPEATGGTTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAAAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEAINTMTBBSTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGBEBSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATAGGTATCATGATCAARPATAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTAC
ACCGTTGACCGTTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGATGTGGGGTGCABGEGEGIGCTGTTATGTTGTCTATGCTTCTGTTGGAGTCACTA
GATTATGGCCAAATGGTCAAAACAACGGCTCATCCAAGGGTGCTGBAMBRATTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTCGCTAC
TACCTGGGCCCCAATTGCTTATGTCGTTGTTTCTGAAACTTTCCCABTGABGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAACTGG
ATCTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRANTCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA
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HXT3 73

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUGI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTTGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTEATLIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTGCTTTAGTCTCEIANTPEATGGTTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNIAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTYGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGBRBGBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATAGGTATCATGATCAACPAIAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTAC
ACCGTTGACCGTTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGATGTGGGGTGCABGEGEGIGCTGTTATGTTGTCTATGCTTCTGTTGGAGTCACTA
GATTATGGCCAAATGGTCAAAACAACGGCTCATCCAAGGGTGCTGBARBATTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTCGCTAC
TACCTGGGCCCCAATTGCTTATGTCGTTGTTTCTGAAACTTTCCCABTGABGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAACTGG
ATCTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRAIANTCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGARNG TCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 657

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTTGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSIEATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTEATLIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTGCTTTAGTCTCEIANTOPEATGGTTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNMAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTTGAAGCTGGTCAAATAGEBEBGSBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAGTTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATAGGTATCATGATCAARPATAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAACGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATCGIGTGTCGTCAACTTCTTCTCCACTTGTTGTTCTCTGTAC
ACCGTTGACCGTTTTGGCCGTCGTAACTGTTTGATGTGGGGTGCABGEGEGIGCTGTTATGTTGTCTATGCTTCTGTTGGAGTCACTA
GATTATGGCCAAATGGTCAAAACAACGGCTCATCCAAGGGTGCTGBARBATTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTCGCTAC
TACCTGGGCCCCAATTGCTTATGTCGTTGTTTCTGAAACTTTCCCABTGABGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAACTGG
ATCTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRAIANTCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 DSM 70449

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCTTTCGGTGGTTTTGTTTTCGGTTGGGATACCATTTCTGGTTTTGTTGCTCAAACCGATTTCATCAGA
AGATTTGGTATGAAGCATAAAGATGGTACTAATTATTTGTCTAAGBTITBEN TTGATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTCTTTCCAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAGGIGSE GITCGTTGTTGTCATCTACATCATCGGTATTATTATTCA
AATTGCATCCATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTEATLIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTTTTATCTCCTATGTTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTACTTTAGTCTCCIRATAGATGATTACCTTGGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ACTTCGGTACTAAGAACTACTCCAACTCTGTGCAATGGAGAGTTCEATNIAEGTTTTGCCTGGGCTTTGTTTATGATCGGTGGTATGAC
TTTCGTTCCAGAATCCCCACGTTATTTGGTAGAAGCTGGTCAAATAGBESBAGCATCTCTTTCCAAAGTTAACAAGGTTGCCCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAGTTGGAAGTTATTGAAGCTAGTGTTGAABBAGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAATTGTTCACTG
GTAAGCCGGCCATGTTTAAGCGTACTATGATGGGTATCATGATCCARFBCAATTGTCTGGTGATAACTATTTCTTCTACTATGGTAC
TACCGTTTTTAAGGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGGTGTCGTCAACTTTTTCTCTACTTGTTGTTCTTTGTAC
ACTGTCGATCGTTTTGGACGTCGTAACTGTTTGTTATATGGTGCCATGGBITGCTGTTATGTAGTTTACGCTTCTGTTGGTGTCACCA
GACTATGGCCAAATGGTCAAGACCAACCATCTTCCAAGGGTGCTGBAPBLTTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
CACTTGGGCTCCAATTGCTTATGTTGTTATTTCTGAAACTTTCCCATBMAGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
TTGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRAIANMCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA
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HXT3 3211-1

ATGAATTCAACTCCAGATTTAATATCTCCACAAAAGTCAAGTGAGAATBUGI GACCTGCCTTCGAATAGCTCTCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTTCAAGATGATTTCCAAGCTGAGGCCGACTMNGIABCCCAAATACAGGTAAAGGTGCATATGTCACTGTGTC
TATCTGTTGTGTTATGGTTGCCTTCGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEBTACCATTTCTGGTTTTGTCGCCCAAACTGATTTCTTGAGA
AGATTCGGTATGAAGCATAAAGATGGTAGTTATTATTTGTCTAAGBTTSGATTAATTGTCTCCATTTTCAACATTGGTTGTGCCATTG
GTGGTATTATTTTGGCTAAATTGGGTGATATGTACGGTCGTAAAATGSTATCGTTGTTGTTATCTACATCATCGGTATTATCATTCA
AATTGCATCTATCAACAAATGGTACCAATACTTCATCGGTAGAATTUEUGTTIGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTCTTATCTCCTATGCTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTACTTTAGTCTCCIRATREATGATTACTGCCGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ATTTCGGTACTAAAAACTATTCTAACTCTGTCCAATGGAGAGTTCCGATTAT GCTTCGCTTGGGCCTTGTTTATGATTGGTGGTATGAC
TTTTGTTCCTGAATCTCCACGTTACTTGGTCGAAGCTGGTCAAATAGBTMBAGTCTCTCTAGCTAAGGTGAACAAAACTGCTCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAACTAGAATTCATTGAAGCTAGTGTTGRAAMGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAATTGTTCACTG
GTAAACCAGCTATGCTTCAACGTACTATGATGGGTATTATGATTCAGTEATAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTATTACGGTAC
TACTGTTTTCAAGGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGGTGTCGTCAACTTCTTCTCTACTTGTTGTTCTTTGTAC
ACTGTCGATCGTTTTGGACGTCGTAACTGTTTGTTATATGGTGCCATGGBITGCTGTTATGTAGTTTACGCTTCTGTTGGTGTCACCA
GACTATGGCCAAATGGTGAAGGTAATGGTTCATCCAAGGGTGCTGCAPBENTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
CACTTGGGCTCCAATTGCTTATGTTGTTATTTCTGAAACTTTCCCATTBMAGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
TTGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRAIANMCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGARNG TCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 HL78

