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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 MAPK Signhalwege in Saccharomyces cerevisiae

Eine fundamentale Eigenschaft von lebenden Zellen ist, Verdnderungen in Ihrer Umwelt
wahrzunehmen und adaquat zu reagieren. Dies trifft sowohl bei héheren Organismen als
auch bei einzelligen Organismen zu. Obwohl es eine Vielzahl von verschiedenen Signalen
gibt, die sich in ihrer Art und Dauer sehr stark unterscheiden, ist die Signalweiterleitung
in ihren Grundlagen stark konserviert. Auf der Zelloberflache (Zellmembran) gibt es
spezielle Rezeptoren, die das Signal spezifisch erkennen und ins Zellinnere vermitteln.
Es folgt die Signalweiterleitung in der Zelle, an deren Ende durch die Signalantwort
meist Transkriptionsfaktoren aktiviert werden, die auch die Expression der Zielgene zur
Antwort auf das Signal kontrollieren.

Ein haufig verwendeter molekularer Mechanismus um eine Antwort auszuldsen, ist die
dreistufige Kaskade von Proteinkinasen, die als Mitogen activated-protein-kinase (MAPK)
Kaskade bekannt ist (Widmann et al., 1999) Unser heutiges Verstiandnis von MAPK
Signalwegen basiert zu einem groBen Teil auf der Forschung, die an dem einzelligen
Eukaryonten Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt wurde. Ein groBer Teil der
beteiligten Komponenten und der Mechanismus mit dem sie operieren, wurde zuerst in
diesem Modelorganismus gefunden und charakterisiert. Es zeigt sich, dass viele
Signalwege in der Evolution erhalten geblieben und bei fast allen Eukaryonten
vorzufinden sind.

Der konservierte MAPK Signalweg besteht aus einer dreiteiligen Kaskade mit einer
aktivierten MAPK-Kinase-Kinase, die eine MAPK-Kinase aktiviert, welche wiederum eine
MAP-Kinase aktiviert. MAPKKKs besitzen einen regulatorischen N-Terminus und eine
katalytische, C-terminale Serine/Threonine Protein Kinase. Nach Aktivierung durch
Phosphorylierung, phosphoryliert die MAPKKK konservierte Serin- oder Threoninreste an
konservierten Positionen der MAPKK. Die nun aktivierte MAPKK phosphoryliert die
Threonin- und Thyrosinreste eines konservierten Thr-X-Tyr Motivs in dem
Aktivierungsloop der MAPK (Johnson et al., 1996), wobei X flr unterschiedliche
Aminosauren in den einzelnen MAPK steht. Die Phosphorylierung fihrt zu konformellen
Anderungen in der MAPK, was zur Aktivierung der Kinasaktivitat fiihrt. MAP-Kinasen
phosphorylieren ihre Substrate meist an Serin- und Threoninresten. Die Ziele von MAPK
sind vielfdltig und reichen von Transkriptionsfaktoren bis hin zu Transportern. Haufig
translozieren MAPK nach Aktivierung auch in den Zellkern.

Die Hefe Saccharomyces cerevisiae dient als Modelorganismus flr die Erforschung von
MAPK Signalwegen. In Saccharomyces cerevisiae gibt es finf funktionell unterschiedliche

MAP-Kinase Signaltransduktionswege: den Paarungspheromon-Antwortweg, den
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Abbildung 1.1 Schematische Darstellung der drei MAPK-Signalwege der Hefe
Saccharomyces cerevisiae

des Paarungspheromon-Antwortwegs, des filamentdsen Wachstumswegs und des HOG-
Signaltransduktionswegs. Flr weitere einzelheiten siehe Text.

Filamentdésen-Wachstumsweg, den ,High Osmolarity Glycerol Response™ (HOG)-
Signaltransduktionsweg, den Zellwand-Integritdts (PKC) Weg und den Sporulation-MAP-
Kinase (Smk1l) Weg (Herskowitz, 1995; Gustin et al., 1998). Diese Wege beschranken
sich jedoch nicht nur auf die drei Kinasen; fiir eine korrekte Signalweiterleitung ist noch
eine Vielzahl weiterer Komponenten nétig. So sind Gerlstproteine wie Ste5 und Pbs2
und Adaptorproteine wie Ste50 in der Signalweiterleitung involviert. Jeder Signalweg
wird durch spezifische Reize ausgelést und [6st eine distinkte Zellantwort aus.
Gleichzeitig stehen die Signalwege in einem gegenseitigen Crosstalk, d.h. die
Signalwege beeinflussen und regulieren sich gegenseitig (Gustin et al., 1998). Mehrere
Komponenten sind an drei der erwdhnten Signalwege, die in dieser Arbeit von
Bedeutung sind, beteiligt und stehen in komplexen Wechselwirkungen zueinander (siehe
Abbildung 1.1). Diese Verknipfungen und Wechselwirkungen ermdglichen der Zelle um
zu Uberleben sich mit begrenzten Werkzeugen an die unglaubliche Menge von
unterschiedlichen Reizen, die in der natirlichen Umwelt herrschen, anzupassen. Ein
wichtiger Faktor bei den komplexen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen
Komponenten, ist deren subzelluldre Lokalisierung, die sich dynamisch andern kann. So
kann die Zelle gewahrleisten, dass die jeweiligen Interaktionspartner sich annahren und
eine optimale Signalweiterleitung sicherstellen. Gerlist- und Adaptorproteine spielen

gerade in diesem Zusammenspiel eine entscheidende Rolle, um die Wege losgeldst
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voneinander zu aktivieren, aber auch unabhangig voneinander die Signalweiterleitung
zu trennen. Deswegen ist es wichtig, die drei Signalwege - den Pheromon-Antwortweg,
den filamentdsen-Wachstumweg und den HOG-Signaltransduktionsweg - nicht nur

getrennt, sondern auch im Zusammenspiel, genau zu untersuchen.

1.1.1 Der Pheromon-Antwortweg

S. cerevisiae existiert in zwei haploiden Paarungstypen - MATa und MATa. Wie die
Gameten hoherer Organismen konnen sich die MATa und MATa Zellen paaren, wobei
durch eine zellulare und eine nukleare Fusion eine diploide Zelle (MATa/MATa) entsteht.
Die Paarung ist das Ergebnis einer Reihe von komplexen Veranderungen in der
Physiologie der Zelle, welche durch die Bindung von kleinen Peptiden, den
Paarungspheromonen, ausgeldst werden. MATa Zellen produzieren den a-Faktor - ein C-
terminal farnesyliertes, 12 Aminosauren groBes Peptid, das MATu Zellen aktiviert. MATu
Zellen produzieren den o-Faktor, der 13 Aminosduren groB und unmodifizert ist. Zellen
reagieren auf den jeweiligen Faktor, indem sie in der G1-Phase des Zellzyklus arretieren
und sich einer Formveranderung unterziehen (Shmoobildung). Durch diese
Veranderungen nahern sich die Zellen einander an und bereiten sich auf die eigentliche
Fusion vor. Die Partner sind in der Lage Uber Agglutinine zu aggregieren und bilden nach
Zellfusion (Plasmogamie) und Kernfusion (Karyogamie) eine Zygote. Die hieraus
entstehenden Zellen sind diploid (2n) und kdénnen weiter vegetativ wachsen.

Der Pheromon-Antwortweg vom Pheromonrezeptor an der Zelloberflache Uber ein
trimeres G-Protein zu einer Mitogen-aktivierten-Protein-Kinase (MAPK) —Kaskade ist der
am besten verstandenste Signalweg der Eukaryonten.

Der o-Faktor bindet an MATa Zellen an den Rezeptor Ste2, der aus sieben
Transmembrandomanen (STMR) besteht (Jeness & Spatrick, 1986). MATua Zellen tragen
den Rezeptor Ste3, der an den a-Faktor binden kann (Nakayama et al., 1985). Beide
Rezeptoren sind mit einem heterotrimeren G-Protein verbunden, welches aus den
Untereinheiten Gpal (G,), Ste4 (Gg) und Stel8 (G,) besteht, wobei hier Ste4 und Stel8
als Gg, Komplex vorliegen. Der Gg,. Komplex ist mittels einer hydrophobischen
Prenylierung der G, Untereinheit an die Plasmamembran gebunden (Whitway & Thomas,
1994). Das Binden von Pheromon an den G-Protein gekoppelten Rezeptor (GPCR)
ermoéglicht dem Rezeptor als Guanine Nucleotide Exchange Factor (GEF) an dem
gebundenen G-Protein zu fungieren. Dies ermdglicht den Verlust des gebundenen GDP
und das anschlieBende Binden eines GTPs der G, Untereinheit. GTP verandert die
Bindung von G, an den Gg, Komplex und fihrt zu einer Dissoziation (Klein et al., 2000).
Ggy ist dadurch in der Lage an seine Effektoren zu binden: Ste20, Ste5 und Farl (Inoye
et al., 1997; Feng et al., 1998, Butty et al., 1998; Leberer et al., 1993; Ramer & Davis,
1993; Mukai et al., 1993). Farl bindet und aktiviert héchstwahrscheinlich Cdc24, den
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GEF von Cdc42 (Nern et al., 1999; Wiget et al., 2004). Ste20 ist eine (PAK)_p21-
activated-kinase (Fanger et al., 1997). Die Bindung beider Proteine wird durch die CRIB
(Cdc42/Rac Interactive Binding Motif) Domane vermittelt (Lamson et al., 2002). Cdc42
befindet sich zum gréBten Teil an der Plasmamembran, da es C-terminal aufgrund einer
CAAX-Box mit einer Geranylgeranylgruppe posttranslational modifiziert wird (Maltese &
Sheridan, 1990; Finegold et al., 1991; Yamane et al., 1991). Ste5 stellt ein
Gerustprotein dar, welches die MAPKKK Stell, die MAPKK Ste7 und die MAPK Fus3 in
einem hochmolekularem Komplex zusammenhalt (Choi et al., 1994; Inoye et al., 1997;
Marcus et al., 1994; Printen et al., 1994). Da sowohl Cdc42 als auch Gg, an der
Plasmamembran lokalisiert sind, und die Bindung von Gg, an drei Effektoren Farl, Ste5
und Ste20, welche an die unteren Komponenten der Kaskade binden, kommt es zu einer
Annahrung und lokalen Konzentration aller Komponenten (Hirschmann et al., 1994
Manahan et al., 2000). Ste20 phosphoryliert, durch die Bindung an Cdc42 angeregt,
Stell. Dieser Schritt wird nicht von Gg, selbst reguliert (Lamson et al., 2002). Dies I6st
die eigentliche MAPK-Kaskade aus und die Kinasen Ste7 (MAPKK) und FUS3 (MAPK)
werden aktiviert (Wu et al., 1995; Drogen et al., 2000; Drees et al., 2000; Lamson et
al., 2002). Die Phosphorylierung von Stell erfolgt innerhalb einer aminoterminalen
Region und ist deshalb essentiell fir die Funktion von Stell (Drogen et al., 2000).
Durch die Phosphorylierung wird die Interaktion der inhibitorischen, aminoterminalen
und regulatorischen Doméane mit der distalen, katalytischen Domdne von Stell
aufgehoben und somit gleichfalls deren Autoinhibition (Drogen et al., 2000). Hier kommt
das Protein Ste50 zum Tragen, welches stark mit Stell interagiert und als Regulator
von Stell fungiert, und eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der
pheromoninduzierten Signaltransduktion spielt (Xu et al., 1996, Jansen et al., 2001).
Die aktivierte MAPKKK Stell phosphoryliert die MAPKK Ste7, welche wiederum die
MAPKs Fus3 und Kssl durch Phosphorylierung aktiviert (Cairns et al., 1992; Ma et al.,
1995; Gagiono et al., 2002). Die Aktivierung von Kss1 ist zwar abhangig von Stell und
Ste7, bendtigt aber nicht das Scaffold Protein Ste5 (Flatauer et al., 2005; Maleri et al.,
2004; Andersson et al., 2004). Kssl und Fus3 sind nah verwandt und Orthologe der
Sduger MAP-Kinasen Erkl und Erk2. Zellen ohne Fus3 und Kssl sind steril; eine
Einzeldeletion von KSS1 zeigt keine Veranderung in der Paarung, wahrend eine Afus3
Mutante nur 10% der Paarungsaktivitat des Wildtyps zeigt (Ma et al., 1995; Elion et al.,
1991, Sabbagh et al., 2001, Breitkreuz et al., 2003). Kss1 spielt in der Aktivierung des
Filamentdsen-Wachstumswegs eine hervorgehobene Rolle, wohingegen Fus3 als
negativer Regulator des Filamentdsen-Wachstumswegs dient, da es Tecl phosphoryliert
und damit dessen Degradation auslést (Bao et al., 2004; Chou et al.,2004; Bruckner et
al., 2004). Das Scaffold Protein Ste5 unterdriickt einen aktivierenden Crosstalk vom
Pheromon-Antwortweg zum Filamentésen-Wachstumsweg, da Punktmutationen von

Ste5 zu einer erhdhten Aktivierung von Kssl und geringeren Fus3 abhangigen
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Degradation von Tecl fihren (Qi & Elion 2005; Schwarz & Madhani, 2006). Durch Fusion
von Ste5 mit Pbs2 kdnnen der HOG-Signalweg und der Pheromon Antwortweg zum
Crosstalk gebracht werden (Park et al., 2003)

Als Transkriptionsfaktor am Ende der Pheromonantwort ist Stel2 zu nennen, das an
PRE (Pheromone Responsive Elements) - Sequenzen bindet und dadurch die
Transkription der nachgeschalteten, paarungsspezifischen Gene induziert (Yuan & Fields,
1991; Dolan et al., 1989; Kronstad et al., 1987). Stel2 wird unter anderem fir die
Regulation der Gene FUS1 und FAR1 bendétigt. Das Protein Fusl spielt wahrend der
Paarung eine wichtige Rolle und lokalisiert hierfir an die Spitze der Paarungsprojektion
(Shmoo) (Truehaert & Fink, 1989). Farl wird durch Fus3 phosphoryliert und férdert den
Zellzyklusarrest in der Gl Phase, indem es Gl-cyklinabhangige Kinasen inhibiert
(O’Shea & Herskowitz, 2000). Farl spielt Uberdies eine Rolle in der Etabliblierung von
Stellen des polarisierten Wachstums. Es bindet hierbei, wie bereits beschrieben, Gber Gg,
an die Plasmamembran und verbindet so als Gerustprotein Cdc24 mit Cdc42 und Bem1l
(Butty et al., 1998; Nern & Arkowitz, 2000; Richman et al., 2002). Dies flhrt zur
Polarisierung des Aktinzytoskeletts an diesen Punkten (Chant, 1999).

Fir die Zellen ist aber nicht allein die Signalweiterleitung wichtig, sondern auch die
Anpassung an sich verandernde Bedingungen, die sogenannte Adaption. Im Falle der
Pheromonantwort von Saccharomyces cerevisiae findet eine Desensibilisierung
gegeniber dem Pheromonsignal statt. Zu den Adaptionsmechanismen gehért die
Hydrolyse des Nukleotids von GTP-G, welche durch das GTPase-aktivierenden-Protein
(GAP) Sst2 beschleunigt wird, sowie die Dephosphorylierung von Fus3 durch Msg5
(Dohlmann & Thorner, 2001; Blackwell et al., 2007). Ein zusatzlicher Mechanismus ist
die Feedbackregulation, die zur Phosphorylierung und anschlieBender Internalisierung
und Degradation der Oberflachenrezeptoren (Ste2 und Ste3) fuhrt (Hicke & Riezmann,
1996; Hicke et al., 1998; Roth et al., 1998; Wang & Dohlmann, 2002; Wang & Elion
2003; Esch & Errede 2002).

1.1.2 Der filamentose-Wachstumsweg

In einer Umgebung, die ausreichend Nahrstoffe enthalt, wachsen Saccharomyces
cerevisiae Zellen durch Knospung. Die Knospen entstehen bei haploiden Zellen (1n)
immer am selben Zellpol, wo auch die eigene Knospennarbe liegt. Die Knospen liegen
nicht aufeinander sondern eng beieinander (axiale Knospung). In diploiden Zellen (2n)
entstehen die Knospen entweder am gleichen, oder am gegeniberliegenden Ende der
Zellen (bipolares Knospen). Nimmt nun der Nahstoffgehalt des Mediums ab und wird
limitierend flir das Wachstum, gibt es in der Zelle morphologische Verdanderungen. Die

diploide Zelle elongiert und es bilden sich nur noch Knospen am gegeniberliegenden
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Ende der eigenen Knospungsnarbe (unipolar) und sogenannte Pseudohyphen (Gimeno
et al., 1992). Pseudohyphen sind durch Zellwande in einzelne Zellen geteilt, und
gleichen nur in der Form den echten Hyphen. Die Zellen weisen dann eine verstarkte
Zell-Zell Adhésion und Zell-Substrat Adhasion auf. In haploiden Zellen gibt es ein
verwandtes Phanomen, das als invasives Wachstum bezeichnet wird (Roberts & Fink,
1994). Ersteres wird durch Stickstoffmangel ausgelést, wahrend letzteres durch einen
Mangel von Glukose im Medium hervorgebracht wird (Gimeno et al., 1992; Kron et al.,
1994; Roberts & Fink 1994). Aber auch Stickstoffmangel kann Adhdasion in haploiden
Zellen auslosen (Braus et al., 2003) Es wurde weiterhin beobachtet, dass filamentoses
Wachstum durch sekundare Alkohole (Fuselalkohol) und aromatische Alkohole ausgelést
werden kann (Dickson, 1996; Lorenz et al., 2000; Chen & Fink, 2006). Diese kleinen
Moleklile koénnen in die Plasmamembran eindringen, und dadurch madglicherweise
Rezeptoren oder Transporter beeinflussen. Da sie auch sekundare Metabolite sind,
kdnnte es sich um einen Mechanismus des Quorum-Sensing handeln, der auf das
filamentése Wachstum Einfluss nimmt (Chen & Fink, 2006).

Der pseudohyphale Dimophismus diploider Zellen und das verwandte invasive Wachstum
haploider Zellen werden durch ein komplexes regulatorisches Signalnetzwerk gesteuert.
(Madhani & Fink, 1997; Rupp et al., 1999; Gagiano et al., 2002; Vyas et al., 2003;
Schwartz & Madhani, 2006). Die Zentren dieses Netzwerks bilden zwei Signalwege - der
filamentése-MAPK-Signalweg und der Ras/cAMP Signalweg.

Es konnten Transmembranproteine identifiziert werden, die in haploiden, diploiden oder
auch beiden Zelltypen fir filamentéses Wachstum bendétigt werden: Shol, Msb2, Mep2
und Gprl (Cullen et al., 2004; Lorenz & Heitman, 1998; Van Nuland et al., 2006;
Tamaki et al., 2000; Lorenz et al., 2000). Shol kann heterooligomere Komplexe mit
Msb2 bilden; bei Verlust eines dieser Proteine kann der MAPK-Signalweg nicht mehr
aktiviert werden. Msb2 besitzt eine groBe, hoch glykolisierte extrazelluldare Domane.
Deletionen innerhalb dieser Domane fiihren zu einer konstitutiven Aktivierung des
filamentésen Wachstumswegs in haploiden Zellen (Cullen et al., 2004).

Mep2 ist eine hochaffine Ammoniumpermease. die als Stickstoffsensor dient und in
diploiden Zellen fir filamentéses Wachstum benétigt wird. (Lorenz & Heitman 1998;
Gagiano et al., 1999; Lemaire et al., 2004). Die niederaffinen Permeasen Mepl und
Mep3 haben keinen Einfluss auf das pseudohyphale Wachstum (Lorenz & Heitman;
1998). Hyperaktive Ras2 Mutanten, so die Ras2"?® Mutante, kénnen eine MEP2 Deletion
in diploiden Zellen komplementieren. Aufgrund dessen wird Mep2 oberhalb von Ras2 in
der Aktivierung des MAPK und des Proteinkinase A (PKA, cAMP abhdngige Proteinkinase)
Signalwegs angesiedelt (Van Nuland et al., 2006).