ATGAATTCAACTCCAGATCTAATATCTCCTCAAAAATCAAGTGAGAATTBCAGAGTTGCCCTCAAATAGCTCCCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTACAAGACGACTTCCAAACTGAAGCTGACTBAGTARCCCAAACACAGGTAAAGGTGCTTATGTTACCGTCTC
CATCTGTTGTGTCATGGTTGCCTTTGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEATACTATTTCTGGTTTCGTTGCTCAAACTGACTTCGTGAGA
AGATTTGGTATGAAGCACCACGATGGTACACCTTATTTGTCTAAGEBITAGA TAATTGTCGCTATTTTCAATATTGGTTGTGCCATCG
GTGGTATTGTTCTGGCCAAGTTAGGTGATATGTACGGTCGTAAGABAGEBEFTCGTTGTTGTAATTTACATCATCGGTATTATCATTCA
AATTGCATCTATCAACAAATGGTACCAATATTTCATCGGTAGAATTAIGTCTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTCTTATCTCCTATGCTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTACTTTAGTCTCCIRATREATGATTACTGCCGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ATTTCGGTACTAAAAACTATTCTAACTCTGTCCAATGGAGAGTTCCGATTAT GCTTCGCTTGGGCCTTGTTTATGATTGGTGGTATGAC
TTTTGTTCCTGAATCTCCACGTTACTTGGTCGAAGCTGGTCAAATAGBTMBAGTCTCTCTAGCTAAGGTGAACAAAACTGCTCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAACTAGAATTCATTGAAGCTAGTGTTGRAAMGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAATTGTTCACTG
GTAAACCAGCTATGCTTCAACGTACTATGATGGGTATTATGATTCAGTEATAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTATTACGGTAC
TACTGTTTTCAAGGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGGTGTCGTCAACTTCTTCTCTACTTGTTGTTCTTTGTAC
ACTGTCGATCGTTTTGGACGTCGTAACTGTTTGTTATATGGTGCCATGGBITGCTGTTATGTAGTTTACGCTTCTGTTGGTGTCACCA
GACTATGGCCAAATGGTGAAGGTAATGGTTCATCCAAGGGTGCTGTGAPBENTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
CACTTGGGCTCCAATTGCTTATGTTGTTATTTCTGAAACTTTCCCATTBMAGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
TTGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTGAIANMCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA

HXT3 3211-2

ATGAATTCAACTCCAGATCTAATATCTCCTCAAAAATCAAGTGAGAATTBCAGAGTTGCCCTCAAATAGCTCCCAGGTAATGAACATGC
CTGAAGAAAAAGGTGTACAAGACGACTTCCAAACTGAAGCTGACTBAGTARCCCAAACACAGGTAAAGGTGCTTATGTTACCGTCTC
CATCTGTTGTGTCATGGTTGCCTTTGGTGGTTTCGTTTTCGGTTGBEATACTATTTCTGGTTTCGTTGCTCAAACTGACTTCGTGAGA
AGATTTGGTATGAAGCACCACGATGGTACACCTTATTTGTCTAAGEBITAGAN TAATTGTCGCTATTTTCAATATTGGTTGTGCCATCG
GTGGTATTGTTCTGGCCAAGTTAGGTGATATGTACGGTCGTAAGABAGEBEFTCGTTGTTGTAATTTACATCATCGGTATTATCATTCA
AATTGCATCTATCAACAAATGGTACCAATATTTCATCGGTAGAATTAIGTCTGGGTGTTGGTGGTATTGCCGTCTTATCTCCTATGCTG
ATTTCTGAAGTCGCTCCTAAGGAAATGAGAGGTACTTTAGTCTCCIRATREATGATTACTGCCGGTATTTTCTTGGGTTACTGTACCA
ATTTCGGTACTAAAAACTATTCTAACTCTGTCCAATGGAGAGTTCCGATTAT GCTTCGCTTGGGCCTTGTTTATGATTGGTGGTATGAC
TTTTGTTCCTGAATCTCCACGTTACTTGGTCGAAGCTGGTCAAATAGBTMBAGTCTCTCTAGCTAAGGTGAACAAAACTGCTCCAGAC
CATCCATTCATTCAACAAGAACTAGAATTCATTGAAGCTAGTGTTGRAAMNGCTGCTGGTTCAGCATCATGGGGTGAATTGTTCACTG
GTAAACCAGCTATGCTTCAACGTACTATGATGGGTATTATGATTCAGTEBATAATTGACTGGTGATAACTATTTCTTCTATTACGGTAC
TACTGTTTTCAAGGCTGTTGGTATGAGTGATTCTTTCGAAACTTCTATOGGTGTCGTCAACTTCTTCTCTACTTGTTGTTCTTTGTAC
ACTGTCGATCGTTTTGGACGTCGTAACTGTTTGTTATATGGTGCCATGGBITGCTGTTATGTAGTTTACGCTTCTGTTGGTGTCACCA
GACTATGGCCAAATGGTGAAGGTAATGGTTCATCCAAGGGTGCTGTGAPBENTGTCTTTGCCTGTTTCTATATTTTCTGTTTTGCTAC
CACTTGGGCTCCAATTGCTTATGTTGTTATTTCTGAAACTTTCCCATBMAGTCTAAGGCTATGTCTATTGCTACAGCTGCTAATTGG
TTGTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCATTTATTACTGGTRAIANMCTACTACGGTTACGTTTTCATGGGCTGTATGGTTTTCG
CCTACTTCTACGTTTTCTTCTTTGTGCCAGAAACTAAGGGTTTGABRGAIE&GTCAATGATATGTACGCTGAAGGTGTTCTACCATGGAA
GTCTGCTTCATGGGTTCCAACATCTCAAAGAGGTGCTAACTACGAGEATEBSATGCATGATGACCAGCCATTCTACAAGAAAATGTTC
GGCAAGAAATAA
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HXK1 29

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOALGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTAGT TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARNCT AAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCAAAGBABGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBCTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATGHWATETI GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGEBCAATABAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMKEM TTAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATGNCIPIRTTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABANIIBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAHWIBTLT CAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAAAGATCCAATTACGATTGTTCGEBATBGATCAGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1 73/54.41

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTBTGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHWATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTCAMERATIAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGAGXCIFGRETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABNIABGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMGEBTLTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGBBTEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1 3211-1

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTATGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAATTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMERATIAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGATGAGRCITIETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABNIGBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMGEBTLTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGBBTEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA
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HXK1 DSM 70449

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOALGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTAGT TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARNCT AAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCAAAGBABGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTYGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBCTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATGHWATETI GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGEBCAATABAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMKEM TTAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGRGACPGAETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABANIIBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAHWIBTLT CAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCCEBTBEGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1 16.1/642/712

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTBTGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHWATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTCAMERATIAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGAGXCIFGRETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABNIABGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMAEBTLTICAAGGAAGCCGYCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGBBTEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1 101

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGGTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTATGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAATTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMERATIAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATRCIFIRETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABNIGBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMGEBTLTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAAAGATCCAATTACGATTGTTCGEBTBEGA TCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA
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HXK1 Fermivirf/33

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGGTAGAAAGGGTTCCGATGGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOALGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTAGT TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARNCT AAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCAAAGBABGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBCTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATGHWATETI GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGEBCAATABAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMKEM TTAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATGNCIPIRTTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABANIIBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAHWIBTLT CAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCCEBTBEGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1 72

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGGTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTBTGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHWATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGCAMERITIAAGCAAATTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGAGXCIFGRETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABNIABGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMGEBTLTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGBBTEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTGA

HXK1 657

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGGTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTATGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAATTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMERATT AAGCAAATTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATRCIFIRETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABNIGBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMGEBTLTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGBBTEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA
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HXK1 Fermichamp/596

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOALGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTAGT TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARNCT AAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCAAAGBABGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTIATTGATTAATGATACTGTTGGTAATTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBCTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATGHWATETI GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGEBCAATABAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMKEM TTAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATGNCIPIRTTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABANIIBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAHWIBTLT CAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCCEBTBEGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1 NCYC 3518

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTBGT TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARNCT AAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCAAAGBABGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGRRATATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGCTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATGHNTATI GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGEBCAATABAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMKEM TTAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATGNCPIRTTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABANIIBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMETBTLT CAAGGAAGCCGTCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGEBTBEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1_NCYC 529
ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTATGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAATTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGAMERATTAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATRCIFIRETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAACTGATCGGTACCAGAGATEBECTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMGEBTLTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGBBTEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA
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HXK1 3211-2
ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAIGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTATGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAATTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGCAMERATIAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGATGAGRCITIETTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABNIGBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMGEBTLTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGBBTEGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1 CBS 8614
ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTBGT TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARNCT AAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCAAAGBABGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACGAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTAT T&ER¥BTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGCTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATGHNTATI GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGEBCAATABAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTGARKEM TTAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGAAGATGNCIPIRTTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABANIIBGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAMETBTIT CAAGGAAGCCGTCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGEBTBEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA

HXK1 HL78
ATGGTTCATTTAGGTCCAAAGAAACCACAGGCTAGAAAGGGTTCGATGEGTCCAAGGAATTGATGGATGAAATTCATCAGTTGGAAG
ATATGTTTACAGTTGACAGCGAGACCTTGAGAAAGGTTGTTAAGOAGATBAATTGAATAAAGGTTTGACAAAGAAGGGAGGTAACAT
TCCAATGATTCCCGGTTGGGTCATGGAATTCCCAACAGGTAAAGAARCTBTGI TGGCCATTGATTTGGGTGGTACTAACTTAAGAGTC
GTGTTGGTCAAGTTGAGCGGTAACCATACCTTTGACACCACTCAARTBAAGTACCACATGACATGAGAACCACTAAGCACCAAGAGG
AGTTATGGTCCTTTATTGCCGACTCTTTGAAGGACTTTATGGTCGASTIARGIAAACACCAAGGACACCTTACCATTAGGTTTCACCTT
CTCGTACCCAGCTTCCCAAAACAAGATTAACGAAGGTATTTTGCABAGBASGGGTTTCGATATTCCAAATGTCGAAGGCCACGATGTC
GTCCCATTGCTACAAAACGAAATTTCCAAGAGAGAGTTGCCTATTGMBTATTGATTAATGATACTGTTGGTACTTTAGTTGCCTCAT
ACTACACTGACCCAGAGACTAAGATGGGTGTGATTTTCGGTACTBGTGIGETTTCTATGATGTTGTTTCCGATATCGAAAAGTTGGA
GGGCAAATTAGCAGACGATATTCCAAGTAACTCTCCAATGGCTATIGHATAT GGTTCCTTCGATAATGAACATTTGGTCTTGCCAAGA
ACCAAGTACGATGTTGCTGTCGACGAACAATCTCCAAGACCTGGECAATRBAAAAGATGACCTCCGGTTACTACTTGGGTGAATTGT
TGCGTCTAGTGTTACTTGAATTAAACGAGAAGGGCTTGATGTTCAMERATIAAGCAAGTTGAAACAACCATACATCATGGATACCTC
CTACCCAGCAAGAATCGAGGATGATCCATTTGAAAACTTGGATGAGRCIARIATTCCAAAAGGACTTTGGTGTCAAGACCACTCTGCCA
GAACGTAAGTTGATTAGAAGACTTTGTGAATTGATCGGTACCAGABNIABGCTGTTTGTGGTATTGCCGCTATTTGCCAAAAGAGAG
GTTACAAGACTGGTCACATTGCCGCTGACGGTTCTGTCTATAACAIEBTLTCAAGGAAGCCGCCGCTAAGGGTTTGAGAGATATCTA
TGGATGGACTGGTGACGCAAGCAACGATCCAATTACGATTGTTCGBBTEGGATCCGGTGCAGGTGCTGCTGTTATTGCTGCATTGTCC
GAAAAAAGAATTGCCGAAGGTAAGTCTCTTGGTATCATTGGCGCTTAA
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ANHANG