Die Ziel MAP-Kinase Kss1, welche auch in der Pheromonantwort eine Rolle spielt, wird
durch eine Phosphorylierungskaskade von der PAK Ste20 (iber die MAPKKK Stell und
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die MAPKK Ste7 aktiviert (Liu et al., 1993; Tatebayashi et al., 2006; Flatauer et al.,
2005). Der Stell Regulator Ste50 spielt auch eine Rolle im filamentésen
Wachstumsweg. Ste20 wird durch Cdc42-GTP aktiviert. Cdc42 wiederum scheint
abhdngig von Ras2 aktiviert zu werden (Mdésch et al., 1996; Mdésch et al., 1999). Cdc42
aktiviert dann in seiner aktivierten Form Effektoren wie Ste20 (Leberer et al., 1997;
Peter et al., 1996). Wie jeweils Ras2 und Cdc42 aktiviert werden, und welche Rolle ihre
GEFs Cdc25 und Cdc24 im Detail spielen muss noch genauer untersucht werden.
Phosphoryliertes Kss1 aktiviert den Transkriptionsfaktor Stel2, der an der Bildung von
Pseudohyphen beteiligt ist. Stel2 bindet jedoch die DNA nicht allein, sondern als
Heterodimer zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Tecl (Gavrias et al., 1996;
Madhani & Fink, 1997). Tecl kann allerdings auch alleine als Transkriptionsfaktor
fungieren (Kohler et al., 2002). Der Stel2 - Tecl Komplex bindet an DNA Sequenzen,
die aus einer PRE (pheromone response element) fir Stel2 und einer TCS (Tecl binding
site) bestehen, sie werden als filamentation response element (FRE) bezeichnet
(Zeitlinger et al., 2003; Madhani et al., 1997). Mittels der FREs wird die Regulation von
Zielgenen wie TEC1, dem Retrotransposon Tyl oder dem Flocculin FLO11 geleitet (Cook
et al., 1997; Bardwell et al., 1998; Lo & Dranginis, 1998). Die Regulation von FLO11
wurde ausfihrlich untersucht, da FLO11 einen der langsten Promotoren im Hefegenom
hat (Lo et al., 1997). Es spielen viele Faktoren neben Stel2-Tecl eine Rolle, so Flo8
(vom PKA Weg induziert), Msnl1, Sfll und Mssl1l (Rupp et al., 1999; Gagiano et al.,
1999; Fichtner et al., 2007)

Der Regulator Flo8 wird unabhangig vom MAPK Signalweg reguliert. Die Aktivierung lauft
Uber den Ras/cAMP Signalweg. Dieser wird von GPCR Gprl oder Ras2 aktiviert, welcher
als Kohlenstoffsensor agiert und mit der G,g, Untereinheit Gpa2 (G,) interagiert (Lemaire
et al., 2004; Xue et al., 1998; Lorenz et al., 2000). Gprl zeigt eine hohe Affinitat zu
Sukrose und Glukose (Kraakman et al., 1999; Lemaire et al., 2004). Interessanterweise
wird das Gen GPR1 unter Stickstoffmangel verstarkt transkribiert. Gprl und Gpa2 sind
oberhalb vom PKA Weg angesiedelt und spielen eine wichtige Rolle in dessen Steuerung.
Es wird postuliert, dass Gpa2 Ras2 aktiviert, welches als Aktivator der Adenylatzyklase
Cyrl bekannt ist. Es kdnnte jedoch auch sein, dass Gpa2 die PKA unabhdngig von Ras2
oder der Adenylatzyklase aktivieren kann (Xue et al., 1998). Die Adenylatzyklase bindet
Ras2 mittels einer Ras-Associating (RA-) Doméane. Aktivierte Cyrl verwandelt ATP in
CAMP. Das erhdéhte cAMP Level flihrt zu einer Aktivierung der PKA. Die PKA besteht unter
anderem aus drei katalytischen Untereinheiten - Tpkl-3 und der regulatorischen
Untereinheit Bcyl, welche nach Binden von cAMP von den anderen Untereinheiten
diszoziert und dadurch die katalytischen Untereinheiten  aktiviert. Der

Transkriptionsfaktor Flo8 wird durch die Tpk Proteine phosphoryliert und somit aktiviert.
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Am Ende des cAMP-Signalwegs und der MAPK-Siggnalkaskade stehen also eine Reihe
von Transkriptionsfaktoren, die die Expression von Zielgenen steuern, welche zum

Wechsel von Hefe- zur Pseudohyphenform bendétigt werden.

1.1.3 Der Hochosmolare Antwortweg

Ein Anstieg der Konzentration von geldsten Stoffen im extrazelluldren Medium zu einem
Level, dass das intrazellulare Ubersteigt, fuhrt zu einem Abfall des Tugordrucks und
einem Ausstromen von Wasser aus der Zelle. Dies ist schadlich fir die Zelle, und muss
mittels eines adaquaten Mechanismus aufgefangen werden. Saccharomyces cerevisiae
synthetisiert als Osmolyt Glyzerin, um damit den Tugor aufrecht zu erhalten (Blomberg
& Adler, 1992). Dieser Mechanismus wird als High-Osmolarity-Glycerol (HOG) Antwort
bezeichnet. Das Uberleben unter hochosmolaren Bedingungen wird mittels des HOG
MAPK-Signalwegs gesichert, dessen zentrale MAP-Kinase das namengebende Hogl ist,
ebenfalls ein funktionelles Ortholog der Saugerzellen p38 Familie der Stress—Aktivierten-
MAPKs.

Im HOG-Antwortweg gibt es zwei, voneinander getrennt funktionierende Wege, die zu
einer Aktivierung von Hogl fihren. Der erste Weg beinhaltet ein Histidin-Aspartat
Phosphoiibertragungsmodul, welches Ahnlichkeiten zu den prokaryontischen Zwei-
Komponenten-Systemen zeigt. Der Osmosensor Sinl ist ein Transmembranprotein, das
drei Domanen besitzt: eine N-terminale Sensordomane und C-terminal, eine
Histidinkinase sowie eine Receiverdomane mit einem konservierten Aspartatrest (Ota &
Varshvsky, 1993). Unter isoosmotischen Bedingungen ist SIinl aktiv und katalysiert die
Autophosphorylierung auf einem Histidinrest und vermittelt anschlieBend einen
Phosphotransfer zu einem Aspartatrest der Receiverdomane von SInl. Von da wird der
Phosphatatrest von SInl auf einen Histidinrest auf dem Transferprotein Ypdl
transferiert, welches die Phosphatgruppe an einen konservierten Aspartatrest von Sskil
transferiert (Maeda et al., 1994;Posas et al., 1996). Phosphoryliertes Sskl kann nicht
mit den beiden MAPKKKs Ssk2 und Ssk22 interagieren. Leichter Osmostress inhibiert
SInl, wodurch sich unphosphoryliertes Sskl ansammelt, welches dann mittels der
Receiverdomane an die inhibitorische Domane von Ssk2 und Ssk22 binden kann, und
somit deren Autophosphorylierung einleitet (Posas & Saito, 1998). Diese MAPKKKs
aktivieren wiederum Pbs2, die MAPKK, welche fiir die Phosphorylierung und Aktivierung
von Hog1l verantwortlich ist (Maeda et al., 1995; O "Rourke & Herskowitz, 2002).

Der zweite Weg Uber den Hogl aktiviert werden kann, lauft Gber die MAPKKK Stell,
welche auch in der Pheromonantwort und dem filamentdésen Wachstumsweg eine Rolle
spielt. Stell interagiert in diesem Weg mit der MAPKK Pbs2. Oberhalb von Stell
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befindet sich das Cdc42-Ste20 Modul, welches die Aktivierung von Stell mittels einer
Phosphorylierung auslést. (Raitt et al., 2000). Oberhalb von Cdc42 sind derzeit drei
Elemente identifiziert worden. Das mucindhnliche Protein Msb2, das
Transmembranprotein Shol und ein weiteres mucinahnliches Protein Hkrl (O Rourke &
Herskowitz, 2002; Tatebayashi et al., 2007). Bisher wurde Shol als Osmosensor
bezeichnet, doch neuere Ergebnisse zeigen, dass dies nicht der Fall ist (Tatebayashi et
al., 2007). Es ist wahrscheinlicher, dass Hkrl und Msb2 zusammen als Osmosensor
dienen. Shol wird unterhalb von beiden angesiedelt und hat eine wichtige Rolle bei der
Rekrutierung der Signalkomponenten. Der C-terminale, cytosolische Schwanz von Shol
bindet Stell und zusatzlich, Gber eine SH3 Doméne, Pbs2 (Pawson & Gish, 1992; Maeda
et al., 1995; Zarrinpar et al., 2004). Stell bindet fest an das Adaptorprotein Ste50,
welches mit dem Transmembranprotein Opy2 und méglicherweise mit Shol interagiert
(Posas & Saito,1997; Posas et al., 1998; Jansen et al., 2001; Tatebayashi et al., 2006;
Wu et al., 2006). So funktionieren Shol und Pbs2 zusammen als Gerilstproteine fiir den
HOG-Signalweg (Zarrinpar et al., 2004). Pbs2 bindet die MAPK Hogl durch ein spezielles
Bindemotif, welches distal zu den aktiven Domanen liegt (Posas & Saito 1997; Chang et
al., 2002; Bhattacharyya et al., 2006).

Aktiviertes Hogl transloziert vom Cytosol in den Zellkern (Ferringo et al., 1998; Westfall
& Thorner 2006). Dort bindet und phosphoryliert Hogl Transkriptionsfaktoren wie Skol,
Msn1, Msn2, Msn4 sowie Hotl. Msn2 und Msn4 sind Aktivatoren und binden an STRE
Sequenzen (stress responsible elements) in Promotoren von verschiedenen Zielgenen.
Skol hingegen ist ein Repressor/Aktivator und bindet an CRE-Sequenzen (cAMP-
Response-Element). Skol wird mittels Phosphorylierung durch Hogl von einem
Repressor zu einem Aktivator (Proft et al., 2001; Proft & Struhl 2002, Guha et al.,
2007). So kontrolliert Skol Gber die CRE Sequenzen Gene wie NHA1, ENA1 und GRE2
(Proft & Serrano, 1999; Pascual-Adhuir et al., 2001). Aktiviertes Hogl beeinflusst die
Transkription von hunderten von Genen - die wichtigsten die aktiviert werden sind GPD1
und HOR2/GPP2, die beide fir die Glycerolsynthese in der Zelle benétigt werden (de
Nadal et al., 2002; Norbeck et al., 1996; Hirayama et al., 1995). Aktiviertes Hogl
scheint auch Ziele auBerhalb des Zellkerns zu haben, so den Natrium-Proton-Antiport
Nhal (Proft & Struhl 2004). Dieser wird von Hogl signalspezifisch phosphoryliert und
somit aktiviert. Dieser Mechanismus ermdglicht den Zellen innerhalb von Sekunden eine
Mdglichkeit, den Tugordruck in der Zelle wieder herzustellen (Proft & Struhl 2004). Ob
dies vor der Kernlokalisation erfolgt, oder ob es sich um ein anderes Subset von aktivem
Hogl handelt, ist noch nicht geklart worden.

Nachdem die Zelle die Antwort auf hyperosmolaren Stress eingeleitet und sich an die
Umgebung adaptiert hat, wird die Signalweiterleitung abgeschaltet. Ein Mechanismus

der Adaption lauft ebenfalls Uber Hogl. So phosphoryliert Hogl in einem
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Feedbackmechanismus das Transmembranprotein Shol (Hao et al., 2007). Wird Shol
auf diese Weise phosphoryliert, so zerfallen die Shol Homooligomere, was zu einer
Abschwéachung der Aktivierung von Hogl fuhrt (Hao et al., 2007). Hogl wird von der
Phosphatase Ptp2 im Zellkern dephosphoryliert und aus dem Zellkern transportiert
(Ferrigno et al., 1998). Auch im Zytosol sind weitere Phosphatasen (Ptp3, Ptcl-3) aktiv,
die zu einer Inaktivierung von Hogl fiihren (Warmka et al., 2001; Wurgler-Murphy et
al., 1997; Jacobi et al.,1997)

1.2 Das regulatorische Adaptorprotein Ste50

1.2.1 Struktur und Funktion des Proteins Ste50

Den drei ausflhrlich beschriebenen MAPK-Signalwegen sind mehrere Komponenten
gemeinsam. So spielen die Proteine Ste50, Stel1l, Ste20 und Cdc42 in dem Pheromon-
Antwortweg, dem Filamentésen-Wachstumsweg und dem HOG-Signalweg eine Rolle.
Diese Komponenten stehen in Wechselwirkungen zueinander, um den zentralen Schritt
der Aktivierung der MAPKKK Stell durch die PAK Ste20 zu gewahrleisten. Die PAK
Ste20 kann in allen drei Signalwegen oberhalb von Stell angesiedelt werden (Wu et al.,
1995; Pryciak & Huntress 1998; O Rourke & Herskowitz 1998; Ramezani-Rad et al.,
1998). Ste20 gehort zu der Familie der p21 activated kinase (PAK) der Proteinkinasen.
Im Falle von Ste20 ist p21 das kleine monomerische Ras-ahnliche G-Protein Cdc42.
Ste20 wird durch Cdc42 aktiviert, indem Ste20 lber die CRIB (Cdc42/Rac interactive
binding) Domane an aktiviertes GTP-Cdc42 bindet (Leberer et al., 1997). Die CRIB
Domaéne uberlappt mit einer N-terminalen autoinhibitorischen Domé&ne. Durch die
Bindung an Cdc42 wird diese Inhibierung aufgehoben und die Kinaseaktivitdt von Ste20
aktiviert. Ste20 kann dann Stell phosphorylieren und so aktivieren (Drogen et al.,
2000; Lamson et al., 2002). Cdc42 ist mittels einer Geranylgeranyl-Modifizierung an der
C-terminalen CAAX-Box an Membran rekrutiert, lokalisiert an Stellen des polaren
Wachstums und st flr die korrekte Lokalisation von Ste20 wahrend der
Signalweiterleitung verantwortlich (Leberer et al., 1997). Eine Interaktion von Ste20 und
Cdc42 konnte wahrend der Paarung, dem filamentésen Wachstum und dem Osmostress
nachgewiesen werden (Peter et al., 1996; Johnson, 1999; Raitt et al., 2000). Das
Substrat von Ste20, die MAPKKK Stel1l, muss in die Ndhe des Ste20-Cdc42 Komplexes
lokalisiert werden. Hier spielt das regulatorische Adaptorprotein Ste50 eine Rolle. Es
konnte gezeigt werden, dass Ste50 sowohl stark mit Stell, als auch, dass Ste50 mit
Cdc4?2 interagiert (Spode, 2003; Truckses et al., 2006). Ste50 fungiert somit als Adaptor
zwischen Stell und dem Cdc42-Ste20 Komplex um eine maximale Aktivierung des

Signalwegs zu erméglichen.
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Ste50 wurde zuerst im MAPK-Signalmodul der Paarung entdeckt. Es wurde mittels
quantitativer = Paarungsanalysen  von Deletionsmutanten im  Rahmen eines
Saccharomyces cerevisiae Genomanalyseprojektes identifiziert - daher der Name Ste50
(steril) (Ramezani-Rad et al., 1992). Das Protein Ste50 ist 346 Aminosduren groB. Es
wird zellzyklusunabhangig und unabhangig vom Paarungstyp transkribiert. Neben der
Pheromon-Antwort ist Ste50 auch fir den HOG-Signalweg und den filamentdsen
Wachstumsweg essentiell. Ste50 besitzt drei distinkte Bereiche. So ist am N-terminalen
Ende von AS 27-108 eine SAM (Steril alpha motif) Doméane (Ponting et al., 1995; Xu et
al., 1996). Am C-terminalen Ende enthalt Ste50 ein sogenannte Ras-associated (RA)-
Domane (Ponting & Benjamin, 1996). Der mittlere Bereich des Proteins ist eine
Serin/Threonin reiche Region. Beide Domdnen von Ste50 - die SAM Domane und die RA
Domane - kénnen zusammen als eine regulatorische Einheit angesehen werden. Erst das
Zusammenspiel beider Domanen und der S/T reichen Reigion ermdglicht die volle

Funktion von Ste50 als regulatorischer Adaptor.

Die Inaktivierung von Ste50 fuhrt zur Abschwachung des paarungsphermon-spezifischen
Signals in haploiden Zellen. Die Menge an Ste50 in der Zelle scheint einen Einfluss auf
die Aufrechterhaltung des Zell-Zyklus—Arrests zu haben. Eine Uberexpression von Ste50
erhoht die Dauer des G1 Arrests und verstarkt die ausgeldsten morphologischen
Veranderungen und die FUS1-lacZ Expression (Ramezani-Rad et al., 1992; Xu 1993).
Peptide die an Ste50 binden flihren zu einer erhdéhten Pheromonresistenz, und
bestatigen dadurch die Rolle von Ste50 in der Pheromonantwort (Norman et al., 1999).
Eine Uberexpression von Stell oder einer konstitutiv aktiven Mutante von Stell, kann
die Attenuierung einer STE50 Deletion teilweise komplementieren (Ramezani-Rad et al.,
1998). Wird Stell hingegen =zur Plasmamembran rekrutiert, so wird der
Pheromonantwortweg, abhéngig von Ste5, verstarkt eingeleitet, wobei eine Deletion von
STE50 uberbrickt werden kann (Wu et al.,, 2006). Ste50 kann daher im
Pheromonsignalweg oberhalb von Stell und unterhalb der G-Proteine angesiedelt

werden.

Ste50 kontrolliert auch den Signaltransduktionsweg des haploiden invasiven Wachstums
und reguliert die Bildung von diploiden Pseudohyphen. Deletionsmutanten von STE50
sind nicht mehr in der Lage invasiv zu wachsen, oder den FG(TyA)-lacZ Reporter zu
aktivieren. Dieser Effekt kann durch die Uberexpression von Stell oder hyperaktivem
Stell komplementiert werden (Truckses et al., 2006). Ste50 zeigt eine Interaktion mit
dem kleinen G-Protein Ras2 sowohl in vivo, als auch in vitro (Hopp, 2005). Ste50 ist
daher oberhalb von Ste50 und unterhalb von Ras2 anzusiedeln (Ramezani-Rad et al.,
1998; Rupp et al., 1998).
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In dem Shol Weg der HOG1-Signalkaskade der Osmoregulation stellt Ste50 ebenso eine
essentielle Komponente dar. Ist der SInl Weg inaktiviert, so fiuhrt die zusatzliche
Deletion von STE50 zum Verlust der Lebensfahigkeit unter hochosmolaren Bedingungen
(Posas & Saito 1997). So kann nur konstitutiv aktives Stel1, und nicht wildtypisches
Stell den Aste50 Phanotypen supprimieren (Posas et al., 1998). Ste50 interagiert in
diesem Weg mit dem Transmembranprotein Opy2, welches als Komponente der
Signalkaskade identifiziert wurde, und dem Protein Shol (Tatebayshi et al., 2006; Wu et
al.,2006). Nur im HOG-Signalweg ist zu beobachten, dass wenn der N-terminale Teil (AS
1-252) und der C-terminale Teil von Ste50 (AS 215-346) in der Zelle co-exprimiert
werden, die Zellen wieder unter hyperosmolaren Bedingungen wachsen kdnnen.
Allerdings ist dieses Wachstum schwacher als bei Plasmid exprimierten WT-Ste50
(Spode, 2003).

Die Ste50 Funktion steht im Crosstalk mit dem Ras/cAMP Signalweg. So zeigt STE50
eine genetische Interaktion mit PDE2 unter Osmostress und in der Langlebigkeit der
Zellen (Poplinski et al., 2007). Dies deutet darauf hin, dass Ste50 als
VerknUpfungspunkt zwischen der MAPK-Signalkaskade und dem Ras/cAMP Signalweg
dienen kénnte.

Ste50 wird auch signalspezifisch phophoryliert (Spode, 2003; Wu et al., 2003; Hopp,
2005; Hao et al., 2008). Ste50 ist konserviert innerhalb der Pilze. Das Ortholog in
Magnaporthe grisea Mst50 ist ein Regulator des Stell Orthologs Mstll. Es konnte
gezeigt werden, dass mst50 mit Rasl, Ras2 und Cdc42 interagiert (Park et al., 2006)

1.2.2 Die Struktur und Funktion der SAM-Domane von Ste50

Das Protein Ste50 reguliert die MAPKKK Stell in der Signaltransduktion. Diese
Regulation erfolgt Gber eine direkte Interaktion der beiden Proteine, die Uber eine kurze
aminoterminale Domé&ne vermittelt wird. Diese Domane wird als SAM-Domdne
bezeichnet (Ponting 1995). SAM Doménen bestehen aus ~ 70 Aminosauren in tUber 300
Proteinen und vermitteln Protein-Protein Interaktionen in diversen Funktionen wie
Signaltransduktion und transkriptionale Repression (Ponting, 1995; Barr et al., 1996).
Ausflhrliche strukturelle Analysen einer Reihe von SAM-Domanen haben gezeigt, dass
diese sowohl Homo- als auch Heterooligomere bilden kénnen (Kyba & Brock 1998). Die
heterotypische Interaktion von Ste50 konnte sowohl mittels des Two-Hybrid-Systems als
auch biochemisch nachgewiesen werden (Ramezani-Rad et al., 1998; Wu et al., 1999;
Jansen et al., 2001). Die Interaktion ist unabhangig von der Signaltransduktion in der
Paarung und vom HOG-Signalweg (Ramezani-Rad et al., 1998; Wu et al., 1998). Es
konnte zudem gezeigt werden, dass ein Verlust der aminoterminalen regulatorischen
Domane von Stell (AN-Stell) konstitutiv aktiv im Pheromonweg ist und so zu einem
G1l-Arrest fuhrt (Wu et al., 1999; Posas & Saito, 1997). Es konnte nachgewiesen
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werden, dass die regulatorische Funktion von Ste50 auf die Aktivierung von Stell in den
drei Signalwegen unterschiedlich erfolgt (Wu et al., 1999; Jansen et al., 2001)

Eine Deletion der SAM Domadanen von Stell oder Ste50 fiuhrt zu einem Defekt im
Paarungsweg. Hingegen kann eine Uberexpression von StellASAM die
Signalweiterleitung in der Pheromonantwort wiederherstellen, obwohl es nicht mit Ste50
interagiert (Jansen et al., 2001). Dies zeigt, dass die Interaktion von Stell mit Ste50
fir eine korrekte Signalweiterleitung wichtig ist und dass Ste50 nicht direkt an der
eigentlichen Signalkaskade beteiligt ist. Ahnliches =zeigt sich im filamentdsen
Wachstumsweg, wo Stel11ASAM unter Uberexpression das Signal wiederherstellen kann.
Im HOG-Signalweg hingegen sind die SAM Domanen essentiell (Jansen et al., 2001).
Mutanten von der SAM Domane von Ste50, die verstarkt homodimerisieren, aber
schwacher mit Stell interagieren, zeigen eine verstarkte Paarungsantwort sowie
invasives Wachstum, jedoch ein reduziertes Wachstum unter hochosmolaren
Bedingungen (Jansen et al.,2001). So dient Ste50 mittels der SAM Domadne als
Modulator von Stell. Die eigentliche Wirkungsweise - wie Ste50 die Signalweiterleitung
verstarkt und die Interaktion der SAM Domanen das Signal moduliert - ist noch nicht
ganz klar. Es gibt jedoch deutliche Unterschiede in der Modulierung der einzelnen

Signalwege durch Ste50.