HXK2_72/73/657

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAAAAACCACAAGCCAGAAAGGGTTCGNTBIGCCAAAGGAATTGATGCAACAAATTGAGAATTTTGAAA
AAATTTTCACTGTTCCAACTGAAACTTTACAAGCCGTTACCAAGCATTCCSAATTGGAAAAGGGTTTGTCCAAGAAGGGTGGTAACAT
TCCAATGATTCCAGGTTGGGTTATGGATTTCCCAACTGGTAAGGARIKIOGGTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACCAACTTGAGAGTT
GTCTTAGTCAAGTTGGGCGGTGACCGTACCTTTGACACCACTCAARCASGAGTACCAGATGCTATGAGAACTACTCAAAATCCAGACG
AATTGTGGGAATTTATTGCCGACTCTTTGAAAGCTTTTATTGATGAGCEACAAGGTATCTCTGAGCCAATTCCATTGGGTTTCACCTT
TTCTTTCCCAGCTTCTCAAAACAAAATCAATGAAGGTATCTTGCAGHKEGAPAAGGTTTTGATATTCCAAACATTGAAAACCACGATGTT
GTTCCAATGTTGCAAAAGCAAATCACCAAGAGGAATATCCCAATTGRR&ITT TGATAAACGACACTACCGGTACTTTGGTTGCTTCTT
ACTACACTGACCCAGAAACTAAGATGGGTGTTATCTTCGGTACTRGBGIGICTTACTACGATGTTTGTTCCGATATCGAAAAGCTACA
AGGAAAACTATCTGATGACATTCCACCATCTGCTCCAATGGCCATIGMMIKEGGTTCCTTCGATAATGAACATGTCGTTTTGCCAAGA
ACTAAATACGATATCACCATTGATGAAGAATCTCCAAGACCAGGOIAITABAAAAAATGTCTTCTGGTTACTACTTAGGTGAAATTT
TGCGTTTGGCCTTGATGGACATGTACAAACAAGGTTTCATCTTCANVBAACTTIGTCTAAGTTCGACAAGCCTTTCGTCATGGACACTTC
TTACCCAGCCAGAATCGAGGAAGATCCATTCGAGAACCTAGAAGREACTBATTCCAAAATGAGTTCGGTATCAACACTACTGTTCAA
GAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGASGATGIITCCGTTTGTGGTATTGCTGCTATCTGTCAAAAGAGAG
GTTACAAGACCGGTCACATCGCTGCAGACGGTTCCGTTTACAACBGATATTCAAAGAAAAGGCTGCCAATGCTTTGAAGGACATTTA
CGGCTGGACTCAAACCTCACTAGACGACTACCCAATCAAGATTGTBABBATGGTTCCGGTGCTGGTGCCGCTGTTATTGCTGCTTTG
GCCCAAAAAAGAATTGCTGAAGGTAAGTCCGTTGGTATCATCGGTGCTTAA

HXK2_156

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAAAAACCACAAGCCAGAAAGGGTTCGTEBIGCCAAAGGAATTGATGCAACAAATTGAGAATTTTGAAA
AAATTTTCACTGTTCCAACTGAAACTTTACAAGCCGTTACCAAGCATTCCEBAATTGGAAAAGGGTTTGTCCAAGAAGGGTGGTAACAT
TCCAATGATTCCAGGTTGGGTTATGGATTTCCCAACTGGTAAGGABIKITGEGTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACCAACTTGAGAGTT
GTCTTGGTCAAGTTGGGCGGTGACCGTACCTTTGACACCACTCARCAGAGTACCAGATGCTATGAGAACTACTCAAAATCCAGACG
AATTGTGGGAATTTATTGCCGACTCTTTGAAAGCTTTTATTGATGAGCREACAAGGTATCTCTGAGCCAATTCCATTGGGTTTCACCTT
TTCTTTCCCAGCTTCTCAAAACAAAATCAATGAAGGTATCTTGCABNEGAPBAGGTTTTGATATTCCAAACATTGAAAACCACGATGTT
GTCCCAATGTTGCAAAAGCAAATCACCAAGAGGAATATCCCAAT T&AAETITT TGATAAACGACACTACCGGTACTTTGGTTGCTTCTT
ACTACACTGACCCAGAAACTAAGATGGGTGTTATCTTCGGTACTRGBEINGICTTACTACGATGTTTGTTCCGATATCGAAAAGCTACA
AGGAAAACTATCTGATGACATTCCACCATCTGCTCCAATGGCCATIGWWIREGGTTCCTTCGATAATGAACATGTCGTTTTGCCAAGA
ACTAAATACGATATCACCATTGATGAAGAATCTCCAAGACCAGGOMAITABSAAAAAATGTCTTCTGGTTACTACTTAGGTGAAATTT
TGCGTTTGGCCTTGATGGACATGTACAAACAAGGTTTCATCTTCANBAACTIGTCTAAGTTCGACAAGCCTTTCGTCATGGACACTTC
TTACCCAGCCAGAATCGAGGAAGATCCATTCGAGAACCTAGAAGRGACTBATTCCAGAGTGAGTTCGGTATCAACACTACTGTTCAA
GAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGASGAGIITCCGTTTGTGGTATTGCTGCTATCTGTCAAAAGAGAG
GTTACAAGACCGGTCACATTGCTGCAGACGGTTCCGTTTACAACRBSGNTUTCCAAAGAAAAGGCTGCCAATGCTTTGAAGGACATTTA
CGGCTGGACTCAAACCTCACTAGACGACTACCCAATCAAGATTGTBBBBACGGTTCCGGTGCTGGTGCCGCTGTTATTGCTGCTTTG
GCCCAAAAAAGAATTGCTGAAGGTAAGTCCGTTGGTATCATCGGTGCTTAA