Die SAM Domane von Ste50 erstreckt sich Uber die Amonsauren 27-108. Die SAM-
Domane von Stell ist im Bereich des N-Terminus von Aminosaure 1-96. Durch
ausfiihrliche genetische und biochemische Analysen konnte gezeigt werden, dass es
diese beiden SAM Domanen sind, die die Interaktion der beiden Proteine vermitteln. Die
Struktur der jeweiligen SAM-Domane sowie die Struktur des Oligomers aus beiden

Domanen wurde aufgeklart (Grimshaw et al., 2004; Kwan et al., 2004; Battacharjya et

Abbildung 1.2 SAM-Domadnen von Ste50 und Stell
Dargestellt ist die Kristallstrukur der SAM-Domane von Ste50 (A, nach Grimshaw et
al., 2004) sowie Stell (B, nach Kwan et al., 2004).
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al., 2004). Mittels NMR-Studien konnte gezeigt werden, dass Ste50-SAM als Monomer
existiert. Es besteht aus 6 Helices, die eine kompakte globale Faltung aufweisen. Die
Helices setzen sich zusammen aus der Helix A’ (23-34), den zwei kurzen a-Helices Helix
A (37-46) und Helix B (55-62), der Helix C (67-72), der Helix D (75-81) sowie der
langen C- terminalen Helix E (86-101) (Grimshaw et al., 2004; Abbildung. 1.2 A). Die
SAM-Domdne von Stell besteht aus den finf Helices H1 (24-30), H2 (36-44), H3 (49-
54), H4 (57-63) sowie H5 (68-80) (Kwan et al., 2004; Abbildung 1.2 B). SAM Domanen
bilden meist Homodimere, doch konnte fiir die SAM Domane von Ste50 gezeigt werden,
dass diese als Monomer vorliegt, was die biochemischen Analysen bestdtigt (Jansen et
al., 2001). Die SAM Domane von Stell liegt in vitro hingegen nur in geringer
Konzentration als Monomer vor, in héheren Konzentrationen bildet sie Dimere und
héhere Oligomere (Kwan et al., 2004; Bhattacharjya et al. 2004). Kwan et al.
favorisieren einen Heterotrimer, der aus zwei Stell SAM Domanen und einer Ste50 SAM
Domane besteht. Diese Hypothese konnte in vivo mittels Fluorescence cross-correlation
spectroscopy (FCCS) bestatigt werden (Slaughter et al., 2008). Hierbei zeigte sich, dass
dieser Komplex immer und somit unabhdngig von der Signalweiterleitung in der Zelle
vorliegt. Uberschiissiges Ste50 bildet Homooligomere (Slaughter et al., 2008). Dies
weicht von den in vitro Beobachtungen ab, wo nur Ste11-SAM Doméanen Homooligomere
bilden. Mutanten der SAM-Doméne von Ste50 unterdriicken nicht nur die Bildung des
Heterotrimers, sondern auch die Dimerisierung von Stel1-SAM (Slaughter et al., 2008).
Diese Art der Bindung scheint speziell flir Saccharomyces cerevisiae zu sein, denn die
Homologe in Schizosaccharomyces pombe Ste4 (Ste50) und Byr2 (Stell) zeigen ein
anderes Interaktionsverhalten (Barr et al., 1996). Die SAM Domanen dieser Proteine

scheinen eine Heterodimer zu bilden (Ramachander & Bowie, 2004).

1.2.3 Die Serin/Threonin reiche Region von Ste50

Der mittlere Teil von Ste50 spielt mdglicherweise in der Regulation des Proteins eine
Rolle. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, das Ste50 signalabhangig
phosphoryliert wird (Wu et al., 1999; Wu et al., 2003; Spode, 2003; Hopp, 2005). Ste50
stellt daher ein Phosphoprotein dar, welches an zahlreichen Serin/Threoninresten in vivo
phosphoryliert wird. So ist die Phosphorylierung des Threonin T42 fir eine effiziente
Signalweiterleitung wahrend der Pheromonantwort wichtig (Wu et al., 2003). Die
Phosphorylierung dieses Threoninrests erfolgt in Abhangigkeit von der Kaseinkinase Yck1l
(Wu et al., 2003). Eine weitere Phosphorylierungsmutante zeigt einen Defekt im
Hochosmolarem Antwortweg (Spode, 2003). Die Phosphorylierung von Ste50 ist
abhangig von der Kinaseaktivitat von Stell (Hopp, 2005). Doch dieser Bereich von
Ste50 scheint nicht nur flir Phosphorylierungen gebraucht zu werden. Die Ste50 Mutante

D146F kann, wenn sie zusammen mit einer hyperaktiven Stell Mutante exprimiert wird,
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den HOG-Signalweg spontan, ohne hochosmolaren Stress, einleiten. Dies wird
vermutlich durch die verstarkte Interaktion mit Shol ausgeldst (Tatebayashi et al.,
2006).

1.2.4 Die Struktur und Funktion der RA-Domadne von Ste50

Fir seine Funktion in den Signalwegen der Pheromonantwort, dem invasiven Wachstum
und der Osmotoleranz benétigt Ste50 nicht nur die SAM Domane, welche die Interaktion
mit Stell vermittelt, sondern auch die RA Domane, welche sich am C-terminalen Ende
befindet (Ramezani-Rad et al., 1992; Xu et al., 1996; Wu et al., 1999). RA Domanen
(Ras associated) vermitteln die Interaktion mit den kleinen G-Proteinen wie Ras und Raf
(Herrmann et al.,1996; Linnemann et al., 1999). Sie wurde anhand von
Sequenzhomologien von RalGDS und anderen Proteinen postuliert (Ponting & Benjamin,
1996). Viele Proteine mit dieser Doméane waren bisher nicht als Ras Interaktionspartner
bekannt - so AF6, das Drosophila Homolog Myr-5, die DAG-Kinase, Ste50 und dessen
Homolog in S. pombe Ste4. Eine verwandte Gruppe von Domanen, die RBD (Ras
Binding Domain), zeigen nur sehr geringe Ahnlichkeit in der Sequenz. Es gibt jedoch
Hinweise, dass beide Domanen eine sehr ahnliche drei-dimensionale Faltung aufweisen
(Wohlgemuth et al., 2005; Kiel et al., 2005). Die Erkennung von RA-Domanen wird
dadurch erschwert, dass die RA-Domane tragenden Proteine auch mit anderen kleinen
G-Proteinen der Ras—-Subfamilie interagieren kénnen, so z.B. mit dem kleinen G-Protein
Rap. So bindet die RA-Domane von RalGDS mit einer hohen Affinitdt an Rap-Proteine,
wohingegen die RBD von Rafl eine hdhere Bindeaffinitdt gegeniber Ras als Rap aufweist
(Wittinghofer & Nasser, 1996). Die meisten RAD/RBD binden an die switch I Region von

Ras, und obwohl sie dhnliche Faltungen aufweisen, so sind doch andere Reste an der

d L Opy2

32 101 23 327

Ste50 SAM I

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der Ste50 RA-Domadne Interaktionen.
Das Protein Ste50 interagiert mit den Ras Proteinen Rasl und Ras2, dem Rho-ahnlichen
Protein Cdc42 und dem Transmembranprotein Opy2. Flir weitere Einzelheiten siehe Text.
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Bindung beteiligt (Geyer et al., 1996; Huang et al., 1997; Esser et al., 1998; Vetter et
al., 1999; Pacold et al., 2000). RA Domédnen sind um die einhundert Aminosauren grof3,
was auch flir die RA Domane von Ste50 zutrifft (AS 235-327). In der Hefe
Saccharomyces cerevisiae gibt es ein weiteres Protein mit einer RA-Domdne, die
Adenylatzyklase Cyrl. Die Adenylatzyklase ist mit 2026 Aminosauren deutlich gréBer als
Ste50. Die RA-Domane liegt bei Cyrl mitten im Protein des als LRR (leucin rich region)
bezeichneten Bereichs (AS 676-765). Fir die RA-Domane von Cyrl wurde eine
Interaktion mit Ras2 gezeigt (Kuroda et al., 1993; Kido et al.,, 2002). Die
Adenylatzyklase zeigt zwei unterschiedliche Interaktionen mit Ras2, die beide fir eine
Aktivierung des Proteins durch das kleine G-Protein bendtigt werden. Es gibt die starke
GTP-abhangige Interaktion zwischen dem Ras-Protein und der RA-Domane von Cyrl und
eine weitere schwache Interaktion, die unabhangig von der RA-Doméne erfolgt (Crechet
et al., 2000; Crechet et al., 2003).

Die RA-Doméne von Ste50 liegt im carboxyterminalen Bereich des Proteins. Sie scheint
nicht nur die Interaktion mit Ras zu vermitteln, sondern auch mit anderen kleinen G-
Proteinen wie Cdc42 (Spode, 2003; Hopp, 2005; Tatebayashi et al., 2006). Eine
Interaktion von Ste50 mit Ras Proteinen konnte in vivo und in vitro gezeigt werden
(Hopp, 2005). Der C-terminale Bereich von Ste50 ist essentiell flir dessen Funktion
wahrend der Antwort auf das Paarungspheromon, der Induktion vom invasiven
Wachstum und der hochosmolaren Stressantwort (Ramezani-Rad et al., 1992; Xu et al.,
1996). Mutanten mit einer carboxyterminalen Deletion, kénnen nur noch mit einer 0,1-
0,2% Effizienz paaren und weisen eine deutlich niedrigere Sensitivitdt gegeniliber
Pheromon auf (Ramezani-Rad et al., 1992; Xu et al., 1996). Schon ein Verlust von
vierundzwanzig Aminosauren am C-Terminus fihrt zu einem Funktionsverlust (Wu et al.,
1999). Auch im hochosmolaren Antwortweg, zeigt die Deletion des C-Terminus einen
Verlust der Funktion (Wu et al., 1999). Es gibt auch Punktmutationen
(ste50%¢7AL288A ste50X?>%4) in der RA-Doméne, die das invasive Wachstum in Haploiden
abschwachen und die Osmosensitivitat erhéhen (Truckses et al., 2006). Diese Mutanten
sind gegeniiber wildtyp STE50 dominant. Wird Ste50 unter Uberexpression zur
Plasmamembran rekrutiert, so wird die Notwendigkeit der RA-Domdne im HOG-
Signalweg und im Filamentdsen-Wachstumsweg aufgehoben (Wu et al., 2006; Truckses
et al., 2006; Tatebayashi et al., 2006). Ob dies auch flir den Pheromonantwortweg
zutrifft und ob sich diese Phanotypen unter Eigenpromotorbedingungen zeigen, ist bisher
nicht untersucht worden. Wird die RA-Domane von Ste50 hingegen alleine exprimiert, so
zeigen die Zellen nicht nur einen leichten Wachstumsdefekt, sondern sie unterdriickt
auch die Bildung von Pseudohyphen, die durch die Expression des hyperaktiven Ras2'@'°
ausgelost wird (Truckses et al., 2006).

Es gibt Ste50 Homologe in anderen Pilzen. Diese weisen immer eine SAM Domadne und

eine RA Domadne auf, kdnnen aber auch weitere Domanen beinhalten, wie z.B. das
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Ustilago maydis Homolog Ubc2 mit einer SH3 Domane. Wird die RA Domdne von Ubc2
deletiert, konnen die Zellen nicht mehr filamentés wachsen (Klosterman et al., 2008).
In dem Pflanzenpathogen Magnaporthe grisea konnte nicht nur gezeigt werden, dass die
RA Domane von Mst50 flr die Virulenz bendétigt wird, sondern auch, dass Mst50 mit den
kleinen G-Proteinen Rasl, Ras2 und Cdc42 interagiert (Park et al., 2006).

1.3 Zielsetzung

Das Protein Ste50 ist an drei MAPK-Signalwegen beteiligt, welche die Antwort auf
Paarungspheromon, das filamentése Wachstum und die Antwort auf hyperosmolare
Bedingungen einleiten. Ste50 ist nicht an der eigentlichen Phosphorylierungskaskade
beteiligt, sondern dient als Hilfsprotein in der Signalweiterleitung. Ste50, ein
regulatorisches Adaptorprotein der MAPKKK Stell, kennzeichnet sich durch drei
distinkte Bereiche aus. Im N-terminalen Bereich liegt die SAM-Domédne (steril-alpha-
motif) und am carboxyterminalen Bereich liegt die RA-Domane (Ras Association). Beide
werden durch eine Serin/Threonin reiche Region verbunden. Ste50 wird, durch die
Interaktion mit Stell und den rezeptorassoziierten G-Protein Effektoren zu einem
Bindeglied in der Signalkette. Hierflir ist die RA-Domdne von Ste50 als Verbindung zu
den G-Proteinen von entscheidender Wichtigkeit. Ziel dieser Arbeit ist es Ste50 als
Regulator der MAPK-Signalwege genauer zu charakterisieren. Die Bedeutung einiger
Punktmutationen der RA-Domane auf die Funktion des Proteins wird ebenfalls erarbeitet.
Daflir sollen die Hefezellen mit mutiertem STE50 den verschiedenen Reizen (Pheromon,
Nahrungsmangel und osmotischer Stress) ausgesetzt und die Funktion der Mutanten
untersucht werden. Zusatzlich wird auch die Interaktion von Ste50 und den RA-
Mutanten Uberprift. Da Ste50 mit den kleinen G-Proteinen, Rasl, Ras2 und Cdc42 sowie
dem kleinen Transmembranprotein Opy2 interagiert, soll bestimmt werden, ob auch die
RA-Mutanten mit diesen Proteinen interagieren.

Wie sich eine Plasmamembranrekrutierung von Ste50 aus dessen Funktion als
regulatorischer Adaptor von Stell auswirkt wird ebenfalls dargestellt. Da die
Interaktionspartner der RA-Domane alle an der Plasmamembran lokalisiert sind, kénnte
es flr die Funktion von Ste50 wichtig sein, dorthin rekrutiert zu werden. Es soll daher
ein Ste50-ARA Protein an die Plasmamembran gebunden und dann die Zellen auf
Veranderungen in der Signalweiterleitung im Vergleich zum Wildtyp Ste50 untersucht
werden. Dies wird zeigen, ob eine Modulation der Signalstarke und Signaldauer der
Pheromon-Antwort, der Induktion des filamentésen Wachstums und der Antwort auf
hyperosmolaren Stress sich zeigt. Es soll auch (berprift werden, ob

plasmamembranrekrutiertes Ste50 Deletionen von in den Signalwegen oberhalb
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angesiedelten Gene komplementieren kann. So kann man Rulckschllsse auf die Funktion
und die Aktivierungsmechanismen von Ste50 erhalten.

Desweiteren soll festgehalten werden, wie sich plasmamembranrekrutiertes Ste50-ARA
in der Zelle lokalisiert. Auch wird geklart, ob sich die Verteilung nach Induktion der

Signalwege verandert, wie es bereits flr wildtypisches Ste50 gezeigt wurde.
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Tabelle 2-1 Liste der zur Verfiigung gestellten Stamme
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| Stammname | Genotyp | Referenz/Herkunft
MATa W303-1A leu2-3,112 ura3-1 LaB?qzviiz?ts;eweSVo\l(%kaia
W303-1A trp1 his3-11 ade2 can1-100 (HGX10)
WAM4 MATa W303-1A ste50::ura3 nach Xu et al., 1996
5FOA-Selektion (HFB93)
MATa W303-1A ssk1::KAN
HCH164 ste20: - TRP1 Laborsammlung
MATa W303-1A ssk1::kanMX
HCH253 shol: KAN Laborsammlung
HCH497 MATa W303-1A lfus3: :loxP-KAN MX- Hopp, 2005
oxP
HCH100 MATa W303-1A ste50::ura3 nach
5FOA-Selektion; ssk1::loxP-KAN MX- Hopp, 2005
loxP
MATa W303-1A ste50::ura3 nach
HCH129 5FOA-Selektion; ssk1::loxP-kan MX- Hopp, 2005
loxP (Cre-Rekombinase)
MATa/a leu2 ::hisG/leu2 ::hisG ; ura3-
! S.Rupp, Fraunhofer-
MR12 52/ura3-52 ; leu2 ::FLO11lacZ- . !
LEU2 :leu? Institut, Stuttgart (HF739)
MAT a MR12-A leu2::hisG; ura3-52;
ey leu2: :FLO11lacZ-LEU2: :leu2 EERERIRITILINE,
MATa MR12-A leu2::hisG; ura3-52; Jansen et al.. 2001
FY753 leu2::FLO11lacZ-LEU2::leu2 (HHG84.,8)
ste50 ::ura3 nach 5FOA-Selektion
MATa MR12-A leu2::hisG; ura3-52;
HSK267 leu2::FLO11lacZ-LEUZ2::leu2 Laborsammlung
ras2 ::kanMX
MATa MR12-A leu2::hisG; ura3-52;
leu2::FLO11lacZ-LEUZ2::leu2
FE2e ste50 ::ura3 nach 5FOA-Selektion L i il g
ras2 ::kanMX
GY132 MATa/a ste50: :hisG ura3 /ste50:: hisG | Ramezani Rad et al., 1998
ura3 (HLS265)
MATa W303-1A leu2-3,112 ura3-1
HCH285 trp1 his3-11 ade2 can1-100 Laborsammlung
stel11::ADE2 hogl::TRP1
| HCH286 | MATa W303-1A leu2-3,112 ura3-1 Laborsammlung
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trp1 his3-11 ade2 can1-100
ste50::ura3 FOA hogl::TRP1

HCH288

MATa W303-1A leu2-3,112 ura3-1
trp1 his3-11 ade2 can1-100
hogl1::TRP1

Laborsammlung

HCH92

MATa W303-1A leu2-3,112 ura3-1
trp1 his3-11 ade2 can1-100 ssk1::kan

Laborsammlung

PJ187

Twohybrid-Reporterstamm, MATa/«,
GAL(UAs)LaCZ_’g, GAL(UAs)ADEZ,
GALuas)HIS3, (Laborsammlung,
Kreuzung aus Y187 + PJ69 4A) leu2
trp1

Jansen et al., 2001

Y187

MATa gal4 gal80 leu2-3,112 ura3-1
trp1 his3-11 ade2 URA3::GAL1-lacZ

Clontech

PJ69 4A

MATa LYS2::GAL1-His3 GAL2-ADE2
met2:GAL7-lacZ

James et al., 1996

Tabelle 2-2 Liste der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Stamme von
Saccharomyces cerevisiae

|  Stammname | Genotyp | Referenz
AT GIEUE e diese Arbeit
HNB165 ste50::ura3::Myc-nste50FAR- (siehe 3.3.1 und Anhang 9)
loxp-Kan MX-loxp - 9
AN UEITERTA diese Arbeit
HNB166 ste50::ura3::Myc-nste50FAR- (siche 3.3.1 und Anhang 9)
loxp-Kan MX-loxp e 9
MATa W303-1A
HNB167 ste50::ura3::Myc- diese Arbeit
nste50FAR:loxp-Kan MX-loxp (siehe 3.3.1 und Anhang 9)
ssk1::kan
MATa W303-1A
HNB168 ste50::ura3::Myc- diese Arbeit
nste50FAR:loxp-Kan MX-loxp (siehe 3.3.1 und Anhang 9)
sskl::kan
MATa W303-1A leu2-3,112 ura3- diese Arbeit
HNB204 1 trp1 his3-11 ade2 can1-100 (Anhang 7)
hogl::TRP1 opy2::HIS3 9
MATa W303-1A leu2-3,112 ura3- diese Arbeit
HNB210 1 trp1 his3-11 ade2 can1-100 (Anhang 1)
opy2::HIS3 9
HNB212 MATa W303-1A ste50::ura3 diese Arbeit
opy2::HIS3 (Anhang 2)
HNB213 MATa W303-1A ste50::ura3 diese Arbeit
sski1::kan opy2::HIS3 (Anhang 3)
HNB215 MATa W303-1A ssk1::KAN diese Arbeit
opy2::HIS3 (Anhang 4)
e diese Arbeit
HNB216 ste50::ura3::Myc-nste50FAR- (Anhang 5)
loxp-Kan MX-loxp opy2::HIS3 9
MIAE) WIUERT diese Arbeit
HNB218 ste50::ura3::Myc-nste50FAR- (Anhang 6)
loxp-Kan MX-loxp sskl1::kan 9
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opy2::HIS3 |

MATa MR12-A leu2::hisG; ura3- cheze Al
HNB287 52, leu2::FLO11lacZ-LEU2::leu2 (Anhang 8)
opy2::KAN e
2.1.1.2 Medien fiir Hefe

Tabelle 2-3 Fiir Saccharomyces cerevisiae verwendete Medien

YPD 1% Hefeextrakt, 2% Bacto - Pepton, 2% Glukose
1% Hefeextrakt, 2% Bacto - Pepton, 2% Glukose, 200 ug
YPD + G418
Geneticin zur Selektion von resistenten Kolonien
UG 0,15% Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren und
Ammoniumsulphat, 4% Glukose
0,67% Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren, 2% Glukose, 100
SD ml / L Aminosauren- Drop-out-Mix x + Aminosauren flr die die zu
kultivierenden Zellen auxotroph sind.
0,67% Yeast Nitrogen Base ohne Aminosauren, 3% Raffinose, 1%
SRG Galaktose, 100 ml / L Aminosauren- Drop-out-Mix + Aminosauren
fir die die zu kultivierenden Zellen auxotroph sind.
0,8 g/L folgender Chemikalien: Adenin, Alanin, Arginin, Asparagin,
Aminosi3uren- Asparaginsaure, Cystein, Glutamin, Glutaminsaure, Glycin,
. Inositol, Isoleucin, Lysin, Phenylalanin, Prolin, Serin, Threonin,
Drop-out-Mix Tyrosin, Valin
0,08 g/L p-Aminobenzoésaure

Fir feste Medien wurde 2% Agar zugegeben.

2.1.2 Escherichia coli Stamme und Medien
2.1.2.1 E. coli Stamme
Tabelle 2-4 Verwendete E. coli Stamme
;(:l_; F proAB IachZAM15Tn10 (Tetr) recA endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAllac (Stratagene, La Jolla, U S A)
2.1.2.2 Medien zur Kultivierung von E. coli
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LB 1,0% Trypton 0,5% Hefeextrakt 0,5% NaCl
LB amp 1,0% Trypton 0,5% Hefeextrakt 0,5% NaCl, 50 pg/ml Ampicillin
2.1.3 Plasmide und Oligonukleotide
2.1.3.1 Plasmide

Tabelle 2-6 Zur Verfiigung gestellte Plasmide

Name

Genotyp und Merkmale

Quelle/Referenz

Beschreibung Marker |CEN/2p
TEF2-Promotor, TEF2- Gueld /
Terminator AmpF ue elnge9r6et ar,
pu2 JoxP-HIS3-loxP- HIS3 2H I
Disrutionskassette
EPRLS AU Amp* Laborsammlun
pMG10 Promotor, lacZ 2u (EFB13) 9
Reporterplasmid LEUZ2
) ) AmpR
pMP253 (CHCIA DRI HEeZ |y o 2u Proft et al., 2001
Reporterplasmid
TRP1
Mdésch et al.,
pFG(TyA)-lacZ- pFG(TyA)-lacZ-URA3, URA3 > 1996
URA3 Reporterplasmid H (EFB309)
Mdsch et al.,
pFG(TyA)-lacZ- pFG(TyA)-lacZ-LEU?2, LEU2 > 1996
LEU2 Reporterplasmid H (EFB311)
pAB p413 STE50- Laborsammlung
p413STES0 Promotor, HIS3 CEN (ELS383)
pRS416-Derivat GAL1- Jansen et al.,
pGREG526 Promotor,Myc, CYC1- URA3 CEN 2005
Terminator (EWK?75)
) ) _ | PRS416 GAL-Promotor
pRS412T%2f)p e Myc, STE50, CYC1- URA3 CEN Labgéfgrlngzl)ung
Terminator
_ Mur~. | PRS416 50-Promotor
p416 SSTT’:_E55%F’ Mye Myc, STE50, CYC1- URA3 CEN Lab?g;g?g‘;')ung
Terminator
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pRS-Galp-GST- pRS416 GAL1-
) Spode, 2003
STE50R296G,N3015 Promotor, GST Ste50 URA3 CEN (ELS465)
RA20
pRS416-Derivat GAL1- Jansen et al.,
PGREG546 Promotor, GST, CYC1- | URA3 CEN 2005
Terminator (EWK83)
pRS416-Derivat GAL1- Jansen et al.,
pGREG576 Promotor, GFP, CYC1- URA3 CEN 2005
Terminator (EWKS85)
. Jansen et al.,
pMBD TW°E’:QS dgﬁqgi'gm' TRP1 CEN 2005
(EWK67)
q Jansen et al.,
9 (EWK66)
Twohybrid GAL4- Laborsammlun
pAD2-HIS3 Aktivierungsdomane, LEU2 CEN 9
(ELS552)
HIS3
pMBD- MET-Promotor BD- TRP1 CEN Laborsammlung
STE50R296GN301S STE50R296GN301S (ELS563)
MET-Promotor -BD- Laborsammlung
pMBD-STE50 STE50 TRP1 CEN (ECH199)
ADH- Promotor -AD- Laborsammlung
pAD-STE11 o LEU2 CEN (ELS243)
pAD-RAS1F
ECH163 (ohne C-terminale LEUZ2 CEN Hopp, 2005
CAAX-Box)
pAD-RAS2F
ECH167 (ohne C-terminale LEUZ2 CEN Hopp, 2005
CAAX-Box)
pAD-RAS2"19F
ECH157 (ohne C-terminale LEUZ2 CEN Hopp, 2005
CAAX-Box)
ECH191 pMBD-STE50P318L TRP1 CEN Hopp, 2005
ECH192 pMBD-STE50L322S TRP1 CEN Hopp, 2005
EFB67 pAlDHEE LEU2 CEN Laborsammlung
Gimeno et al.,
YCPRAS2Val19 YCPRAS2Val19 URA3 CEN 1992 (EGX156)
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MET-Promotor, KB, Laborsammlung,
PEE= nSTE50(1-252) TRP1 AL (EGX393)
CDC25/SUP/2 (PK- Lisziewicz et al.,
pCDC25/SUP/2 P 25) (TPK1) URA3 24 1987
(EHG99)

Tabelle 2-7 Im Rahmen dieser Arbeit erstellte Plasmide

| Genotyp und Merkmale
Name | Beschreib | Mark | Cen/2 Konstruktion
ung er M
hom. Rekombination vonpGREG526 mit
Assembly-PCR Produkt
pGREG526 p416GALGSTSTE50-RA2 + A72REC1-
ENB13 | grpsgvesea | URA3 | CEN STE50, A129Ste50_RA870rev;
p416GALpMYCSTES0 +
A130ste50_RA870for, A73rec2-ste50)
hom. Rekombination von pGREG526
mit Assembly-PCR Produkt
(p416GALpGSTSTES0
ENB15 [;E;rzggpglzg? URA3 CEN + A72REC1-STE5SO,
A129Ste50_RA870rev;
p416GALMycSTE50-RA2 +
A130ste50_RA870for, A73rec2-ste50)
hom. Rekombination von pGREG526
mit Assembly-PCR Produkt
(p416GALpGSTSTES0
ENB17 g‘T;ESEgNEEE URA3 CEN + A72REC1-STESO0,
A129Ste50_RA870rev;
p416GALMycSTE50-RA20 +
A130ste50_RA870for, A73rec2-ste50)
hom. Rekombination von pGREG526
mit Assembly-PCR Produkt
(p416GALGSTSTES0-
ENB19 I;E;I'EE(S;RSZéé URA3 CEN RA64 + A72REC1-STESO,
129Ste50_RA870rev;
p416GALpMYCSTESO0 +
A130ste50_RA870for, A73rec2-ste50)
hom. Rekombination von pGREG526
mit Assembly-PCR Produkt
(p416GALpGSTSTES0
ENB21 gﬁggggzzg URA3 CEN + A72REC1-STESO0,
A129Ste50_RA870rev;
p416GALMYCcSTE50-RA64 +
A130ste50_RA870for, A73rec2-ste50)
ENEZL ES'IBEESC(;)S(,%\E; hom. Rekombination von pGREG526
1- mit Doppel-PCR Produkt
234)FAR(R URA3 CEN (p416GALpGSTSTES0 + A72REC1-
292 AS STE50, A191R2FARNS50, A72REC1-
312-322) STES50, A89rec2-ras2)
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Ligation von STE50-Promotor Fragment
p526p50, (Sacl/Spel) aus ELS383 in pGREG526
ENB85 Myc, URA3 CEN Nach
Restriktion mit Sacl/Spel
p526p50, Ligation von nste50FAR Fragment
ENB111 Myc URA3 CEN (EcoRI/Xhol) aus ENB 71 in ENB 85
nste50FAR nach Restriktion EcoRI/Xhol
p52MGpr50, In vivo rekombination von Ste50
Terminator (419bp) nach PCR mit A231
ENiELS nstseggg;\R, R =y und A232 in Plasmid ENB111 nach
Term Restriktion mit Pacl
hom. Rekombination von pGREG526
ENB156 p§§$g55026 URA3 CEN mit PCR Produkt von EFB268 +
A72REC1-ste50. A73REC2-ste50
hom. Rekombination von pGREG576
ENB130 pGRE_G576 URA3 CEN Doppel-PCR (p416GALpGSTSTES0 +
nSTESOFAR A72REC1-STE50, A191R2FARNS50;
A72REC1-STE50,A89rec2-ras2)
ENB131 p526p50 ligation von nste50 Fragment (Sall) aus
nSTE50(aa URA3 CEN EGX393 mit ENB 85 nach Restriktion
1-252) Sall
pAD-OPY2- hom. Rekombination von pAD,-His3
ENB166 C1 (AS LEU CEN (ELS552) mit Assembly-PCR Produkt
116-361) A322REC10PY2 + A332REC20PY2-C1
2.1.3.2 Oligonukleotide (Primer)
| Name | Sequenz (5 -3") | Verwendung
A72REC1-ste50 gaa ttc gat atc aag ctt atc gat acc gtc gac ReEgnn':gilr?gfion
aat gga gga cgg taa aca ggc ca
Ste50
Homologe
) gcg tga cat aac taa tta cat gac tcg agg tcg L2
A73REC2-ste50 act tag agt ctt cca ccg 9gg gt Rekombination
Ste50
A89rec2-ras? gcg tga cat aac taa tta cat gac tcg agg tcg ReEngilr?gfion
act taa ctt ata ata caa cag cc Ras?

tta act tat aat aca aca gcc acc cga tcc gcet ctt

Uberlappungs PCR

A191R2FARNS50 a aac aqa ttg att tat aga Zur Assemblierung
g9a ggc aga tig gt tot ag von nSTES0FAR
Uberlappungs PCR
A129RA870for tat ggg gat caa gag agg ctg tta g zur Trennung von
STE50 Mutanten
Uberlappungs PCR
A130RA870rev cta aca gcc tct ctt gat ccc cat a zur Trennung von
STE50 Mutanten
Nachweis
A260kan-B gga tgt atg ggc taa atg Disruption
A261kan-C cct cga cat cat ctg ccc N_achw_els
Disruption
A231Ste50TF aca tta tac gaa gtt ata tta agg gtt gtc tta att Amplifizieren des

gtg cag ttg tca tgc ac

STE50 Terminator
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ggg agc ccc cga ttt aga gct tga cgg gga aag Amplifizieren des
AZIZSIIOIIR ccc aat tcc ata aga aag aa STE50 Terminator
Nachweis
A3200py2T300 ctg ctg cgg aac tta tcc Disruption Opy2
Nachweis
A3210PY2P439 Ccg agc tcc cga acc agg tga tca gc Disruption Opy2
- Homologe
A323RE§10PY2 gaa ttc gat atc aag ctt atc gat acc gtc gac a Rekombination
Opy2-C1
Homologe
A323REC20PY2 gcg tga cat aac taa tta cat gac tcg agg tcg R
act tat cgt tca tcg tgt att tcg
Opy2
A3240py2-5D cat tta tca aac tgg tta cgt tcg ttt tct gaa aat Disruption Opy2
Caa aca aaa aca gct gaa gct tcg tac gc
_ tat aat att ttc ccc ggg att gca gaa tac tgac . .
HRZEE B acg cct ttt atg cat agg cca cta gtg gat c Dl O

2.1.4 Chemikalien und Antikorper
2.1.4.1 Antikorper
| Antikorper | Beschreibung | Quelle/Referenz
aMyc Monoklonal aus Maus, gegen Myc-9E10 Calbiochem
Verdinnung 1:1000
aMaus Polyklonal aus Ziege gegen Maus IgG, Dianova
gekoppelt an alk. Phosphatase 1:5000
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2.1.4.2 Chemikalien

Acros Organics
Bio-Rad
Braun-Melsungen
Caesar & Loretz
Difco

Fermentas
Fluka

GibcoBRL
Janssen Chimica
J.T. Baker
Merck

MWG Biotech
New England
Biolabs
Pharmacia
Qiagen
Riedel-deHaén
Roche

Roth
Schleicher &
Schuell
Serva

Sigma

Whatman

Galaktose, Lysin
Bio-Rad Protein Assay
Glasperlen 0,45 mm &

Glukose

Bacto Agar, Hefe-Extrakt, Pepton, Trypton, Yeast nitrogen Base
PAGE-RulerTM Prestained Protein Ladder

Histidin

Agarose, Restriktionsendonucleasen

DMF, DMSO

KAc, MgCl,, NaCl, NaOH, , RbCl,

APS, Adenin, EDTA, Leucin, Na,HPO,4, NaH,PO,, MgS0O,, TEMED
Synthetische Oligonukleotide

Restriktionsendonucleasen, BSA

dNTP-Mix, Glutathion-Sepharose, ProteinA-Sepharose

Plasmid Mini Kit, Plasmid Midi Kit, Qiaex II Gel Extraction Kit
Essigsaure, Ethanol, NaN;, Methanol

BCIP, Expand High Fidelity PCR System, Lumi-Light Western-
Blotting-Substrat, Protease-Inhibitoren: Antipain, Leupeptin,
Pepstatin, Aprotinin, Restriktionsendonucleasen

DTT, Gel30 Acrylamid, Glycin, Isopropanol, KCI, PEG4000 und
3350, Tryptophan

Nitrocellulose-Membran

BSA, Glyzerin, Raffinose, SDS, Tween20

Ampicilin, Etidium Bromid, Litium Acetat, NBT, ONPG, PMSF, Tris,
a-Faktor, Uracil

3 MM Papier




Material & Methoden

2.2 Methoden

28

2.2.1 Amplifikation von DNA mittels PCR (Polymerase Chain
Reaktion)
2.2.1.1 Amplifikation von Plasmid-DNA

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde unter Verwendung der High-Expand-

Polymerase der Firma Roche durchgefihrt. Jeder Ansatz von 100 ul Endvolumen enthielt

10 pl 10 x Puffer, 0,1 ng der zu amplifizierenden Plasmid-DNA, je 0,1 nmol der

entsprechenden Oligonukleotidprimer und 200 uM dNTP-Mix. Die Reaktion erfolgte in

einem programmierbaren Thermo-Cycler (Techne). Zur Amplifikation wurde folgendes

Temperaturzyklusprogramm verwendet:

Tabelle : PCR-Programm zur Amplifizierung von Plasmid-DNA

Anzahl der Temperatur Dauer Funktion
Zyklen
1. 1x 95°C 10 min Denaturierung der
DNA
95°C 1min Denaturierung der
DNA
45-55°C 1min Bindung der
2. 20x
Primer an die DNA
Abhé&ngig von
Primern
68°C 1 min pro kb des zu DNA-Synthese
amplifizierenden
Fragmentes
3 1x 68°C 10 min abschlieBende
DNA-Synthese

Nach abgeschlossener Reaktion wurde 1/10 der amplifizierten DNA durch Agarose-
Gelelektrophorese analysiert.
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Die (PCR) flir den Nachweis der korrekten Disruption wurde unter Verwendung der Taq-

Polymerase durchgefiihrt. Frisch ausgestrichene Zellen wurden in 50 pl 0,02 M NaOH

resuspendiert und fir 120 Sekunden in der Mikrowelle erhitzt. Die Zellsuspension wurde

bei -20°C flir mindestens eine Stunde eingefroren. Von diesem Ansatz wurden 5 pl fir

die PCR eingesetzt. Der PCR-Ansatz mit einem gesamt Volumen von 50 pl enthielt

weiterhin einen Puffer, H,O, DMSO, 0,1 nmol der entsprechenden Oligonukleotidprimer

und 200 pyM dNTP-Mix. Die Reaktion erfolgte in einem programmierbaren Thermo-Cycler

(Techne). Zur Amplifikation der DNA wurde folgender Reaktionszyklus verwendet:

Tabelle : PCR-Programm zur Amplifizierung von genomischer DNA

Anzahl der Temperatur Dauer Funktion
Zyklen
1. 1x 95°C 10 min Denaturierung der
DNA
95°C 1min Denaturierung der
DNA
45-55°C 1min Bindung der
2. 35x
Primer an die DNA
Abhé&ngig von
Primern
68°C 1 min pro kb des zu DNA-Synthese
amplifizierenden
Fragmentes
3. 1x 68°C 10 min abschlieBende
DNA-Synthese

Nach abgeschlossener Reaktion wurden 30 ul des gesamten PCR-Ansatzes durch
Agarose-gelelektrophorese analysiert.
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2.2.2 Gen Deletion in Saccharomyces cerevisiae

Gen-Deletionen in S. cerevisiae wurden durch homologe Rekombination von Markern in
die chromosomale DNA bei gleichzeitiger Deletion des gewiinschten Gens erzielt. Dazu
wurden Disruptionsplasmide verwendet, die eine Amplifikation der Disruptionskassette in
E. coli erlaubten. Die Gendisruption in S. cerevisiae wurde nach der von Gueldener et
al. (1996) beschriebenen, auf PCR basierenden Methode der Gendeletion durchgefihrt.
Hierbei wurden 60mere Oligonukleotide verwendet, deren 20 3 -standigen Basen die
Amplifikation eines Selektionsmarkers erlauben, der auf einem Plasmid vorliegt. Die 40
5'-standigen Basen sind genspezifisch und erlauben die homologe Rekombination.
Mittels PCR wurde die LoxP-kanMX-LoxP-Kassette aus dem Plasmid pUG6, oder die
LoxP-HIS3-LoxP-Kassette aus dem Plasmid pUG27 amplifiziert. Das PCR Produkt wurde
mittels des QiaQuick-PCR Purification Kits aufkonzentriert. Das aufkonzentrierte PCR-
Produkt wurde in Hefezellen mittels der High-efficiency LiAc-Methode transformiert.

Der Erfolg der Gendeletion wurde mittels PCR mit Oligonukleotiden Uberprift, die sowohl
auBerhalb der zur Deletion verwendeten Deletionskassette im Genom als auch innerhalb
der Deletionskasette binden. Somit wird nur bei korrekter Insertion bei der PCR ein

Produkt mit bestimmter GroBe erzeugt.

2.2.3 Transformation

2.2.3.1 Transformationen in Saccharomyces cerevisiae

Schnelltransformation in Mikrotiterplatten

Es wurden frische Hefezellen in 200 ul Lsg 3 resuspendiert. AnschlieBend wurde ca. 1 ug
Plasmid-DNA, 10 pul denaturierter Heringssperma-DNA (10 mg/ml) und 10 pl 1 M DTT
hinzugegeben. Danach wurde der Ansatz fir 6-8 Stunden bei 30°C bzw. Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Es erfolgte ein Hitzeschock flir 15 Minuten bei 42°C. Die
Zellen wurden auf den jeweiligen Selektivplatten ausplattiert und fir 2-3 Tage bei 30°C

inkubiert.

Losungen
Lsg 3: 40% PEG4000 in 0,1 M Lithiumacetat;10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA



Material & Methoden 31

High efficiency Transformation von Hefe nach der Lithiumacetatmethode

Die Transformation von Hefe wurde nach der Lithiumacetat-Methode durchgefiihrt. 100
ml einer Kultur der ODgo 0,4 bis 0,6 wurden abzentrifugiert (3000 rpm Beckmann
GPKR-Zentrifuge), die Zellen einmal in 0,1 M LiAc gewaschen, in 1 ml 0,1 M LiOAc
resuspendiert und in 100 pl Aliquots aufgeteilt. Zu den Ansatzen wurde 1 pg Plasmid-
DNA, 10 pl Carrier-DNA und 700 pl Lsg 3 hinzugegeben. Die Ansatze wurden
anschlieBend fir 30 min bei 30°C inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock Gber 15 min bei
42°C. Die Zellen wurden abzentrifugiert (7000 rpm , 2 min Eppendorf, 5417R), in 200 pl
Wasser aufgenommen und auf Selektivmedium ausplattiert. Danach erfolgte die
Inkubation der Platten fir 2-3 Tage bei 30°C.

Ldsungen
Lsg 3: 40% PEG4000 in 0,1 M Lithiumacetat;10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA

2.2.3.2 Transformationen in E. coli

Elektroporation

400 ml LB-Medium wurden 1:100 mit einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C
inkubiert. Die logarithmisch wachsenden Zellen (ODggo 0,6 bis 1) wurden fir 15-30 min
auf Eis inkubiert. Die Kultur wurde daraufhin 15 min bei 3000 rpm (Beckmann GPKR-
Zentrifuge) und 4°C abzentrifugiert. Die Zellen wurden einmal mit einem Volumen H,0,
einmal mit zwei Volumen H,O und einmal mit 1/50 Volumen 10% Glyzerin gewaschen.
Das Pellet wurde in 2 ml 10% Glyzerin aufgenommen und auf 40 pl Aliquots verteilt, die
bei -70°C gelagert wurden.

40 ul der kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 50 yl verdinnter DNA (~1
ng) versetzt und in eine Elektroporationskiivette (Spaltbreite 1 mm) gegeben. Die
Elektroporation erfolgte mit dem Gene-Pulser™/Pulse Controller (Biorad, Miinchen) [1,6
kV; 25 pF; 200 Ohm]. Zellen wurden in 1 ml LB-Medium aufgenommen und fir 1 h bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurden sie 2 min bei 7000 rpm (Eppendorf, 5417R)
abzentrifugiert, das Zellpellet wurde im restlichen Uberstand resuspendiert und auf
LB.mp-Platten ausplattiert. Die Platten wurden Gber Nacht bei 37°C inkubiert.