HXK2_54.41/596/642/Fermicharfip

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAAAAACCACAAGCCAGAAAGGGTTCGTEBIGCCAAAGGAATTGATGCAACAAATTGAGAATTTTGAAA
AAATTTTCACTGTTCCAACTGAAACTTTACAAGCCGTTACCAAGCATTCCEBAATTGGAAAAGGGTTTGTCCAAGAAGGGTGGTAACAT
TCCAATGATTCCAGGTTGGGTTATGGATTTCCCAACTGGTAAGGABIKITECTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACCAACTTGAGAGTT
GTCTTAGTCAAGTTGGGCGGTGACCGTACCTTTGACACCACTCAAACAGAGTACCAGATGCTATGAGAACTACTCAAAATCCAGACG
AATTGTGGGAATTTATTGCCGACTCTTTGAAAGCTTTTATTGATGAGCAEATCAAGGTATCTCTGAGCCAATTCCATTGGGTTTCACCTT
TTCTTTCCCAGCTTCTCAAAACAAAATCAATGAAGGTATCTTGCABNEGAPBAAGGTTTTGATGTTCCAAACATTGAAAACCACGATGTT
GTTCCAATGTTGCAAAAGCAAATCACCAAGAGGAATATCCCAATTGRA&ITTTGATAAACGACACTACCGGTACTTTGGTTGCTTCTT
ACTACACTGACCCAGAAACTAAGATGGGTGTTATCTTCGGTACTRGBEINGICTTACTACGATGTTTGTTCCGATATCGAAAAGCTACA
AGGAAAACTATCTGATGACATTCCACCATCTGCTCCAATGGCCATIGWWIREGGTTCCTTCGATAATGAACATGTCGTTTTGCCAAGA
ACTAAATACGATATCACCATTGATGAAGAATCTCCAAGACCAGGOEAITABAAAAAATGTCTTCTGGTTACTACTTAGGTGAAATTT
TGCGTTTGGCCTTGATGGACATGTACAAACAAGGTTTCATCTTCANBAACTIGTCTAAGTTCGACAAGCCTTTCGTCATGGACACTTC
TTACCCAGCCAGAATCGAGGAAGATCCATTCGAGAACCTAGAAGRGACTBATTCCAAAATGAGTTCGGTATCAACACTACTGTTCAA
GAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGASGAGIITCCGTTTGTGGTATTGCTGCTATCTGTCAAAAGAGAG
GTTACAAGACCGGTCACATCGCTGCAGACGGTTCCGTTTACAACBBATATTCAAAGAAAAGGCTGCCAATGCTTTGAAGGACATTTA
CGGCTGGACTCAAACCTCACTAGACGACTACCCAATCAAGATTGTBBBBACGGTTCCGGTGCTGGTGCCGCTGTTATTGCTGCTTTG
GCCCAAAAAAGAATTGCTGAAGGTAAGTCCGTTGGTATCATCGGTGCTTAA

122



ANHANG

HXK2_3211-1/712

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAAAAACCACAAGCCAGAAAGGGTTCGNTBIGCCAAAGGAATTGATGCAACAAATTGAGAATTTTGAAA
AAATTTTCACTGTTCCAACTGAAACTTTACAAGCCGTTACCAAGCATTCCSAATTGGAAAAGGGTTTGTCCAAGAAGGGTGGTAACAT
TCCAATGATTCCAGGTTGGGTTATGGATTTCCCAACTGGTAAGGARIKIOGGTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACCAACTTGAGAGTT
GTCTTAGTCAAGTTGGGCGGTGACCGTACCTTTGACACCACTCAARCASGAGTACCAGATGCTATGAGAACTACTCAAAATCCAGACG
AATTGTGGGAATTTATTGCCGACTCTTTGAAAGCTTTTATTGATGAGCEACAAGGTATCTCTGAGCCAATTCCATTGGGTTTCACCTT
TTCTTTCCCAGCTTCTCAAAACAAAATCAATGAAGGTATCTTGCAGHEAPAAGGTTTTGATRTTCCAAACATTGAAAACCACGATGTT
GTTCCAATGTTGCAAAAGCAAATCACCAAGAGGAATATCCCAATTGRR&ITT TGATAAACGACACTACCGGTACTTTGGTTGCTTCTT
ACTACACTGACCCAGAAACTAAGATGGGTGTTATCTTCGGTACTRGBGIGICTTACTACGATGTTTGTTCCGATATCGAAAAGCTACA
AGGAAAACTATCTGATGACATTCCACCATCTGCTCCAATGGCCATIGMMIKEGGTTCCTTCGATAATGAACATGTCGTTTTGCCAAGA
ACTAAATACGATATCACCATTGATGAAGAATCTCCAAGACCAGGOIAITABAAAAAATGTCTTCTGGTTACTACTTAGGTGAAATTT
TGCGTTTGGCCTTGATGGACATGTACAAACAAGGTTTCATCTTCANVBAACTTIGTCTAAGTTCGACAAGCCTTTCGTCATGGACACTTC
TTACCCAGCCAGAATCGAGGAAGATCCATTCGAGAACCTAGAAGREACTBATTCCAAAATGAGTTCGGTATCAACACTACTGTTCAA
GAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGASGATGIITCCGTTTGTGGTATTGCTGCTATCTGTCAAAAGAGAG
GTTACAAGACCGGTCACATCGCTGCAGACGGTTCCGTTTACAACBGATATTCAAAGAAAAGGCTGCCAATGCTTTGAAGGACATTTA
CGGCTGGACTCAAACCTCACTAGACGACTACCCAATCAAGATTGTBABBATGGTTCCGGTGCTGGTGCCGCTGTTATTGCTGCTTTG
GCCCAAAAAAGAATTGCTGAAGGTAAGTCCGTTGGTATCATCGGTGCTTAA