High-Efficiency Transformation nach Hanahan

Um kompetente E. coli-Zellen herzustellen, lieB man Zellen Uber Nacht in 5 ml SOB-
Medium mit 20 mM MgSO, wachsen (Hanahan 1991). AnschlieBend wurden 100 ml SOB
mit 20 mM MgS0, mit der Ubernachtkultur auf eine ODgoonm VOn 0,2 angeimpft. Diese
Kultur wuchs bei 37°C bis zu einer ODgponm von 0,4-0,6, dann wurde sie 10 min auf Eis

inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 4100 rpm (Beckmann J2-21 Zentrifuge) und 4°C
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fir 10 min wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 20 ml kaltem FSB-Puffer
(Frozen storage buffer) resuspendiert (Beckmann J2-21 Zentrifuge) und erneut fir 10
min auf Eis inkubiert. Es erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 4100 rpm (Beckmann
J2-21 Zentrifuge) und 4°C fiir 10 min, der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde
in 4 ml kaltem FSB-Puffer resuspendiert, 140 pl DMSO hinzugegeben und gevortext
(IKA-Vibrax Janke und Kunkel). Die Suspension wurde flr 15 min auf Eis inkubiert,
anschlieBend abermals 140 pl DMSO zugegeben und gevortext. Die Suspension wurde in
50 pl-Aliquots aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

Kompetente E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut, anschlieBend wurden 1-5 ng DNA
auf ca. 50 pl Zellen gegeben, es wurde 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte
ein Hitzeschock im Wasserbad (Julabo R5) bei 42°C fur 90 sec. Danach wurden die
Zellen auf Eis Uberfuhrt, kurz auf 37°C angewarmt und nach Zugabe von flissigem LB-
Medium fir 45 min im 37°-Raum auf den Schuittler (B. Braun Biotech) gestellt.
AnschlieBend wurden 200-300 pl des nicht abzentrifugierten Gesamtansatzes auf LBamp-

Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

Losungen

SOB-Medium: 950 ml ddH,0O, 20g Bacto-Trypton, 5g Bacto Yeast-Extract, 0,5g NaCl, 10 ml 250
mM KCI, pH mit 5 N NaOH auf 7,0 einstellen.

FSB-Puffer: 10 mM KAc, 45 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 100 mM KCI, 3 mM Hexamminkobalt Chlorid,
10% Glycerol

2.2.4 Praparation von Nukleins3dauren

2.2.4.1 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der von Sambrook et al.
(1989) beschriebenen Methode der alkalischen Lyse. Hierfir wurden 5 ml
Ubernachtkultur abzentrifugiert und in 100 pl P1 resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch
Zugabe von 200 pl P2. Zur Neutralisierung erfolgte die Zugabe von 200 pl P3. Aus dem
nach zehnminitiger Zentrifugation bei 4°C erhaltenen Uberstand wurde die Plasmid-DNA
durch eine Ethanolfallung (100%) und einem anschlieBenden Waschschritt mit 70%

Ethanol gewonnen.

Losungen

P1: 150 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA
P2: 0,2 M NaOH; 1% SDS

P3: 3 M KOAc; pH 5,5
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2.2.4.2 Praparation von Plasmid-DNA aus Saccharomyces cerevisiae

Hefezellen einer 5 ml Ubernachtkultur wurden geerntet und mit de-ionisiertem Wasser
gewaschen. Das Pellet wurde anschlieBend in 1 ml P1 mit RNase resuspendiert und nach
Zugabe von 1 ml P2 gemischt. Der Zellaufschluss erfolgte durch die Zugabe von 2/3
Volumen Glasperlen auf einem IKA-Vibrax VXR (Janke und Kunkel) unter Schiitteln bei
4°C, 15 Minuten. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaB uberfiihrt, mit 0,5
ml P3 versetzt, 15 min auf Eis inkubiert und 15 min lang bei 13.000 rpm zentrifugiert
(Eppendorf, 5417R). Aus dem Uberstand wurde die Plasmid-DNA mit Isopropanol geféllt
und anschlieBend mit 70% Ethanol gewaschen. Das getrocknete Pellet wurde in 20 pl
deionisiertem Wasser aufgenommen und die DNA  wurde im Anschluss fir die

Transformation in E. coli eingesetzt.

2.2.4.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Analyse der DNA erfolgte Uber die Auftrennung in neutralen Agarosegelen (Agarose
in 1 x TAE mit Ethidiumbromid in einer Endkonzentration von 0,5 ug/ml zur Anfarbung
der Nukleinsauren). Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Die DNA-Proben wurden
vor dem Auftragen mit 1/10 Volumen Blaumarker versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei
analytischen Gelen bei maximal 120 V, bei praparativen Gelen bis 80 V. Als Ldngen- und

Konzentrationsstandard diente 1 ug EcoRI/HindIII geschnittene Lambda-DNA.

Lésungen
TAE-Puffer: 40 mM Tris/HCl pH 7,8; 20 mM Natriumacetat; 2 mM EDTA

Blaumarker: 0,2% Bromphenolblau; 25% Glycerol

2.2.4.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration hochmolekularer DNA wurde durch Vergleich mit einem DNA-
Mengenstandard (EcoRI/HindIll geschnittene Lambda-DNA) in einem Agarosegel
abgeschatzt.

2.2.4.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die unter UV-Licht mit Ethidiumbromid auf einem Agarosegel sichtbar gemachte DNA
wurde ausgeschnitten und nach dem Qiaquick Gel Extraction Kit Protocol (Qiagen)

eluiert.
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2.2.4.6 DNA-Restriktion

Die Verwendung der Restriktionsendonukleasen erfolgte nach Angaben der Hersteller
(Biolabs, Roche). Die Restriktionsansatze wurden je nach Enzym und Bedingung 3 bis 16
h bei den entsprechenden Temperaturen inkubiert. Pro pg DNA wurde 1 Unit (U) Enzym

eingesetzt.

2.2.4.7 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Fur die Entfernung von endstandigen 5°'-Phosphatgruppen aus linearen
doppelstrangigen DNA-Molekilen wurde alkalische Phosphatase (CIP: calf intestinal
phosphatase) verwendet Hierzu wurde nach erfolgter Restriktion 1 U CIP direkt in den
Restriktionsansatz gegeben und 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA

mittels einer Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt.

2.2.4.8 Ligation von DNA-Fragmenten
Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit 100 ng dephosphorylierter Vektor-DNA

und der dreifachen molaren Menge Insert-DNA in einem Gesamtvolumen von 20 ul. Die
Ligation erfolgte bei Verwendung des Ligasepuffers der Firma Gibco BRL in Gegenwart
von 1 U T4-Ligase (Gibco BRL) Gber Nacht bei 16°C.

Fir die nachfolgende Transformation in E. coli wurde der gesamte Ligationsansatz

verwendet
2.2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.2.5.1 Herstellung von Proteinrohextrakten aus S. cerevisiae

Logarithmisch wachsende Kulturen ODgg 0,4-0,6 wurden abzentrifugiert (5 min 3000
rpm Beckmann GPKR-Zentrifuge) und mit dH,O sowie E-Puffer gewaschen. Das
Zellpellet wurde in 150 pl E*-Puffer resuspendiert und mit 100 pl Glasperlen (Jansen @
0,45 cm) versetzt. Der ZellaufschluB erfolgte fir 10 Minuten auf einem IKA-Vibrax VXR
(Janke und Kunkel) bei 4°C und maximaler Intensitdt. Nach Aufschluss der Zellen
wurden wiederum 150 pl E*-Puffer zugegeben und die Flissigkeit abgenommen. Nach
einem Zentrifugationsschritt (10 min bei 13.000 rpm, Eppendorf 5417R) wurde der
Proteinrohextrakt in ein frisches ReaktionsgefaB Uberflihrt und verwendet oder bei -70°C

gelagert.

Losungen
E-Puffer: 25 mM Tris/HCI pH 7,4; 5 mM EDTA; 0,1% TritonX-100; 10% Glyzerin; 150 mM NaCl
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E*-Puffer: E-Puffer + 1 mM DTT, 0,1 mM Pi-Mix (Pepstatin, Aprotinin, je 1 mg/ml, Leupeptin,
Antipain, je 5 mg/ml), 0,1 mg/ml Trypsin Inhibitori, 1 mM PMSF

2.2.5.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (1976) bestimmt. 790 ul Wasser wurden
mit 10 ul Rohextrakt und 200 ul Bradford-Reagenz (Biorad) vermischt, 5 min bei RT
inkubiert und anschlieBend bei einer Wellenlange von 595 nm die Absorption im
Photometer (Beckmann DU 7400) gemessen. Die Proteinmenge im Rohextrakt wurde
anschlieBend anhand einer BSA-Eichkurve mit definierten Proteinkonzentrationen (0 bis
25 pg BSA in 2 ug-Schritten) aus den Absorptionswerten berechnet. Es erfolgte eine

Dreifachbestimmung.

2.2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht in
SDS-Polyacrylamidgelen erfolgte nach der Methode von Laemmli, 1970. Zur Auftrennung
der Proteine wurden ein 3%iges Sammelgel und ein 10%iges Trenngel verwendet
(Maniatis, 1982). Die Proteinproben wurden mit einem Volumenanteil 2 x Probenpuffer
fir 5 Minuten bei 95° C gekocht und anschlieBend 30 Minuten bei 50°C solubilisiert,
bevor sie aufgetragen wurden. Die Auftrennung der Proteine und des
Molekulargewichtsstandards (Fermentas, Prestained Protein Ladder: 170 kDa; 130 kDa;
100 kDa; 72 kDa; 55 kDa; 40 kDa; 33 kDa; 24 kDa; 17 kDa; 11 kDa) erfolgte in
Laufpuffer bei 50 V Uber Nacht oder fiir 3-4 h bei 30 mA bei Tag.

Lésungen

Sammelgel: 7 ml H,0, 1,25 ml Tris (0,4% SDS, 0,5 M Tris HCI pH 6,8) 1,7 ml 30% Acrylamid/
0,8% Bisacrylamid, 25 pyl 10% APS, 20 yl TEMED

Trenngel: 10 ml H,O, 5 ml Tris (0,4% SDS, 1,5 M Tris/ HCI, pH 8,8), 5 ml 30% Acrylamid/ 0,8%
Bisacrylamid, 50 ul 10% APS, 40 ul TEMED

2x Probenpuffer: 4% SDS, 50 mM Tris/ HCI pH 6,8, 20% Glyzerin, Bromphenolblau, 20 mM DTT
Laufpuffer: 25 mM Tris, 0,192 M Glyzin und 0,1% SDS

2.2.5.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen (Immunoblot)

Nach erfolgter Protein-Auftrennung (SDS-PAGE) wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran transferiert. Die Ubertragung erfolgte in Blot-Puffer fiir 6
Stunden bei 30 V (250 mA) im Kihlraum. Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen
wurde der Filter 2 Stunden in PBST inkubiert. Die Reaktion mit dem Primdrantikérper
(1:1000 in PBSTB) erfolgte fir 1,5 Stunden bei RT. Nach dreimaligem Waschen flr
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jeweils 10 Minuten mit PBST (PBSTB ohne BSA) erfolgte die Inkubation mit sekundarem
Antikorper (1:5.000 (Phosphatase) oder 1:50.000 (Peroxidase)) fir 4 Stunden oder Uber
Nacht. Auf die folgenden 3 Waschschritte mit PBST folgte die Detektion des Sekundaren

Antikorpers.

Losungen

Blotpuffer: 25 mM Tris; 0,192 M Glyzin; 20% Methanol

1x PBSTB: 8g NaCl; 2g KCI; 14,4g Na,HPO,; 2,49 KH,PO, ad 1L pH 7,4
; 150 mM NacCl; 0,1% Tween 20; 5% BSA

2.2.5.5 Detektion durch Alkalische Phosphatase

Fir den Nachweis von mit alkalischer Phosphatase gekoppeltem sekundaren Antikdrper
wurde die Membran zundchst zweimalig fir 5 Minuten in Substratpuffer daquilibriert.
AnschlieBend erfolgte die Farbreaktion nach Zugabe von 25 ml Substratpuffer mit 0,1
mg/ml BCIP und 1 mg/ml NBT.

Losungen
Substratpuffer: 0,1 M Tris/HCl pH 8,8; 0,1 M NaCl; 2 mM MgCl,

2.2.5.6 Quantitative Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitdat mit
ONPG

Fir ONPG-Messungen (2-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid) nach Miller (1972) wurden
4 OD Zellen geerntet, mit 1 ml LacZ-Puffer gewaschen, anschlieBend in 300 ul LacZ-
Puffer resuspendiert und mit Glasperlen (Volumen 100 ul, & 0,45mm) durch
finfzehnminitige Inkubation in einem Vibrax-Schiittler (Firma Janke & Kunkel)
aufgeschlossen. Der Uberstand wurde 5 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert
(Eppendorf, 5417R) und das Pellet wurde verworfen. Der Rohextrakt wurde direkt fir
Aktivitatsmessungen und Proteinbestimmungen eingesetzt. Die gesamte Bearbeitung
erfolgte bei 4°C.

950 ul ONPG-Lésung (1 mg/ml Z-Puffer) wurde mit 50 upl Rohextrakt versetzt. Uber
einen Zeitraum von bis zu 2 h wurden die Proben bei 30°C inkubiert und nach schwacher
Gelbfarbung mit 0,5 ml 1 M Na,COs-Lésung abgestoppt. Es wurde photometrisch die
Extinktion bei 420,,, bestimmt und die Zeit des Abstoppens notiert. Die Berechnung der
spezifischen Aktivitaten erfolgte mit folgender Formel:

Volumenaktivitat = _V . AE [pmol/min - ml = U/ml]
ed-v At
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V = Klvettenvolumen (ul); v = Probenvolumen (ul); d = Schichtdicke des
Klivetteninhalts; € = molarer Extinktionskoeffizient bei 420 nm (g420 = 4,5 ml/pmol-cm)

Die endgliltige Angabe der Enzymaktivitat erfolgte bezogen auf mg Gesamtprotein.

Losungen
Z-Puffer: 0,1 M Natrium-Phosphat, pH 7,0; 20 mM KCI; 1 mM MgSQO,

2.2.6 Weitere Methoden

2.2.6.1 Two-Hybrid-Interaktionsnachweis

Das Two-Hybrid-System ist ein genetisches System zur Detektion von Protein-Protein-
Interaktionen mittels eines Reportergenes (Fields & Song, 1989; Phizicky & Fields,
1995). Es beruht auf dem modularen Charakter vieler eukaryontischer
Transkriptionsfaktoren wie z.B. GAL4 (Giniger et al., 1985) oder GCN4 (Hinnebusch &
Natarajan, 2002). Die Bindedomane bringt den Transkriptionsfaktor an den Wirkort, d.h.
in den Kern und bindet mit Hilfe der DNA-Bindedomane an spezifische Bindestellen der
Promotoren der Gene, welche durch den Faktor reguliert werden. Die
Aktivierungsdomane bindet mit anderen fir die Transkriptions-Initiation bendtigten
Faktoren an den Promotor und aktiviert die Transkription des stromabwarts liegenden
Gens (Johnston, 1987). Man fusioniert einen der Interaktionspartner an eine DNA-
Bindedomane und den anderen an eine Aktivierungsdomane. Durch Expression dieser
Fusionsproteine in einem Stamm mit GAL-Promotorsequenzen vor Reportergenen kann
die Wechselwirkung dieser beiden Proteine zur Transkriptionsaktivierung eines gut
messbaren Reportergens (z.B. JlacZ) filihren. Die Menge des gebildeten
Reportergenprodukts kann als direktes MaB fiir die Starke der Interaktion verwendet
werden. Es wurden die Domanen des Transkriptionsaktivators Gal4 verwendet. Als
Hefestamm wurde der Stamm PJ187, eine Kreuzung aus PJ-69-4A (James et al., 1996)
und Y187 (Durfee et al., 1993) des Genotyps MATa/a, GALwas) LacZs, GALwas)y ADE2,
GALwasy HIS3 verwendet. Weiterhin sind die relevanten GAL-Gene deletiert. In diesem
Stamm kann neben der p-Galaktosidase-Aktivitat auch das Wachstum auf
Minimalmedium ohne Histidin oder Adenin als MaB flUr die Interaktionsstarke dienen.
Wachstum auf Histidin Mangelmedium ist sehr sensitiv, zeigt allerdings einen relativ
hohen Hintergrund, es werden viele falsch-positive Interaktionen durch Wachstum
angezeigt, dafir werden auch schwache Interaktionen wahrgenommen. Das
Hintergrundwachstum auf SD /eu- trp- his- -Platten kann durch Zugabe von 6 mM
3 'Aminotriazol minimiert werden. Die Adenin-Mutation hat starkere Auswirkungen, hier
kdnnen nur die Zellen wachsen, die eine sehr starke Interaktion der Fusionsproteine

aufweisen.



Material & Methoden 38

2.2.6.2 Induktion des Paarungspheromon-Antwortweges mit a-Faktor

Zellen wurden bei ODggg 0,6-0,8 mit 1 uM oder 5 yM «a-Faktor (Endkonzentration)
induziert. Die Zellen wurden anschlieBend mikroskopisch inspiziert oder flr eine [B-

Galaktosidaseaktivitatsbestimmung geerntet.

2.2.6.3 Sensitivitatstest gegeniiber Paarungspheromon

Zur Untersuchung der Sensitivitdt gegen Paarungspheromon wurden 1x10° Zellen einer
logarithmisch wachsenden Kultur in 5 ml Topagar (0,6%) vermischt und gleichmaBig auf
eine Platte gegossen. Es wurden sterile Filterplattchen (& 5 mm) aufgelegt und o-Faktor
in den Mengen 5 pg, 2 ug, 1 ug und 0,5 pg aufgetropft. Die Platten werden anschlieBend
bei 30°C inkubiert.

2.2.6.4 Sensitivitatstest gegeniiber Hyperosmolaritat

Der Nachweis der Osmostressantwort erfolgte nach Posas und Saito (1997).
Logarithmisch wachsende Zellen werden auf Minimalmedium mit und ohne
Natriumchlorid oder eines anderen Osmolyts verschiedener Konzentrationen getropft
(Verdinnungsreihe 3,5 pl ODggonm 0,4 um je einen Verdinnungsfaktor von 10 von links
nach rechts abnehmend). Das Wachstum nach 3-5 Tagen Inkubation bei 30°C wurde

protokolliert.

2.2.6.5 Induktion des pseudohyphalen Antwortweges

Die Induktion von Pseudohyphen diploider Zellen erfolgte auf einem
Stickstoffmangelmedium (SLAD = Synthetic Low Ammonia Dextrose) mit 50 uM
Ammoniumsulfat, wie von Gimeno et al. (1992) beschrieben. Logarithmisch wachsende
Zellen wurden 1: 1000 in Wasser verdiinnt, auf SLAD-Plattten ausplattiert, flir 24 h bei

30°C inkubiert und auf pseudohyphales Wachstum hin mikroskopisch untersucht.

2.2.6.6 Induktion des Signalweges fiir Invasives Wachstum in

Fliissigmedium

Zur Induktion des Signalweges wurden Zellen einer stationdren Ubernachtkultur in
frisches Medium gegeben ODggy 0,1-0,2. Die Zellen wurden anschlieBend fir mehrere
Tage bei 30°C auf einem Schittler (110 rpm) inkubiert. Proben von mindestens 4 ODgqg

wurden an den gewlinschten Zeitpunkten entnommen.
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2.2.6.7 Induktion des Sighalweges fiir Invasives Wachstum in

Festmedium

Zur Induktion des Signalweges wurden 80 pl einer stationdren Ubernachtkultur (ODggo
10) auf einem 6tel einer Platte vorsichtig ausgestrichen, ohne den Agar zu verletzen. Die
Platte wurde anschlieBend bei 30°C flir 2-6 Tage inkubiert. Die Platten wurden dann
fotografiert um das gesamte Wachstum festzuhalten. Die Platte mit einem schwachen
Wasserstrahl begossen, um Zellen, die nicht adhasiv wachsen, zu l6sen. Die Platte

wurde anschlieBend wieder fotografiert.

2.2.6.8 Fluoreszenzmikroskopie

Aus einer Ubernachtkultur in SRG-Medium wurde eine SRG-Hauptkultur angesetzt, diese
wurde bei 30°C inkubiert, bis die log-Phase erreicht war. 500 pl dieser Kultur wurden 1
min. bei 5.000 rpm (Haereus, Biofuge) abzentrifugiert und in 150 pl PBS-Puffer
gewaschen und in 25 pl PBS-Puffer aufgenommen und am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss
Axioskop; Zeiss, Oberkochen, Deutschland) untersucht.

Um Zellkulturen zu arretieren, oder um die Effekte einer Pheromonbehandling zu
untersuchen, wurden 5 pM a-Faktor zu logarithmischen Zellen gegeben und bei 30°C
inkubiert.  AnschlieBend wurden die  Zellen wie  beschrieben fiur die

Fluoreszenzmikroskopie vorbereitet.

Lésungen
1x PBS: 8g NaCl, 2g KClI, 14,4g Na,HPO,, 2,49 KH,PO, ad 1L pH 7,4

2.2.6.9 Bioinformatik

Die Bearbeitung von Plasmidkarten/-Sequenzen und die Mdglichkeit zur Konstruktion

von Plasmiden erfolgte mit Hilfe von Clone Manager (Version 7.0).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchungen zur Funktionalitat von Ste50-RA
Mutanten in den MAPK Sighalwegen

Die MAPK Signalwege sind flir eine Vielzahl von Vorgangen in der Saccharomyces
cerevisiae Zelle unerldsslich. Es besteht eine essentielle Beteiligung an der Induktion der
Paarung, dem Filamentésen-Wachstumsweg und dem Hochosmolaren Antwortweg. An
diesen drei Signalwegen ist das regulatorische Adaptorprotein Ste50 beteiligt.