HXK2_ 16.1

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAAAAACCACAAGCCAGAAAGGGTTCGTEBIGCCAAAGGAATTGATGCAACAAATTGAGAATTTTGAAA
AAATTTTCACTGTTCCAACTGAAACTTTACAAGCCGTTACCAAGCATTCCEBAATTGGAAAAGGGTTTGTCCAAGAAGGGTGGTAACAT
TCCAATGATTCCAGGTTGGGTTATGGATTTCCCAACTGGTAAGGABIKITGEGTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACCAACTTGAGAGTT
GTCTTAGTCAAGTTGGGCGGTGACCGTACCTTTGACACCACTCAAACAEGAGTACCAGATGCTATGAGAACTACTCAAAATCCAGACG
AATTGTGGGAATTTATTGCCGACTCTTTGAAAGCTTTTATTGATGAGCREACAAGGTATCTCTGAGCCAATTCCATTGGGTTTCACCTT
TTCTTTCCCAGCTTCTCAAAACAAAATCAATGAAGGTATCTTGCABNEGAPBAGGTTTTGATRTTCCAAACATTGAAAACCACGATGTT
GTTCCAATGTTGCAAAAGCAAATCACCAAGAGGAATATCCCAATTGRA&ITTTGATAAACGACACTACCGGTACTTTGGTTGCTTCTT
ACTACACTGACCCAGAAACTAAGATGGGTGTTATCTTCGGTACTRGBGNGATTACTACGATGTTTGTTCCGATATCGAAAAGCTACA
AGGAAAACTATCTGATGACATTCCACCATCTGCTCCAATGGCCATIGWWIREGGTTCCTTCGATAATGAACATGTCGTTTTGCCAAGA
ACTAAATACGATATCACCATTGATGAAGAATCTCCAAGACCAGGOMAITABSAAAAAATGTCTTCTGGTTACTACTTAGGTGAAATTT
TGCGTTTGGCCTTGATGGACATGTACAAACAAGGTTTCATCTTCANBAACTIGTCTAAGTTCGACAAGCCTTTCGTCATGGACACTTC
TTACCCAGCCAGAATCGAGGAAGATCCATTCGAGAACCTAGAAGRGACTBATTCCAAAATGAGTTCGGTATCAACACTACTGTTCAA
GAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGASGAGIITCCGTTTGTGGTATTGCTGCTATCTGTCAAAAGAGAG
GTTACAAGACCGGTCACATCGCTGCAGACGGTTCCGTTTACAACBBATATTCAAAGAAAAGGCTGCCAATGCTTTGAAGGACATTTA
CGGCTGGACTCAAACCTCACTAGACGACTACCCAATCAAGATTGTBBBBACGGTTCCGGTGCTGGTGCCGCTGTTATTGCTGCTTTG
GCCCAAAAAAGAATTGCTGAAGGTAAGTCCGTTGGTATCATCGGTGCTTAA

HXK2_DSM6580

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAAAAACCACAAGCCAGAAAGGGTTCGTEBIGCCAAAGGAATTGATGCAACAAATTGAGAATTTTGAAA
AAATTTTCACTGTTCCAACTGAAACTTTACAAGCCGTTACCAAGCATTCCEBAATTGGAAAAGGGTTTGTCCAAGAAGGGTGGTAACAT
TCCAATGATTCCAGGTTGGGTTATGGATTTCCCAACTGGTAAGGABIKITECTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACCAACTTGAGAGTT
GTCTTGGTCAAGTTGGGCGGTGACCGTACCTTTGACACCACTCARMCABAGTACCAGATGCTATGAGAACTACTCAAAATCCAGACG
AATTGTGGGAATTTATTGCCGACTCTTTGAAAGCTTTTATTGATGAGCAEATCAAGGTATCTCTGAGCCAATTCCATTGGGTTTCACCTT
TTCTTTCCCAGCTTCTCAAAACAAAATCAATGAAGGTATCTTGCABNEGAPBAGGTTTTGATATTCCAAACATTGAAAACCACGATGTT
GTCCCAATGTTGCAAAAGCAAATCACCAAGAGGAATATCCCAAT T&EAAETITIT TGATAAACGACACTACCGGTACTTTGGTTGCTTCTT
ACTACACTGACCCAGAAACTAAGATGGGTGTTATCTTCGGTACTRGBEINGICTTACTACGATGTTTGTTCCGATATCGAAAAGCTACA
AGGAAAACTATCTGATGACATTCCACCATCTGCTCCAATGGCCATIGWWIREGGTTCCTTCGATAATGAACATGTCGTTTTGCCAAGA
ACTAAATACGATATCACCATTGATGAAGAATCTCCAAGACCAGGOEAITABAAAAAATGTCTTCTGGTTACTACTTAGGTGAAATTT
TGCGTTTGGCCTTGATGGACATGTACAAACAAGGTTTCATCTTCANBAACTIGTCTAAGTTCGACAAGCCTTTCGTCATGGACACTTC
TTACCCAGCCAGAATCGAGGAAGATCCATTCGAGAACCTAGAAGRGACTBATTCCAGAATGAGTTCGGTATCAACACTACTGTTCAA
GAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGASGAGIITCCGTTTGTGGTATTGCTGCTATCTGTCAAAAGAGAG
GTTACAAGACCGGTCACATTGCTGCAGACGGTTCCGTTTACAACRBSTGNUTCCAAAGAAAAGGCTGCCAATGCTTTGAAGGACATTTA
CGGCTGGACTCAAACCTCACTAGACGACTACCCAATCAAGATTGTBBBBACGGTTCCGGTGCTGGTGCCGCTGTTATTGCTGCTTTG
GCCCAAAAAAGAATTGCTGAAGGTAAGTCCGTTGGTATCATCGGTGCTTAA
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ANHANG

HXK2_HL78

ATGGTTCATTTAGGTCCAAAAAAACCACAAGCCAGAAAGGGTTCGNTBIGCCAAAGGAATTGATGCAACAAATTGAGAATTTTGAAA
AAATTTTCACTGTTCCAACTGAAACTTTACAAGCCGTTACCAAGCATTCCSAATTGGAAAAGGGTTTGTCCAAGAAGGGTGGTAACAT
TCCAATGATTCCAGGTTGGGTTATGGATTTCCCAACTGGTAAGGARIKIOGGTTGGCCATTGATTTGGGTGGTACCAACTTGAGAGTT
GTCTTAGTCAAGTTGGGCGGTGACCGTACCTTTGACACCACTCAARCASGAGTACCAGATGCTATGAGAACTACTCAAAATCCAGACG
AATTGTGGGAATTTATTGCCGACTCTTTGAAAGCTTTTATTGATGAGCEACAAGGTATCTCTGAGCCAATTCCATTGGGTTTCACCTT
TTCTTTCCCAGCTTCTCAAAACAAAATCAATGAAGGTATCTTGCAGHEAPAAGGTTTTGATGTTCCAAACATTGAAAACCACGATGTT
GTTCCAATGTTGCAAAAGCAAATCACCAAGAGGAATATCCCAATTGRR&ITT TGATAAACGACACTACCGGTACTTTGGTTGCTTCTT
ACTACACTGACCCAGAAACTAAGATGGGTGTTATCTTCGGTACTRGBGIGICTTACTACGATGTTTGTTCCGATATCGAAAAGCTACA
AGGAAAACTATCTGATGACATTCCACCATCTGCTCCAATGGCCATIGMMIKEGGTTCCTTCGATAATGAACATGTCGTTTTGCCAAGA
ACTAAATACGATATCACCATTGATGAAGAATCTCCAAGACCAGGOIAITABAAAAAATGTCTTCTGGTTACTACTTAGGTGAAATTT
TGCGTTTGGCCTTGATGGACATGTACAAACAAGGTTTCATCTTCANVBAACTTIGTCTAAGTTCGACAAGCCTTTCGTCATGGACACTTC
TTACCCAGCCAGAATCGAGGAAGATCCATTCGAGAACCTAGAAGREACTBATTCCAAAATGAGTTCGGTATCAACACTACTGTTCAA
GAACGTAAATTGATCAGACGTTTATCTGAATTGATTGGTGCTAGASGATGIITCCGTTTGTGGTATTGCTGCTATCTGTCAAAAGAGAG
GTTACAAGACCGGTCACATCGCTGCAGACGGTTCCGTTTACAACBGATATTCAAAGAAAAGGCTGCCAATGCTTTGAAGGACATTTA
CGGCTGGACTCAAACCTCACTAGACGACTACCCAATCAAGATTGTBABBATGGTTCCGGTGCTGGTGCCGCTGTTATTGCTGCTTTG
GCCCAAAAAAGAATTGCTGAAGGTAAGTCCGTTGGTATCATCGGTGCTTAA

8.2 Aminosauresequenzen von Hxt3p, Hxk1lp und Hxk2p
Hxt3p_16.1

MNSTPDLISPQKSSENSNADLPSNSSQVMNMPEEKGVQDDFQAEAPNIGRGAYVTVSICCVMVAFGGFVFGWDTGTISGFVAQTDFLR
RFGMKHKDGSYYLSKVRTGLIVSIFNIGCAIGGIILAKLGDMYGRKMGNVIYIIGIHIQIASINKWYQYFIGRIISGLGVGGIAVLSPML
ISEVAPKEMRGTLVSCYQLMITLGIFLGYCTNFGTKNYSNSVQWRVHAGVAL FMIGGMTFVPESPRYLVEAGQIDEARASLSKVNKVAPD
HPFIQQELEVIEASVEEARAAGSASWGELFTGKPAMFKRTMIGIMIQBLGONYFFYYGTTVFNAVGMSDSFETSIVFGVVNFFSTCCSLY
TVDRFGRRNCLLYGAIGMVCCYVVYASVGVTRLWPNGQNNGSSKGABNEXIFCFATTWAPIAYVVXSETFPLRVKSKAMSIATAANW
MWGFLIGFFTPFITGAINFYYGYVFMGCMVFAYFYVFFFVPETKGLTNBEAY AEGVLPWKSASWVPTSQRGANYDADALMHDDQPFYKKMF
GKK-

Hxt3p_712

MNSTPDLISPQKSSENSNADLPSNSSQVMNMPEEKGVQDDFQAEAPNIGRGAYVTVSICCVMVAFGGFVFGWDTGTISGFVAQTDFLR
RFGMKHKDGSYYLSKVRTGLIVSIFNIGCAIGGIILAKLGDMYGRKMGAIVIYIIGIHIQIASINKWYQYFIGRIISGLGVGGIAVLSPML
ISEVAPKEMRGALVSCYQLMITLGIFLGYCTNFGTKNYSNSVQWRVPFABIAL FMIGGMTFVPESPRYLVEAGQIDEARASLSKVNKVAPD
HPFIQQELEVIEASVEEARAAGSASWGELFTGKPAMFKRTMIGIMIQELGDNYFFYYGTTVFNAVGMSDSFETSIVFGVVNFFSTCCSLY
TVDRFGRRNCLIYGAIGMVCCYVVYASVGVTRLWPNGXGNGSSKGARNCEMIFCFATTWAPIAYVVISETFPLRVKSKAMSIATAANW
MWGFLIGFFTPFITGAINFYYGYVFMGCMVFAYFYVFFFVPETKGLTNEEWY AEGVLPWKSASWVPTSQRGANYDADALMHDDQPFYKKMF
GKK-

Hxt3p_642

MNSTPDLISPQKSSENSNADLPSNSSQVMNMPEEKGVQDDFQAEAPNIGRGAYVTVSICCVMVAFGGFVFGWDTGTISGFVAQTDFLR
RFGMKHKDGSYYLSKVRTGLIVSIFNIGCAIGGIILAKLGDMYGRKMGIVIYIIGIHIQIASINKWYQYFIGRIISGLGVGGIAVLSPML
ISEVAPKEMRGXLVSCYQLMITLGIFLGYCTNFGTKNYSNSVQWRVPFABIAL FMIGGMTFVPESPRYLVEAGQIDEARASLSKVNKVAPD
HPFIQQELEVIEASVEEARAAGSASWGELFTGKPAMFKRTMIGIMIQELGDNYFFYYGTTVFNAVGMSDSFETSIVFGVVNFFSTCCSLY
TVDRFGRRNCLMYGAVGMVCCYVVYASVGVTRLWPNGEGNGSSREAGREMCFATTWAPIAYVVVSETFPLRVKSKAMSIATAANW
MWGFLIGFFTPFITGAINFYYGYVFMGCMVFAYFYVFFFVPETKGLTNEEAWY AEGVLPWKSASWVPTSQRGANYDADALMHDDQPFYKKMF
GKK-