Fir das Protein Ste50 wurden bisher zwei getrennte Interaktionsdoméanen (die RA

Domane und die SAM Domane) anhand von Sequenzhomologien definiert und
beschrieben. Die SAM Domadane befindet sich am N-Terminus von Ste50 und ist
notwendig um die Interaktion mit der MAPKKK Stell zu vermitteln. Die Ras-Associated
(RA) Domain wird als essentiell beschrieben, jedoch konnten bisher weder die Struktur
noch alle Interaktionspartner vollstandig geklart werden. Es konnte gezeigt werden, dass
die RA Domane die Interaktion mit den kleinen G-Proteinen Rasl, Ras2 und Cdc42
vermittelt (Spode, 2003; Hopp, 2005, Tatebayashi et al., 2006). Ein weiterer
Interaktionspartner von Ste50 ist das kleine Membranprotein Opy2 (Wu et al., 2006).
Auch hierbei kénnte die RA- Domane fir die Vermittlung der Interaktion eine Rolle
spielen.
Um die RA Domane von Ste50 genauer zu untersuchen, sollten mittels PCR-Mutagenese
essentielle Aminosauren fir die Funktion und die Interaktion mit anderen Proteinen
identifiziert und beschrieben werden. Neben der Untersuchung zur Interaktion wurde
zuerst eine phadnotypische Analyse der Ste50 Mutanten in den drei Signalwegen, der
Pheromonantwort, dem HOG-Siganlweg und dem filamentésen Wachstum, an denen
Ste50 beteiligt ist, durchgefiihrt.

Durch Random-PCR-Mutagenese in dem RA-Domdnen Bereich von Ste50 wurden
Mutanten erzeugt. Einige dieser Mutanten zeigten einen Wachstumsdefekt auf
hochosmolarem Medium (ste50-RA2; ste50-RA20; ste50-RA64) (Spode, 2003). Eine
Sequenzierung der DNA-Sequenz hatte ergeben, dass es sich bei diesen Mutanten um
open reading frames (ORF) mit der vollen Ldnge handelt, die jedoch eine zweifache
Punktmutation in der DNA Sequenz enthalten. Es war daher nétig, diese doppelten
Mutationen zu vereinzeln, um die Rolle der jeweils ausgetauschten Aminosaure zu
untersuchen. Hierflir wurde mittels PCR die mutierte Sequenz mit der wildtypischen
STE50 Sequenz ersetzt und so fUnf Einzelmutanten erzeugt. Die Mutante ste50-RA2
wurde so in die Mutanten ste50Y?%* und ste50°*'%- getrennt. Ebenso konnten die

Mutanten ste50%?®T und ste50-3?%° aus ste50-RA64 isoliert werden. Die Mutante ste50-
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RA20 mit den Mutationen R296G und N301S konnte nur einmal vereinzelt werden, da
das verwendete Primerpaar mit 18 bp Lange die Mutation an Position 886 (R296G)
Uberdeckte. Es konnte daher nur die Einzelmutante Ste50™*°'° erzeugt werden. Die
Mutanten wurden in den Vektor pGREG526 hinter einen GALI1-Promotor kloniert. Um
eine erfolgreiche Klonierung nachzuweisen, wurde die Expression der Mutanten
Uberprift. Hierfir wurden sie in den Hefestamm HCH100 (Aste50 Assk1) transformiert
und die Expression mit Galaktose induziert. Die Expression von der Ste50-Mutanten
wurde mit SDS-PAGE und Western-Blot-Analyse Uberprift. In Abbildung 3.1 wird die
Western-Blot-Analyse der Mutanten gezeigt. Alle Ste50 Mutanten zeigen ein ahnliches

Laufverhalten im SDS Gel wie das wildtypische Ste50.
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Abbildung 3.1 Expressionsnachweis der Ste50 Mutanten

Ein Aste50 Assk1l Stamm wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert. Die
Transformanden wurden in induzierendem SRG Medium angezogen. Die Zellen wurden
geerntet und aufgeschlossen. Die Rohextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
eine Western-Blot-Analyse mit anti-Myc Antikdrper wurde durchgefithrt. Stamm: W303-1A
Aste50 Assk1 (HCH100) Plasmide: Ste50 pGREG526STES0 (ENB156); Ste50R283T
pGREG526STE50R*83T (ENB19); Ste50V28¢* pGREG526STE50Y2%%* (ENB13); Ste50MN301S
pGREG526STE50N301S (ENB17); Ste50™3!8- pGREG526STE50™318: (ENB15); Ste50-3225
pGREG526 STE50-3225 (ENB21)
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3.1.1 Auswirkung der RA- Mutanten auf den Hochosmolaren

Antwortweg

Der Hochosmolare Antwortweg bietet die Mdglichkeit die Funktionalitét der RA-
Mutanten mittels eines Wachstumstests zu (Uberprifen. Um den HOG-Signalweg
auszuschalten, muss sowohl der Shol Weg als auch der parallel verlaufende Sinl Weg
unterbrochen sein. Zellen in denen beide Wege unterbrochen sind, kénnen nicht auf
hochosmolarem Medium wachsen. Wird einer der beiden Wege wieder hergestellt, ist ein
Wachstum der Zellen unter hochosmolaren Bedingungen madglich. In dem Aste50 Assk1
Stamm sind beide Signalwege unterbrochen. In diesen Stamm wurden die erstellten
Mutanten transformiert und auf das Wachstum unter Salzstress getestet. Die
urspriinglichen Doppelmutanten zeigen alle ein Wachstumsdefizit unter Salzstress
(Spode, 2003). Die Mutanten ste50™%" und ste50-°?’° zeigen einen Wachstumsdefizit
unter hochosmolaren Bedingungen bei einer NaCl Konzentration von 0,7 M und 1,0 M
(Tabelle 3.1 und Abbildung 3.2). Die Mutanten ste50%%%°7, ste50Y?%%* und ste50"*%'°
zeigen eine volle Komplimentierung des Wachstumsdefizits einer Aste50 Asski

Deletionsmutante (Tabelle 3.1).

Tabelle 3-1 Ubersicht iiber die Auswirkungen von RA-Mutationen auf die
Funktion von STE50 im HOG-Signhalweg

Mutation
Name Basen- Aminosiure- Test auf
Osmostress
Austausch Austausch
STE50 +
ste50-RA2 857, 953 V286A; P318L -
ste50-RA20 886, 902 R296G; N301S -
ste50-RA64 848, 965 R283T; L322S -
ste5074%7 848 R283T +
ste50"%%A 857 V286A +
ste50R?%%¢ 886 R296G -(%)
ste50"01° 902 N301S +
ste50™18 953 P318L -
ste50%% 965 L322S -
* Die Mutante ste50%%°°® wurde nicht isoliert
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Abbildung 3.2 Osmosensitivitat der ste50-RA Mutanten gegeniiber NaCl unter
Uberexpressionsbedingungen

Gezeigt ist das Wachstum des Doppeldeletionsstammes W303-1A Aste50 Asskl nach 3-5
Tagen. Der Stamm wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert. Fir die
Dokumentation des Wachstums auf hochosmolarem Medium wurden die Transformanden in
SRG Medium logarithmisch angezogen und 0,4 ODgoo —Einheiten geerntet. Die Zellen wurden
in 500 pl H,O aufgenommen und serielle 10-fach Verdlinnungen hergestellt. Es wurden
jeweils 3,5 pl jeder Verdliinnung, absteigend von links nach rechts verlaufend, aufgetropft.
Das Wachstum wurde nach 3 d (SRG) und 5d (0,7 M; 1,0 M) festgehalten.

Stamm: W303-1A Aste50 Assk1l (HCH100) Plasmide: Ste50 pGREG526STES0 (ENB156);
Ste507318 pGREG526STE5073!8: (ENB15); Ste50R?%6GN3105S hRS416-GALp-GST-
STE50R296GN3105 (F| 5465); Ste50-°22° pGREG526STE503225 (ENB 21); Vektor pGREG526
(EWK75)

Da die Mutante Ste50"*°'* keinen Ph&notypen unter hochosmolaren Bedingungen
zeigt, wurde fir alle weiteren Versuche wieder die Doppelmutante ste50-RA20
verwendet, in der Annahme, dass die Mutation R296G fiir den beobachteten
Funktionsverlust im HOG Weg verantwortlich ist. Als Negativkontrolle wurde der Stamm
Aste50 Assk1l mit einem pGREG Leervektor transformiert. Auch hier ist kein Wachstum

unter Salzstress zu beobachten (Abbildung 3.2).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass es drei Punktmutationen innerhalb der RA-
Domane gibt, die zu einem vollsténdigen Funktionsverlust im hochosmolaren

Antwortweg flhren.

3.1.2 Auswirkung der RA-Mutanten auf den Pheromon-

Antwortweg

Im vorherigen Experiment konnte gezeigt werden, dass eine Punktmutation in der RA-
Domane von Ste50 in einem kompletten Funktionsverlust im HOG Weg resultiert. Daher
soll untersucht werden, welchen Einfluss Punktmutationen in der RA-Domane von Ste50

auf die Signalweiterleitung im Pheromon-Antwortweg haben. Die Deletion der RA-
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Domadne von Ste50 flihrt, ebenso wie eine Deletion des kompletten Gens, zu einer
verminderten Sensibilitat gegenliber Paarungspheromon und einer beinahe vollstandigen
Sterilitét der Zelle (Ramezani-Rad et al., 1992; Xu et al., 1996). Hier soll untersucht
werden, welche Auswirkungen die drei Punktmutationen auf die Veranderung der
Morphologie nach a-Faktor Induktion, den G1-Zellzyklus-Arrest und die Induktion eines

lacZ-Reporterkonstrukts mit FUS1 Promotor haben.

3.1.2.1 Untersuchungen zu morphologischen Verdnderungen der Zelle und
dem G1-Zellzyklus-Arrest nach Behandlung mit o-Faktor

Haploide Hefezellen besitzen die Fahigkeit mit Zellen des anderen Paarungstyps zu
paaren und diploide Hefezellen zu bilden. Die Uber den MAPK Signalweges vermittelte
Erkennung des Paarungspheromons fuhrt zu starken Veranderungen im vegetativen
Wachstum der Zellen. Die Zellen arretieren in der G1-Phase des Zellzyklus und bilden
einen Paarungsfortsatz (Shmoo) aus. Die Starke dieser Antwort ist in direkter
Abhangigkeit zur Starke des Signals. Eine Deletion von STE50 flhrt zu einer
verminderten Pheromonsensitivitat, was sich in einer Verminderung des G1-Arrests und
der fehlenden Ausbildung von Shmoos zeigt. Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine
STE50-ARA Mutante im Pheromonantwortweg nicht aktiv ist (Wu et al., 1996). Die
untersuchten Ste50 Mutanten sind nicht funktionsfahig im HOG-Signalweg, es galt zu
testen, ob sie auch im Pheromonantwortweg nicht funktionell sind.

Es ist moglich diese Veranderungen durch kilinstliche Zugabe von a-Faktor zu Zellen
des Matingtyps a hervorzurufen. Hierfir wurde der Stamm W303-1A Aste50 mit den
Plasmiden pGREG526, pRS416-GALp-Ste50, pGREG526STE50"38,
pGREG526STE50-3%%%, pRS416-GALp-GST-STE5QR296GN3105 transformiert. Die
Transformanden wurden in galaktosehaltigem Medium logarithmisch angezogen und mit
5 UM a-Faktor induziert. An den Zeitpunkten 0, 60, 90, 120 und 150 Minuten wurden
Proben entnommen und die Zellen fixiert. Die Proben wurden anschlieBend nach drei
Kriterien ausgezahlt: Zellen im G1l-Arrest - also Zellen ohne Knospe, Zellen mit Knospe
und Zellen mit Shmoo. Es wurden mindestens 200 Zellen zufallig ausgezahlt.

In Abbildung 3.3 ist das Ergebnis der Auswertung zu sehen. Bei logarithmisch
wachsenden Zellen liegen knapp 2/3 dieser als knospende Zellen vor. Dies ist sowohl bei
dem Wildtyp als auch bei den Ste50 Mutanten zu beobachten. Nach Zugabe des
Paarungspheromons sinkt die Anzahl der knospenden Zellen bei Ste50 Zellen innerhalb
von 90 Minuten auf 0 herab und bleibt auf diesem Niveau bis zum Ende der Messung.
Bei den drei zu testenden Mutanten sinkt die Anzahl der knospenden Zellen innerhalb

von
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Abbildung 3.3 Auswirkung der Ste50-RA Mutanten auf morphologische
Verdanderungen und G1-Arrest nach Zugabe von Paarungspheromon

Der Stamm W303-1A Aste50 wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert.
Die Transformanden wurden in flissigen Minimalmedium mit Galaktose angezogen,
um die Expression zu induzieren. Die Transformanden wurden aus einer Ubernacht
Kultur in frischen Medium angeimpft und zu einer logarithmischen Wachstumsphase
angezogen. Dann wurde a-Faktor zu einer Endkonzentration von 5 uM zugegeben.
Es wurden Proben entnommen und die Zellen fixiert. Die Anzahl der knospnden
Tellen (Budding-Index) (A) und Shmoo bildende Zellen (Shmoo-Index) (B) wurden
mikroskopisch bestimmt. Die Werte werden in % der gesamten Zellzahl angegeben.
Stamm: WAM4 (HFB93); Plasmide: Ste50 pRS416-STE50 (ELS164); Vektor
pGREG546 (EWK83); Ste507!8- pGREG526STE5038- (ENB15); pRS416-GALp-
GST-STE50R?%GN3105 (E| 5465), Ste50-322°5 pGREG526STE50-3%%S (ENB21)

45
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150 Minuten auf 40 bis 50% herab. Damit liegen sie auf dem gleichen Niveau wie der
Aste50 Stamm, der als Negativkontrolle verwendet wurde. Ein Einfluss der Mutanten auf
das vegetative Wachstum kann nicht festgestellt werden. So ist die Anzahl der

knospenden Zellen am Zeitpunkt 0 Min gegenliber den Kontrollen nicht verandert.

Nachdem die Zellen in G1 Arrest sind, bilden sie Paarungsfortsatze aus. Bei Zellen mit
wildtypischen Ste50 haben nach 90 Minuten 52% der Zellen einen oder mehrere Shmoo
ausgebildet. Die Anzahl von Shmoo bildenden Zellen steigt nach 150 Minuten auf bis
60% an und beginnt ab diesem Zeitpunkt wieder zu sinken. Sowohl bei den drei
Mutanten, als auch bei dem Aste50 Stamm bildet nur 3-8 % der Zellen
Paarungsfortsatze aus. Nach 150 Minuten nimmt auch bei diesen Stammen die Zahl der
shmoobildenden Zellen wieder ab. Die Zellen haben sich an die Présenz des a-Faktors

adaptiert und beginnen wieder mit dem vegetativen Wachstum.

Die drei untersuchten STE50 Mutanten zeigen eine geringe Pheromonsensitivitat - wie
sie auch bei einer STE50 Deletion zu beobachten ist. Die Mutanten sind daher in der

Pheromonantwort defekt.

3.1.1.1 Untersuchung zum Einfluss der Ste50 Mutanten auf die Expression

des Reportergens FUS1-lacZ

Im vorherigen Experiment wurde gezeigt, dass Ste50 eine wichtige Rolle in dem
Pheromon-Antwortweg spielt. Die Mutanten der RA-Domdane von Ste50 verhalten sich
wahrend der Untersuchungen zur Pheromonsensitivitat wie eine Aste50 Mutante.

Um diesen beobachteten Phanotypen zu Uberprifen und weiter auszuarbeiten, soll nun
die Expression eines /acZ Reporterkonstruktes mit dem FUS1 Promotor untersucht
werden. FUS1 ist ein wichtiges Zielgen der pheromonvermittelten MAPK-Kaskade,
welches fir die Fusion der Zellen wahrend der Paarung benétigt wird (Truehard & Fink,
1989)

Hierfir wurden die Zellen des Stammes W303-1A Aste50 mit dem Reportergen FUS1-
lacz und den Plasmiden pGREG526, pRS416-GALp-Ste50, pGREG526STE50P3!8,
pGREG526STE50-%2%5, pRS416-GALp-GST-STE50R?%GN3105  transformiert. Die Zellen
wurden logarithmisch angezogen und mit 5 pM a-Faktor behandelt und nach 90 Minuten
geerntet. Es wurden Rohextrakte hergestellt und die Transformanden hinsichtlich ihrer
B-Galaktosidase Reporteraktivitat untersucht. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.4
dargestelit.

Zellen ohne a-Faktor Behandlung zeigen nur eine sehr geringe Eigenaktivitat von 2-5
mUnits (basales Level) des FUS1-lacZ Reportergens. Weder die Deletion von STE50 noch

die Expression der RA Mutanten beeinflusst das basale Level der FUS1-lacZ Exprssion.
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Abbildung 3.4 Auswirkung der Ste50-RA Mutanten auf die FUS1-lacZ
Expression nach Zugabe von Paarungspheromon

Die angegebenen Stamme wurden in flissigen Minimalmedium angezogen. Die
Zellen wurden aus einer Ubernachtkultur in frischen Medium angeimpft und zu einer
logarithmischen Wachstumsphase angezogen. Dann wurde a-Faktor zu einer
Endkonzentration von 5 uM zugegeben. Es wurden Proben entnommen und
Rohextrakte hergestellt. Die Rohextrakte wurden zur Bestimmung der -
Galaktoasidase Aktivitat benutzt. Die spezifische Aktivitat wurde mittels der gesamt
Proteinmenge bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte zweier
unabhangiger Versuche (Abweichung innerhalb von +/- 10%) Stamm: WAM4
(HFB93); Plasmide: Ste50 pRS416-STE50 (ELS164); Vektor pGREG546 (EWK83);
Ste50718 pGREG526STE50™18: (ENB15); Ste507*°%¢ pRS416-GALp-GST-
STE50R296GN310S (F| 5465); Ste50-322° pGREG526-STE503225 (ENB21); FUS1-lacZ
pMG10 (EFB13)

Wildtyp STE50 (ELS164) wurde als Positivkontrolle verwendet. Es wird gezeigt, dass dies
zu einer starken lacZ Expression von 92 muUnits nach a-Faktor Behandlung flhrt
(Abbildung 3.4). Die getesteten Mutanten zeigen eine um den Faktor 10 niedrigerere
lacZ Aktivitat nach Induktion durch a-Faktor. Die Aktivitat befindet sich auf dem Level,
das auch eine mit a-Faktor behandelte STE50 Deletion zeigt. STE50 Deletionsstémme
weisen eine deutlich verringerte Aktivierung von FUSI1-lacZ Expression auf (Ramezani
Rad, 1992; Xu et al., 1996).

Somit bewirkt die Expression der RA-Mutanten nach Behandlung mit a-Faktor keine
Erhéhung der FUS1-lacZ Expression Uber ein Level einer STE50 Deletion. Hingegen fihrt
eine Uberexpression von Ste50 zu einer starken Expression des Reportergens nach o-
Faktor Behandlung. Die Punktmutationen flihren zu einem Defekt in dem Pheromon-

Antwortweg.
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3.1.2 Auswirkung der RA-Mutanten auf den Crosstalk zwischen
HOG-Signhalweg und dem Pheromon-Antwortweg

Die MAPK-Signalwege, die die Antwort auf osmolaren Stress und im Signalweg zur
Induktion der Paarung weiterleiten, teilen sich einige Komponenten - darunter Ste50,
Stell und Ste20. Es ist daher sehr wichtig flr die Zelle die Signalspezifitat aufrecht zu
erhalten. Wird das Gen HOGI1 fur die MAP Kinase deletiert, 16st ein osmotischer Stress

nicht mehr die Osmostress Antwort aus, sondern es kommt zum Crosstalk mit den
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Abbildung 3.5 Einfluss der Ste50-RA Mutanten auf den Crosstalk zwischen HOG-Weg
und Pheromonantwort

Der Stamm W303 Aste50 Assk1 Ahogl wurde mit einem FUS1-lacZ Plasmid und den
Plasmiden pRS416-STE50, pGREG526-STE50P318L, pGREG546-STE50R296G und pGREG526-
STE50L322S co-transformiert. Die Transformanden wurden in einer logarithmischen Kultur zu
einer ODgq von 0,4-0,6 angezogen, dann wurde NaCl zu einer Endkonzentration von 0,4 M
zugegeben. Die Zellen wurden nach 8h geerntet. Die Rohextrakte wurden zur Bestimmung der
B-Galaktoasidase Aktivitat genutzt. Die spezifische Aktivitdat wurde mittels der Gesamt-
proteinmenge bestimmt. Die Angaben sind Mittelwerte basierend auf einer Doppel-
bestimmung. Stamm: W303-1A Aste50 Ahogl (HCH286) Plasmide:Ste50 pRS416-GALp -
STE50 (ELS164); Ste507*!8 pGREG526-STE507*18 (ENB15); Ste50-322° pGREG526-STE50-3225
(ENB21); Ste50%?°°¢ pRS416-STE50R?%¢C (ELS465); FUS1-lacZ pMG10 (EFB13)

anderen Signalwegen (O Rourke & Herskowitz, 1998). Die Zellen verhalten sich als ware
Paarungspheromon vorhanden und bilden Shmoo aus. Wird STE50 neben HOGI
deletiert, resultiert dies in einer Stérung der Signalweiterleitung, und der Crosstalk wird
unterbunden. Es soll nun Uberprift werden, ob der Funktionsverlust der Mutanten im
HOG-Signalweg und im Pheromon-Antwortweg auch auf den Crosstalk zutrifft.

Hierfiir wurden die Plasmide pRS416-GALp-Ste50, pGREG526-STE507'®", pGREG526-
STE50-*2%°, pRS416-GALp-GST-STE50R?96¢:N3195 ynd das Reportergen FUS1-/acZ in den
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Stamm W303-1A Aste50 Asskl Ahogl transformiert. Die Transformanden wurden in
Galaktose-Medium logarithmisch angezogen und dann fir 8 Stunden mit 0,4 M NaCl
behandelt, um die Expression von FUSI1-lacZ zu induzieren. Die Zellen wurden
anschlieBend geerntet und aufgeschlossen. Die Rohextrakte wurden dazu verwendet die
B-Galaktosidase Aktivitat analytisch zu bestimmen.