Hxk1lp_3211-1

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNKEIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVEQHDLLPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLQNEISKRELPIEIVALINDTVGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVN&®VVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIHO®DIPYIMDTSYPARIEDDPFENLDDTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYEFNAAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-

Hxk1lp_DSM 70449

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNREIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVETHEDILPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLQNEISKRELPIEIVALINDTVGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVN&YAVVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIHO®DPYIMDTSYPARIEDDPFENLEXTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYEEFAAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-
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Hxklp_16.1/642/712

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNKEIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVETHEDILPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLQNEISKRELPIEIVALINDTVGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVN&®VVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIS®DPYIMDTSYPARIEDDPFENLEDTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYEFFXAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-

Hxklp_Fermichampy596

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNREIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVETHDTLPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLQNEISKRELPIEIVALINDTVGNLVASYYTDPETKMGVIFGTGVNGAVVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIHO®DPYIMDTSYPARIEDDPFENLEDTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYEFAAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-

Hxk1lp_NCYC 3518

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNKEIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVEQHDLLPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLQNEISKRELPIEIVALINDTVGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVN&®VVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIHO®DPYIMDTSYPARIEDDPFENLEDTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYEHNVAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-

Hxklp_NCYC 529

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNREIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVETGHEDILPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLQNEISKRELPIEIVALINDTVGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVN&AVVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIHO®DPYIMDTSYPARIEDDPFENLEDTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYEEFAAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-

Hxk1lp_3211-2

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNKEIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVEQHEDLLPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLQNEISKRELPIEIVALINDTVGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVN&®VVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIHO®DPPYIMDTSYPARIEDDPFENLDDTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYENAAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-

Hxklp_CBS 8614

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNREIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVETGHEDILPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLRNEISKRELPIEIVALINDTVGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVN&DVVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIHO®DPYIMDTSYPARIEDDPFENLEDTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYENRVAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-

Hxk1p_HL78

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMDEIHQLEDMFTVDSETLRKVVKNKEIHKKGGNIPMIPGWVMEFPTGKESGNYLAIDLGGTNLRV
VLVKLSGNHTFDTTQSKYKLPHDMRTTKHQEELWSFIADSLKDFMVEQHDLLPLGFTFSYPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNVEGHDV
VPLLQNEISKRELPIEIVALINDTVGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVN&®VVSDIEKLEGKLADDIPSNSPMAINCEYGSFDNEHLVLPR
TKYDVAVDEQSPRPGQQAFEKMTSGYYLGELLRLVLLELNEKGLMIHO®DIPYIMDTSYPARIEDDPFENLDDTDDIFQKDFGVKTTLP
ERKLIRRLCELIGTRAARLAVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNKYEFNAAKGLRDIYGWTGDASNDPITIVPAEDGSGAGAAVIAALS
EKRIAEGKSLGIIGA-

Hxk2p_ 156

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMQQIENFEKIFTVPTETLQAVTKHEKSH SKKGGNIPMIPGWVMDFPTGKESGDFLAIDLGGTNLRV
VLVKLGGDRTFDTTQSKYRLPDAMRTTQNPDELWEFIADSLKAFIDERRSPRIPLGFTFSFPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNIENHDV
VPMLQKQITKRNIPIEVVALINDTTGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVNBAVCSDIEKLQGKLSDDIPPSAPMAINCEYGSFDNEHVVLPR
TKYDITIDEESPRPGQQTFEKMSSGYYLGEILRLALMDMYKQGFIFKERERKPFVMDTSYPARIEEDPFENLEDTDDLFQSEFGINTTVQ
ERKLIRRLSELIGARAARLSVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNRWEKAANALKDIYGWTQTSLDDYPIKIVPAEDGSGAGAAVIAAL
AQKRIAEGKSVGIIGA-
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Hxk2p_3211-1/16.1/712

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMQQIENFEKIFTVPTETLQAVTKHEKSH SKKGGNIPMIPGWVMDFPTGKESGDFLAIDLGGTNLRV
VLVKLGGDRTFDTTQSKYRLPDAMRTTQNPDELWEFIADSLKAFIDERSPRIPLGFTFSFPASQNKINEGILQRWTKGFDXPNIENHDV
VPMLQKQITKRNIPIEVVALINDTTGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVNBAVCSDIEKLQGKLSDDIPPSAPMAINCEYGSFDNEHVVLPR
TKYDITIDEESPRPGQQTFEKMSSGYYLGEILRLALMDMYKQGFIFKEREDKPFVMDTSYPARIEEDPFENLEDTDDLFQNEFGINTTVQ
ERKLIRRLSELIGARAARLSVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNRWEKAANALKDIYGWTQTSLDDYPIKIVPAEDGSGAGAAVIAAL
AQKRIAEGKSVGIIGA-

Hxk2p_DSM 6580

MVHLGPKKPQARKGSMADVPKELMQQIENFEKIFTVPTETLQAVTKHEKEH SKKGGNIPMIPGWVMDFPTGKESGDFLAIDLGGTNLRV
VLVKLGGDRTFDTTQSKYRLPDAMRTTQNPDELWEFIADSLKAFIDERSPRIPLGFTFSFPASQNKINEGILQRWTKGFDIPNIENHDV
VPMLQKQITKRNIPIEVVALINDTTGTLVASYYTDPETKMGVIFGTGVNEBVCSDIEKLQGKLSDDIPPSAPMAINCEYGSFDNEHVVLPR
TKYDITIDEESPRPGQQTFEKMSSGYYLGEILRLALMDMYKQGFIFKEREDKPFVMDTSYPARIEEDPFENLEDTDDLFQNEFGINTTVQ
ERKLIRRLSELIGARAARLSVCGIAAICQKRGYKTGHIAADGSVYNRWEBAANALKDIYGWTQTSLDDYPIKIVPAEDGSGAGAAVIAAL
AQKRIAEGKSVGIIGA-
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ERKLARUNG

ERKLARUNG

Ich erklare hiermit, dass ich die Arbeit sebstsiginoghd nur mit den angegebenen Hilfsmitteln
angefertigt habe. Alle Stellen, die dem Sinn undri¥lot anderen Quellen entnommen wurden, sind

durch Angabe kenntlich gemacht.
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