Es zeigt sich hierbei, dass die Expression von Wildtyp Ste50 einen ausgepragten
Crosstalk ermdglicht. Ohne Salz gibt es nur ein basales Level an FUS1-lacZ Expression
(Abbildung 3.5). Die Zugabe von Salz fuhrt zu einer starken Expression des flur die
Paarung wichtigen Gens FUS1I. Die in der hochosmolaren Antwort nicht
funktionstlichtigen Mutanten zeigen keine Aktivitat im Crosstalk. Das Aktivitatslevel von
FUS1-lacZ nach Salzbehandlung ist auch nach 8 Stunden nicht von dem nicht
induzierten Level zu unterscheiden. Dies trifft fir alle drei Uberpriften Mutanten zu
(Abbildung 3.5). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der durch wildtypisches Ste50
vermittelte Crosstalk durch eine STE50 Deletion unterbrochen wird. Eine Expression der
Ste50-RA Mutanten kann den Crosstalk nicht wiederherstellen. Die Mutanten sind nicht

funktional in der Weiterleitung des Ste50-MAPK-Signalwegs.

3.1.3 Auswirkung der RA-Mutanten auf den filamentdsen

Wachstumsweg

Der filamentése Wachstumsweg kontroliert in Diploiden die Bildung von Pseudohyphen
und in Haploiden die Adhdsion und das invasive Wachstum. Beide Mechanism sind
miteinander verwandt, werden jedoch von unterschiedlichen Signalen ausgelést. Wird
die MAPK Signalkaskade unterbrochen, so verlieren die Zellen die Fahigkeit invasiv zu
wachsen. Das Adaptorprotein Ste50 ist in diesemm Weg aktiv und ein Verlust dessen,

fihrt zu einer deutlichen abschwachung des Signals (Jansen et al., 2001).

3.1.3.1 Invasives Wachstum auf festem Medium

Haploide Hefestamme kénnen auf festem Medium adhhasiv und invasiv wachsen. Das
heiBt, sie kdnnen an den Agar binden und sogar eindringen (Roberts & Fink 1994).
Hierfur ist ein vollstandiger MAPK Signalweg nétig, an dem auch das Protein Ste50
beteiligt ist. In vorhergegangen Experimenten wurde nachgewiesen, dass die RA-
Mutanten ihre Funktion im HOG Signalweg und in der Antwort auf Paarungspheromon
verloren haben. Es gilt nun festzustellen, ob dieser Funktionsverlust auch flir den

invasiven Wachstumsweg zutrifft.

Um dies zu uberprifen wurden die Plasmide pGREG526, pRS416-GALp-Ste50,
pPGREG526-STE50™!8, pGREG526-STE50-*?%°, pRS416-GALp-GST-STE5QR29€CN3105 jn
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einen haploiden Aste50 Stamm transformiert. Ein Wildtypstamm wurde als weitere
Positivkontrolle verwendet, da dieser Adhasion zeigt. Die Transformanden wurden von
einer stationaren Kultur mit ODgoonm = 10 auf eine galaktosehaltige Platte ausgestrichen.
Die Platten wurden anschlieBend bei 30°C fiir 6 Tage inkubiert. Das Gesamtwachstum
der Zellen wurde photographisch dokumentiert. Nachdem die Platten vorsichtig mit H,0
gewaschen wurden, um nicht adhdsiv gewachsene Zellen abzuldésen, wurde das adhasive

Wachstum festgehalten.

Es ist zu sehen, dass alle untersuchten Stamme ein gleichmdaBiges gesamtes
Wachstum zeigen (Abbildung 3.6). Die Uberexpression von Wildtyp Ste50 und der drei
RA-Mutanten zeigt keinen Einfluss auf das vegetative Wachstum. Der Wildtypstamm
zeigt adhasives Wachstum nach 6 Tagen Inkubation. Als einziger weiterer Transformand
zeigt die Expression von Wildtyp Ste50 adhasives Wachstum (Abbildung 3.6). Eine
Deletion von STE50 flihrt zu einem Verlust der Fahigkeit zu invasivem Wachstum. Die
drei RA-Mutanten kdénnen diesen Phanotypen nicht komplementieren und zeigen auf der

Platte ebenfalls kein invasives Wachstum.

Gesamtes Wachstum Adhéasion

+ Ste50
PL322S

+ Ste50
R296G

+ Ste50

Abbildung 3.6 Auswirkung der Ste50-RA Mutanten auf das invasive Wachstum von
haploiden Zellen

Der Stamm Aste50 wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert. Die Transformanden
wurden in galaktosehaltigem Medium angezogen und von einer Ubernachtkultur auf eine SRG
Platte ausgestrichen. Die Platte wurde fir sechs Tage inkubiert und das Gesamtwachstum
festgehalten. Dann wurden nicht invasiv wachsende Zellen sorgfaltig abgewaschen und das
Wachstum wiederum dokumentiert. Stamme: WT (MATa MR12-A; HFB750); Aste50 (FY753) ;
Plasmide: Ste50 pRS416-STE50 (ELS164); Vektor pGREG546 (EWK83); Ste50!8 pGREG526-
STE5073!8- (ENB15); Ste50R2%6GN310S hRg416-GALp-GST-STE50R?296GN310S (F| 5465); Ste50-3225
pGREG526-STE50-32%5 (ENB21)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die RA-Mutanten im invasiven Wachstum
keine Aktivitit zeigen, wahrend die Uberexpression von Ste50 den invasiven

Wachstumsdefekt einer STE50 Deletion komplementieren kann.
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3.1.3.2 Expression von FLO11-lacZ

Die Induktion von invasivem Wachstum flihrt zur Aktivierung der Transkription einer
Vielzahl von Genen. Ein wichtiges Gen flir das invasive Wachstum und die Adhé&sion ist
FLO11. Die Expression von Floll wird von mehreren Faktoren beeinflusst. Auch der
MAPK Signalweg induziert die Expression von Flol1l. Es soll nun mittels eins FLO11-/acZ
Reportergens getestet werden, ob die Ste50 RA-Mutanten eine Signalweiterleitung in der
Induktion von invasivem Wachstum ermdéglichen. Dies ist ein Mdglichkeit, den im
vorherigen Experiment beobachteten Phanotypen eines Funktionsverlusts durch
Mutationen in der RA-Domane von Ste50 biochemisch zu Gberprifen. Hierflir wurden die
Stamme in flissigem SRG Medium angezogen und fiir 24 h bei 30°C unter Schiitteln

inkubiert. Nach 24h wurden Proben entnommen und die Zellen aufgeschlossen. Die
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Abbildung 3.7 Auswirkung der Ste50-RA Mutanten auf die FLO11-LacZ Expression
Der Stamm MR12 Aste50 wurde mit den angegebenen Plasmiden transformiert. Die
Transformanden wurden in flissigen Minimalmedium mit Galaktose angezogen, um die
Expression zu induzieren. Die Transformanden wurden bei 30°C unter standigem Schitteln
inkubiert und Proben fiir eine /lacZ Aktivitatsbestimmung an den angegeben Zeitpunkten
entnommen. Die Zellen wurden geerntet und die B-Galaktosidase Aktivitat in den
Rohextrakten wurde bestimmt. Es wurde mittels der Gesamtmenge Protein die spezifischen
Aktivitat berechnet. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus zwei unabhdngigen
Messungen. (Abweichung innerhalb von +/- 10%) Stamme:WT (MATa MR12-A, HFB750),
Aste50 (HHG 848); Plasmide: Ste50 pRS416-STES0 (ELS164); Vektor pGREG546 (EWK83);
Ste507!8- pGREG526-STE50™18 (ENB15); Ste50R?%%¢ pRS416-GALp-GST-STESQR?96GN3105
(ELS465), Ste50-32?S pGREG526-STE50-32%5 (ENB21)
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Rohextrakte wurden auf ihre B-Galaktosidase Aktivitat untersucht. Das Ergebnis ist in
Abbildung 3.7 dargestellt.

Es ist zu sehen, dass im Wildtyp Stamm die Expression des Reportergens FLO11-lacZ
nach 24 Stunden aktiv ist (Abbildung 3.7), wahrend in logarithmisch wachsenden Zellen
nur eine basale Aktivitat zu messen ist. Das Level der B-Galaktosidase Aktivitat steigt
von 8h zu 24h um den Faktor 14. Zellen die die primare Kohlenstoffquelle Glukose
verbraucht haben, aktivieren den filamentdésen Wachstumsweg. Dies flihrt zu einer
erhdéhten Expression von FLO11. Bei dem Aste50 Stamm der mit einem Leervektor als
Negativkontrolle transformiert wurde, zeigt sich eine Erhéhung der FLO11-lacZ
Reporteraktivitdt nach 24 Stunden auf ein Drittel des Wildtypwertes. Eine Expression
von Ste50 in diesem Stamm fahrt zu einer teilweisen Komplimentierung des
Aktivitatsverlustes, der durch die Deletion von STE50 im invasiven Wachstumsweg
ausgeldst wurde. So zeigt sich hier eine Aktivitat von 66% im Vergleich zum Wildtyp
nach 24h. Dies lasst sich wahrscheinlich darauf =zurlckflihren, dass das Gen
plasmidkodiert ist und daher nicht in allen Zellen exprimiert wird. Die drei Mutanten
haben keinen Einfluss auf die Aktivierung des FLO11-/lacZ Reportergens. So zeigt sich fir
die drei STE50 Mutanten ste5078:, ste50-3?2°, ste50R?°°CN3105S  aine Expression des
FLO11-lacZ Reportergens auf dem Level der STE50 Deletion. Es gibt keine

Komplementierung der STE50 Deletion durch die Mutanten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass auch im Flissigmedium die Induktion von
FLO11-lacZ sehr stark ausgeldst werden kann. Hierfir ist ein funktionierender MAPK-
Signalweg mit Ste50 notwendig. Die Expression von RA-Mutanten hat keinen Einfluss auf
die Expression des FLO11-lacZ Reportergens. Das Level bleibt auf dem Niveau einer
STE50 Deletion.



Ergebnisse 53

3.2 Analyse der RA-Domanen abhangigen Interaktionen
von Ste50

Ste50 dient in der Hefe als regulatorischer Adaptor in drei MAPK Signalwegen. Diese
Wege sind Osmotoleranz, Antwort auf Paarungspheromon und invasives Wachstum.
Ste50 hat zwei distinkte Domanen, welche Interaktionen mit anderen Proteinen
vermitteln kénnen. Die SAM (steril alpha motif) Doméane vermittelt die Interaktion mit
Stell. Die Ste50-Stell Interaktion ist ausfuhrlich charakterisiert. Ste50 assoziiert mit
Stell und reguliert dessen Aktivitat innerhalb der Phosphorylierungskaskade der
Signalwege. Die zweite Domane von Ste50 ist die Ras-associated (RA) Doméne, die eine
Interaktion von Ste50 mit den kleinen G-Proteinen Rasl, Ras2 und Cdc42 vermitteln
kann (Hopp, 2005). Im Gegensatz zur Interaktion zwischen Ste50 und Stell sind diese
Interaktionen deutlich schwacher und wahrscheinlich transient. Ein weiteres Protein, das
mdglicherweise mit Ste50 Uber die RA-Doméne assoziiert, ist das kleine
Transmembranprotein Opy2.

Opy?2 ist in der Signalweiterleitung des HOG Signalweg involviert (Wu et al., 2006). Es
wurde als Interaktionspartner von Ste50 identifiziert, doch konnte bisher nicht geklart
werden, welcher Teil von Ste50 mit Opy2 interagiert. Der Bereich von Opy2, der mit
Ste50 interagiert, wird als Ste50 Interaktion Domain bezeichnet (SID). Im folgenden
Versuchsteil sollen das Interaktionsverhalten der RA-Mutanten mit den kleinen G-
Proteinen mittels der Two-Hybrid Analyse untersucht werden. Desweiteren sollen die

Interaktion zwischen Ste50 und Opy2 mittels Two-Hybrid analysiert werden.

3.2.1 Two-Hybrid Analyse der RA-Mutanten mit Ras2

Die im vorherigen Versuchsteil charakterisierten RA-Mutanten sollen nun auf ihre
Interaktion mit den kleinen G-Proteinen untersucht werden. Die RA-Mutanten zeigten
einen Wachstumsdefizit auf Salz in der Pheromonantwort und im invasiven Wachstum.
Das Protein Ras2 spielt eine wichtige Rolle im invasiven Wachstum. Da bereits gezeigt
wurde, dass Ste50 mit Ras2 interagiert (Hopp, 2005), soll nun mittels Two-Hybrid
Analyse untersucht werden, ob die drei Mutanten Ste507318:, Ste5QR?96CGN301S \nd
Ste50-22° mit Ras2 interagieren. Die Two-Hybrid Methode wird als in vivo System zum
Nachweis von Protein-Protein Wechselwirkungen genutzt (Fields & Song, 1989). Hierbei
wird ein Protein an die Aktivierungsdomane von Gal4 fusioniert, wahrend das andere
Protein an die Bindedomane fusioniert wird. Beide Fusionsproteine werden in einem

speziellen
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Abbildung 3.8 Untersuchung der Interaktion von Ste50-RA-
Mutanten mit Ras2 mittels Two-Hybrid Analyse

Der Hefestamm PJ187 wurde mit den angegebenen Plasmiden
transformiert. Fir den Wachstumstest auf leu- trp- his- Medium
wurden die Transformanden logarithmisch angezogen. Es wurden 0,4
ODggp geerntet und in 100 pl (A) bzw. 1000 pl (B) H,O
resuspendiert. Es wurden 3,5 ul aufgetropft. Nach Inkubation der
Platten fir 2 Tage bei 30°C wurde das Wachstum auf SD leu- trp-
his- Platten dokumentiert. Als Negativkontrolle dienten die
Transformationen mit den Plasmiden pAD2 bzw. pMBD.

Stamm: PJ187 ; Plasmide: AD (pAD2, EWK66); ADRAS2%3185 (pAD-
RAS2F, ECH167); ADRAS2V19C318S (pAD-RAS2val19F, ECH157);
ADSTE11 (pAD-STE11, ELS243); BD (pMBD, EWK67); BDSTES0
(pMBD-STE50, ECH199); BD-STE50"3!8" (pMBD-STE5073*8t,
ECH191); BD-STE5QR?96GN301S (nMBD-STE5QR96GN301S F| 5563);
BD-STE50-322° (pMBD-STE50-3225, ECH192)
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Reporterstamm co-exprimiert. Der Stamm PJ187 st diploid und enthalt die
Reportergene lacZ, HIS3 und ADEZ2. Die Intensitat der Transkriptionsaktivierung dient
als MaB flir die Starke der Wechselwirkung der Proteine. Als Reporter wurde das
Wachstum auf Histidin- freiem Medium verwendet, da es sich gut eignet schwache
Interaktion deutlich darzustellen. Da die Interaktion eines Two-Hybrid Versuches im
Zellkern stattfindet und Ras2 ein plasmamebranassoziiertes Protein ist, musste mittels
zielgerichteter Mutagenese das Cystein an Position 319 durch ein Serin ausgetauscht
werden. Hierdurch wurde die CAAX-Box verandert und das posttranslationale Signal fir
Farnesylierung und Palmitoylierung zerstért. Die so veranderten Proteine werden nicht
mehr an die Plasmamembran rekrutiert und koénnen daher mit den madglichen
Interaktionspartnern interagieren. Zudem wurde die hyperaktive Ras2 Mutante Ras2?'?
untersucht, welche verstarkt den Filamentésen-Wachstumsweg aktiviert (Mdsch et al.,
1996).

Der Two-Hybrid-Stamm PJ187 wurde mit den verwendeten Plasmiden transformiert
(Abbildung 3.8). Die Transformanden wurden auf leu-trp- Medium getropft - als
Wachstumskontrolle - und als Test flr die Interaktion diente Wachstum auf his-
Medium. Leervektoren der Aktivierungsdomane (AD) und der Bindedomane (BD) wurden
als Negativkontrolle verwendet. Die Interaktion von Ste50 mit Stell, welche bereits
mehrmal nachgewiesen wurde, diente als Positivkontrolle (Jansen et al., 2001). Es zeigt
sich, dass Ste50 mit Ras2 sowie mit Ras2"?!? interagiert. Tropft man die Zellen in hoher
Konzentration auf Histidin- Platten, ldsst sich kein Unterschied zwischen den beiden
Formen von Ras2 erkennen. Tropft man hingegen weniger Zellen, so kann weiterhin ein
Wachstum der Zellen beobachtet werden, wenn die Proteine Ste50 und Ras2'?'° co-
exprimiert sind. Hingegen liegt kein Wachstum bei den Fusiosnproteinen Ste50 und Ras2
vor (Abbildung 3.8 B). Die drei getesteten Mutanten (STE507!8-, STE5QR296G:N301S ng
STE50-*2%%) zeigen eine Interaktion mit Stel1, die von der SAM Domé&ne vermittelt wird.
Bei keiner der drei Mutanten zeigt sich eine Interaktion mit Ras2 oder Ras2"?!°, weder
bei hoher Zellzahl, noch bei niedriger Zellzahl. Bei den Negativkontrollen ist kein
Wachstum zu sehen (Abbildung 3.8).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Ste50 starker mit der hyperaktiven Mutante
Ras2'?'? interagiert als mit Wildtyp Ras2. Die drei untersuchten RA-Mutanten zeigen

keine Interaktion - weder mit Ras2 noch mit hyperaktivem Ras2"?*°,
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3.2.2 Two-Hybrid Analyse der RA-Mutanten mit Rasl

Das Protein Rasl hat eine hohe Homologie zu Ras2. Rasl spielt keine Rolle im
invasiven Wachstum (Mosch et al., 1999). Eine RAS1 Deletion zeigt jedoch Einfluss auf
die Paarung von Hefezellen (Buhring, Ramezani-Rad, unverdffentlichte Daten). Hinzu
kommt auch, dass Arasl und Aras2 Stéamme Unterschiede in chronologischen
Alterungsprozessen zeigen (Poplinski et al., 2007). Es ist daher moglich, dass Ste50
unter bestimmten Umstanden mit Rasl interagiert. Es gilt nun zu Uberprifen, ob die
Ste50 Mutanten, die keine Aktivitat im Paarungsweg zeigen, eine Interaktion mit Rasl
aufweisen. Rasl wird wie Ras2 posttranslational durch eine Farnesylierung und eine
Palmitoylierung modifiziert. Um eine Lokalisierung in den Zellkern zu ermdglichen,
wurde die CAAX-Box mittels eines Austausches des Cystein an Position 306 zu Serin

modifiziert.Neben der Interaktion Ste50-Stell als Positivkontrolle wurde die Interaktion
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Abbildung 3.9 Untersuchung der Interaktion von Ste50-
RA-Mutanten mit Rasl und Ras2 mittels Two-Hybrid
Analyse

Der Hefestamm PJ187 wurde mit den angegebenen Plasmiden
transformiert. Fir den Wachstumstest auf leu- trp- his- Medium
wurden die Transformanden logarithmisch angezogen. Es
wurden 0,4 OD600 geernted und in in 100 pl H20 resuspendiert.
Es wurden 3,5ul aufgetropft. Nach Inkubation der Platten fir 2
Tage bei 30°C wurde das Wachstum auf SD leu- trp- his- Platten
dokumentiert. Als Negativkontrolle dienten die Transformationen
mit den Plasmiden pAD2 bzw. pMBD.

Stamm: PJ187; Plasmide: AD (pAD,, EWK66); ADRAS1%3965 (AD-
RAS1F, ECH163); ADRAS2V19¢3185 (pAD-RAS2val19F, ECH157);
ADSTE11 (pAD-STE11, ELS243); BD (pMBD, EWK67); BDSTES0
(pPMBD-STE50, ECH199); BDSTE50"3!8- (pMBD-STE50™18L
HCH191); BDSTE50R?96G:N301S (,MBD-STE5QR??6G/N301S F| 5563)
BDSTE50-322S(pMBD-STE50-3225, ECH192)
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von Ste50 mit Ras2'@'1%:¢3195 315 Kontrolle fiir eine schwache Interaktion verwendet.

Es ist zu sehen, dass Ste50 mit Rasl interagiert, da es Wachstum auf his- Medium gibt.
Die Mutanten zeigen keine Interaktion mit Rasl (Abbildung 3.9). Die Negativkontrollen
mit BD und AD Leervektoren zeigen kein Wachstum.

3.2.3 Two-Hybrid Analyse der RA-Mutanten mit Cdc42

Cdc42 ist wie Ste50 in dem Pheromon-Antwortweg, dem Filamentdsen-Wachstumsweg

und dem HOG-Signhalweg involviert. Es wurde gezeigt, dass Cdc42 mit Ste50 interagiert
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Abbildung 3.10 Untersuchung der Interaktion von Ste50-
RA-Mutanten mit Cdc42 und Ras2 mittels Two-Hybrid
Analyse

Der Hefestamm PJ187 wurde mit den angegebenen Plasmiden
transformiert. Fir den Wachstumstest auf leu- trp- his- Medium
wurden die Transformanden logarithmisch angezogen. Es
wurden 0,4 ODgponm geerntet und in 100 pl H,O resuspendiert. Es
wurden 3,5 pl aufgetropft. Nach Inkubation der Platten fir 2
Tage bei 30°C wurde das Wachstum auf SD leu- trp- his- Platten
dokumentiert. Als Negativkontrolle dienten die Transformationen
mit den Plasmiden pAD2 bzw. pMBD.

Stamm: PJ187; Plasmide: AD (pAD2, EWK66); ADCDC42 (pAD-
CDC42, EFB67); ADRAS2V19C318S (hAD-RAS2val19F, ECH157);
ADSTE11 (pAD-STE11, ELS243); BD (pMBD, EWK67); BDSTE50
(pMBD-STE50, ECH199); BDSTE50"318- (pMBD-STE50™18,
HCH191); BDSTE50R?96GN301S (,MBD-STE50QR??6GN301S E| 5563);
BDSTE50-322S(pMBD-STE50-3225, ECH192)

(Spode, 2003; Hopp, 2005). Es sollte nun getestet werden, ob die RA-Mutanten von
Ste50 mit Cdc42 interagieren. Hierflir wurde ein Two-Hybrid-Analyse durchgefihrt.
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In Abbildung 3.10 ist zu sehen, dass Ste50 mit Cdc42 interagiert. Von den drei

getesteten Mutanten kann lediglich Ste50°3!8

anderen Mutanten Ste507?9°GN3015 nd Ste50-*2%° interagieren mit Cdc42, was mittels

nicht mit Cdc42 interagieren. Die beiden

Wachstum auf Histidin Mangelmedium detektierbar ist. Diese Interaktionen sind in ihrer
Starke mit der von Wildtyp Ste50 mit Cdc42 vergleichbar. Die Interaktion von Ste50 mit

Stell wird als Positivkontrolle verwendet.

3.2.4 Two-Hybrid Analyse der RA-Mutanten mit Opy2

Ste50 interagiert nicht nur mit den kleinen G-Proteinen sondern auch mit dem
Transmembranprotein Opy2 (Wu et al., 2006). Opy2 spielt eine Rolle in der

Signalweiterleitung im HOG-Signalweg und interagiert mit Ste50 unabh&ngig von der
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Abbildung 3.11 Untersuchung der Interaktion von Ste50-
RA-Mutanten mit Opy2 mittels Two-Hybrid Analyse

Der Hefestamm PJ187 wurde mit den angegebenen Plasmiden
transformiert. Fir den Wachstumstest auf leu- trp- his- Medium
wurden die Transformanden logarithmisch angezogen. Es
wurden 0,4 ODgpg geernted und in 500 pl H,O resuspendiert. Es
wurden 3,5 ul aufgetropft. Nach Inkubation der Platten flr 2
Tage bei 30°C wurde das Wachstum auf SD leu- trp- his- Platten
dokumentiert. Als Negativkontrolle dienten die Transformationen
mit den Plasmiden pAD2 bzw. pMBD.

Stamm: PJ187; Plasmide: pAD2 (EWK66), pAD-OPY2-C1
(ENB166), pAD-STE11 (ELS243) pMBD (EWK67), pMBD-STE5S0
(ECH199), pMBD-STE50P318L (ECH191), pMBD-STE50-
R296G,N301S (ELS563) pMBD-STE50L322S (ECH192).
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Induktion des HOG-Signalwegs (Wu et al., 2006; Tatebayashi et al., 2007). Da Opy2
eine Transmembrandomane besitzt, musste flir die Analyse der Interaktion im Two-
Hybrid System eine Mutante von Opy2 verwendet werden die keine
Transmembrandomane mehr besitzt. Hierflir wurde mittels PCR der C-terminale Teil (AS
116-361) von Opy2, der intrazellular ist, mittels in vivo Rekombination in den mit BamH]I
linearisierten Two-Hybrid Vektor pAD-HIS3 (ELS553) kloniert. Diese Mutante von Opy2
wird als Opy2-C1 bezeichnet. Es wurde nun die Interaktion von Opy2-C1 mit den Ste50-
RA Mutanten untersucht. Die Interaktion von Ste50 mit Stell wurde hierbei als

Positivkontrolle verwendet.

In Abbildung 3.11 ist zu sehen, dass Ste50 mit Opy2-C1 interagiert. Keine der drei
untersuchten Ste50-RA Mutanten zeigt eine Interaktion mit Opy2-C1. Dies erkennt man
an dem fehlendem Wachstum auf Selektionsmedium. Die als Negativkontrolle

verwendeten Leervektoren zeigen kein Wachstum auf Histidin Mangelmedium.

3.3 Plasmamembranrekrutierung von Ste50-ARAD

Ste50 hat in den MAPK-Signalwegen die Funktion eines regulatorischen Adaptors. Es
reguliert die MAPKKK Stell. Die starke Interaktion mit Stell wird durch die SAM
Domanen der beiden Proteine vermittelt. Ste50 besitzt eine weitere Domadne, die RA-
Domane. Es konnte gezeigt werden, dass die RA-Domane von Ste50 die Interaktion mit
den kleinen G-Proteinen Cdc42, Rasl und Ras2 vermittelt. Wie sich diese Interaktion auf
die regulatorische Funktion von Ste50 auswirkt, ist bisher nicht geklart worden.

Ein wichtiges Merkmal der G-Proteine ist, dass sie an der Plasmamembran lokalisiert
sind. Diese Lokalisation ist wichtig fir die Aufgabe der G-Proteine in der Zelle
(Bhattacharjya et al., 1995). Ste50 ist indessen ein cytosolisches Protein. Es konnte
gezeigt werden, dass Ste50 unter Uberexpression von Ras2 vermehrt an die
Zelloberflache lokalisiert (Hopp, 2005). Auch konnte gezeigt werden, dass eine
Assoziation zur Plasmamembran von Ste50-ARA zumindest im HOG-Signalweg und im
filamentésen Wachstumsweg die Funktion des Proteins zumindest teilweise wieder
herstellt (Wu et al., 2006; Truckses et al., 2006; Tatebayashi et al., 2006). Welche
genau die Unterschiede zu wildtypischem Ste50 im MAPK-Signaling sind wurde nicht
untersucht. In Sdugerzellen ist fliir den Ras Effektor RalGDS, welcher auch eine RA-
Domane besitzt, gezeigt worden, dass die kinstliche Rekrutierung zur Membran
ausreicht, um ein funktionelles Protein zu bilden (Matsubara et al., 1999). Hierbei
konnte die Ras-Binde-Domane deletiert werden, ohne dass die Funktion des Proteins
beeinflusst wurde. Ubertrdgt man dieses Wissen auf Ste50, ist anzunehmen, dass die
RA-Domane flr die korrekte Lokalisierung des Proteins wahrend der Signalweiterleitung
notwendig ist (Matsubara et al., 1999).
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3.3.1 Erstellung von Plasmamembran assoziiertem Ste50-ARA

Um einen detaillierten Vergleich zwischen Wildtyp Ste50 und membranrekrutiertem
nSte50 (Ste50-ARAD, AS 1-235) zu erhalten, sollte das Gen nste50FAR anstelle von
STE50 in das Hefegenom integriert werden. Um dies zu erreichen wurden zuerst
Plasmide erstellt, welches nSte50FAR unter der Kontrolle des GAL Promotoers haben.
Hierfir wurden die DNA-Sequenz der 13 C-terminalen Aminosauren von Ras2 an den
nSte50 ORF mittels PCR angehangt. Dieser Bereich von Ras2 enthalt die CAAX-Box.
Diese ermdglicht eine posttranslationale Modifizierung mittels Farnesylierung und
Palmitoylierung, welche zu einer Lokalisierung an die Plasmamembran flihrt. Um dies zu
erreichen, wurde eine PCR mit den Primern A72 A191 durchgeflhrt.

In einem zweiten PCR Schritt wurde mit den Primern A72 und A89 das Insert recl-
nste50FAR-rec2 - flr eine in vivo Rekombination in die Plasmide pGREG526 und
pGREG576 - hergestellt. Bei den so hergestellten Plasmide ENB71 und ENB130 wird
nste50FAR von dem GAL-Promotor kontrolliert. In einem anderen Schritt wurde der
GAL-Promotor von pGREG526 durch Ligation nach Verdau mit Sacl/Spel mit dem STE50
Promotor ausgetauscht, in diesem Schritt wurde das Plasmid p52650p (ENBS85)
hergestellt. Um nun nste50FAR unter die Kontrolle des STE50 Promotors zu stellen
wurde aus dem Plasmid ENB71 nste50FAR-Fragment durch Restriktion (EcoRI/XhoI)
ausgeschnitten und in den mit EcoRI/Xhol linearisierten Vektor ENB85 mittels in vivo
Rekombination eingefligt. Das so konstruierte Plasmid ENB111 enthalt den STE50
Promotor vor dem Gen 13Myc-nste50FAR. Um eine Integration in das Hefegenom zu
ermaoglichen, wurde der STE50 Terminator (419bp) mittels der Primer A231 und A232
durch eine PCR amplifiziert und in das Plasmid hinter die loxp-kanMX-loxp Kasette
eingefligt. Das so entstandene Plasmid ENB187 wurde mit Sacl/Xmnl linearisiert und
das nste50FAR Konstrukt in die Stamme W303-1A Aste50 (WAM4) und W303-1A Aste50

loxP loxP

nSTE50FAR cyc kanMX |
STE50prom STES50ten

STE50rom STES50term

Abbildung 3.12 Schematische Darstellung der Integration von nste50FAR
ins Hefegenom.

Das mit Sacl/Xmnl lineasierte Plasmid ENB187 wurde in die Hefestamme mittels
homologer Rekombination in deas Hefegenom integriert. Die inserierte Sequenz
enthalt eine den STE50 Promotor, ein 13*Myc als Tag, das Gen nste50FAR, den
Cyc Terminator, eine loxP-kanMX-loxP Kasette zur Selektion und den STE50
Terminus.
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Asskl (HCH129) integriert (siehe Abbildung 3.12). Fir eine erfolgreiche Integration
wurde auf Geneticinresistenz (G418) selektiert, und positive Stamme wurden auf
Expression den 13 Myc-nste50FAR Genprodukts mittels Westernblotanalyse untersucht
(Abbildung 3.13). Als weitere Kontrolle wurde das Wachstum der Stdamme unter
hochosmolarem Stress Uberprift.

13Myc-nSte50FAR —

Abbildung 3.13 Expressionsanalyse von integriertem Myc-
nste50FAR

Klone die auf Selektionsmedium wachsen kénnen wurden in YPD
angezogen. Die Zellen wurden aufgeschlossen und die Rohextrakte mittels
SDS-PAGE aufgetrennt. AnschlieBend wurde eine Westernblot-Analyse
durchgefiihrt. Es wurde ein Anti-Myc Anitkérper verwendet. Stdmme:
W303 MYC-nste50FAR (HNB165, HNB166); W303 Myc-nste50FAR Assk1
(HNB167, HNB168)

3.3.2 Untersuchungen zur Funktion von
plasmamembranrekrutiertem Ste50-ARAD im Hochosmolaren

Antwortweg

In diesem Teil der Arbeit soll die Funktion der Ste50-RA Domane im HOG-Signalweg
untersucht werden. Um dies zu erreichen wird die Funktion von nSte50FAR mit
wildtypischen Ste50 verglichen werden. Es wurde bereits gezeigt das eine
Plasmamembranrekrutierung von Ste50-ARA bei Uberexpression eine STE50 Deletion
und eine OPY2 Deletion im Hochosmolaren Antwortweg komplementieren kann (Wu et
al., 2006). Ob dies auch fir nSte50FAR zutrifft - wenn es unter Kontrolle des STE50

Promotors ist - soll hier untersucht werden. Auch soll Gberprift werden, ob nste50FAR
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auch eine SHO1 Deletion komplementieren kann. Shol ist im HOG-Signalweg oberhalb
von Ste50 eingeordnet und interagiert mit diesem. Es gilt zu kléren, ob die Funktion der
RA-Domane nur eine Lokaisierung an die Plasmamembran von Ste50 ist, und so auch
Stell an die Membran rekrutiert (Wu et al., 2006). Hat die RA-Domane noch eine
weitergehende Rolle, sollten sich Unterschiede bei den Test zu wildtyp Ste50 zeigen. So
lieBen sich Rilickschlisse auf die Funktion der RA-Doméane im HOG-Signhalweg ziehen.
Hierfir werden verschiedene Tests durchgefihrt. So soll das Wachstum auf hoch
osmolarem Medium untersucht werden und eine epistatische Anayse mit nste50FAR
Durchgefiihrt werden. Ebenso soll der Crosstalk mit dem Ras/cAMP Signalweg mittels
eines CRE-lacZ Reporters untersucht werden wobei auch analysiert wird, wie nste50FAR

den Crosstalk zwischen dem HOG-Signalweg und dem Pheromonantwortweg beeinflusst.

3.3.2.1 nSte50FAR kann den Wachstumsdefekt einer STE50 Deletion und

einer OPY2 Deletion im HOG-Signalweg komplementieren

Hierfir wurden die Stamme W2303-1A, W303-1A Aste50 Asskil und W303-1A
nste50FAR Assk1 in Vollmedium mit 0,4 M NaCl auf eine ODggo von 0,1 angeimpft. Das
Wachstum der Stdmme wurde durch Messung der ODggy Uber einen Zeitraum von 7

Stunden gemessen.

Es ist zu sehen, dass der Wildtyp Stamm unter hochosmolaren Bedingungen wachsen
kann (Abbildung 3.14). Der Stamm W303-1A Aste50 Asskl weist nur ein minimales
Wachstum in fllissig Medium mit 0,4 M NaCl auf. Der W303-1A Stamm mit integriertem
nste50FAR am STE50 Lokus zeigt Wachstum unter hochosmolaren Bedingungen, etwas
geringer jedoch als das des Wildtyp Stamms (Abbildung 3.14). Neben dem Wachstum in
flissigem Medium, wurde das Wachstum auch auf festemm Medium Uberprift. Die zu
untersuchenden Stamme wurden in flissigem Medium bis zur logarithmische Phase
angezogen. Dann wurden 0,4 ODgqoo geerntet und seriell verdinnt. Die Verdinnungen
wurden dann auf Platten ohne und mit erhdhter Salzkonzentration getropft. Diese
wurden bei 30°C inkubiert und das Wachstum nach drei bis finf Tagen dokumentiert
(Abbildung 3.15). . Die Expression von nSte50FAR anstatt von Wildtyp Ste50 kann, wie
auch in flissigem Medium, Wachstum unter hochosmotischen Bedingungen vermitteln.
Dies zeigt sich durch wildtypisches Wachstum auf 0,7 M und 1,0 M NaCl (Abbildung
3.15).

Es wurden noch weitere Stamme, unter anderem solche mit einer OPY2 Deletion
untersucht. Opy2 wurde als Bestandteil des Shol Arms im HOG-Signalweg impliziert

und als Interaktionspartner von Ste50 beschrieben (Wu et al., 2006). Die Aopy2 Assk1
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Abbildung 3.14 Sensititvitatstest gegeniiber Hyperosmolaritat
Wachstumskurve der angegeben Stamme in YPD flissig + 0,4M NaCl.
Die Hefen wurden von einer Ubernachtkultur in frisches Medium + Salz
auf eine ODggonm vVon 0,1 angeimpft. Proben wurden nach den
entsprechenden Zeitpunkten abgenommen und die ODggpnm bestimmt.
Stamme: WT (W303-1A, HGX10), Aste50 Assk1 (W303-1A Aste50
Assk1, HCH100), nste50FAR Asskl (W303-1A Myc-nste50FAR Asskl,
HNB167)

Doppeldeletion zeigt noch Wachstum unter 0,4 M Salzstress, aber kein Wachstum unter
hdéheren Salzkonzentrationen. Dies bedeutet, dass eine Aste50 Mutante einen starkeren
Wachstumsdefektphdnotypen als eine Aopy2 Mutante im HOG-Signalweg zeigt. Es galt
nun zu Uberprifen, ob nste50FAR eine Deletion von OPY2 im HOG-Signalweg

komplementieren kann.

Es zeigt sich, dass nste50FAR die Osmosensitivitdt einer OPY2 Deletion vollstandig
komplementieren kann (Abbildung 3.15). Alle Stamme kdénnen auf Vollmedium ohne
Salz wachsen. Stdmme in denen nur ein Weg des HOG-Signalwegs gestort ist, wachsen
auch gut auf hochosmolarem Medium, so z.B. die Stamme Aste50, Asskl und Aste50
Aopy2. Dass eine OPY2, STE50 Doppeldeletion auf Medium mit Salz wachsen kann,
zeigt, dass diese im selben Arm des HOG-Signalwegs aktiv sind. Die Deletion von OPY2
im nste50FAR Assk1 Hintergrund hat keinen negativen Einfluss auf die Osmotoleranz des
Stammes. Der Stamm zeigt normales Wachstum unter allen getesteten Bedingungen.
Der Stamm Aste50 Assk1, welcher nicht in der Lage ist unter hohen Salzkonzentrationen
zu wachsen, wurde als Negativkontrolle verwendet. Eine zusatzliche Deletion von OPY2

in diesem Hintergrund zeigt keinen zusatzlichen Effekt (Abbildung 3.15).
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Somit lasst sich zusammenfassen, dass die Deletion von OPY2 einen Verlust der

Osmotoleranz in einem Asskl Stamm hervorruft, der aber nicht so stark wie der einer

YPD +0,4M NaCl +0,7M NaCl +1,0M NaCl
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Abbildung 3.15 nSte50FAR komplimentieret die Osmosensititvitat von STE50 und
OPY2 Deletionen im HOG-Signalweg
Dargestellt ist eine Wachstumsanalyse verschiedener Hefestamme auf verschiedenen
Medien. Logarithmisch wachsende Zellen verschiedener Stammhintergriinde wurden
geerntet. Es wurden 1:10 Verdinnungen hergestellt. Die Verdinnungen (unverdinnt, 1:10,
1:100, 1:1000) wurden auf YPD Platten mit 0 M, 0,4 M, 0,7 M und 1,0 M NaCl getropft. Die
Platten wurden fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert und das Wachstum der Zellen dokumentiert.
Stamme: Aste50 (W303-1A Aste50, HFB93), Aste50 Aopy2 (W303-1A Aste50 Aopy2,
HNB212); Aste50 Assk1l (W303-1A Aste50 Assk1l, HCH100); Aste50 Assk1 Aopy2 (W303-1A
Aste50 Asskl Aopy2, HNB213); nste50FAR Asskl (W303-1A Myc-nste50FAR Asskli,
HNB167); nste50FAR Assk1l Aopy2 (W303-1A Myc-nste50FAR Assk1l Aopy2, HNB218); Assk1
(W303-1A Assk1, HCH92); Assk1l Aopy2 (W303-1A Asskl Aopy2, HNB215)

STE50 SSK1 Doppeldeletion ist. Die Expression von nste50FAR kann sowohl eine STE50

Deletion als auch eine OPYZ2 Deletion in der Osmotoleranz komplementieren.

3.3.2.2 nSte50FAR kann den Wachstumsdefekt einer SHO1 Deletion im

HOG-Signalweg nicht komplementieren

Ein wichtiges Protein im HOG-Signalweg ist das Protein Shol. Es besteht aus 4
Transmembrandomanen und einem cytoplasmatischen Ende (Maeda et al., 1995). Die
postulierte Funktion von Shol 1&Bt vermuten, dass Shol mdéglicherweise eine Rolle bei
der Rekrutierung des Stell-Ste50 Komplexes und Pbs2 zu einem Signalkomplex spielt
und diesen als Adaptor mit den Osmosensoren Hkrl und Msb2 verbindet (Maeda et al.,
1995; Tatebayashi et al., 2006, Tatebayashi et al., 2007). Shol ist als ein méglicher
Interaktionspartner von Ste50 beschreiben worden (Tatebayashi et al., 2006). Es galt
daher Zu testen, ob plasmamembranrekrutiertes nSte50FAR den

Osmosensitivitatsphanotypen einer SHO1 Deletion komplementieren kann. In vorherigen
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Experimenten konnte gezeigt werden, dass eine Komplimentierung fir eine OPY2
Deletion maéglich ist.

Um dies zu testen, wurde der Stamm W2303-1A Ashol Asskl mit einer Vektorkontrolle
und dem Plasmid p526-STE50p-nSTES50FAR transformiert. Die Expression von
nste50FAR auf diesem Plasmid steht unter Kontrolle des STE50 Eigenpromotors. Die

SD +0,4M NaCl +0,7M NacCl
WT

Aste50 Assk1

Asho1 Assk1
+nste50FAR

Asho1 Assk1

Abbildung 3.16 Osmosensitivitiatstest gegeniiber NaCl

Dargestellt ist eine Wachstumsanalyse verschiedener Hefestémme auf unterschiedlichen
Medien. Logarithmisch wachsende Zellen verschiedener Stammhintergriinde wurden
geerntet. Es wurden serielle 1:10 Verdinnungen (unverdinnt, 1:10, 1:100, 1:1000) auf SD
Platten mit 0 M, 0,4 M und 0,7 M NaCl getropft. Die Platten wurden fiir 3 Tage bei 30°C
inkubiert und das Wachstum der Zellen dokumentiert.

Stamme: WT (W303-1A, HGX10), Aste50 Assk1l (W303-1A Aste50 Assk1, HCH100), Asho1l
Assk1l (W303-1A Ashol Assk1l, HCH253); Plasmide: LV (pGREG526, EWK75); nste50FAR
(p526-STE50p-nste50FAR, ENB111)

Transformanden wurden logarithmisch angezogen und dann seriell 1:10 verdinnt und

auf Minimalmedium ohne und mit Salz aufgetropft.

Als Positivkontrolle wurde ein W303-1A Wildtypstamm verwendet. Alle (berpriften
Stamme kénnen auf Minimalmedium ohne Salz gut wachsen (Abbildung 3.16). Einzig
der Wildtypstamm kann auf Medium mit 0,4 M und 0,7 M NaCl wachsen. Der als
Osmosensitivitatskontrolle verwendete Stamm Aste50 Assk1 zeigt kein Wachstum unter
hochosmolaren Bedingungen. Ein Ashol Assk1l Stamm zeigt Osmosensitivitat, kann aber
noch unverdinnt auf einer niedrigen Salzkonzentration von 0,4 M wachsen (Abbildung
3.16). Die Expression von nSte50FAR zeigt keine vermittelte Osmotoleranz. Die Zellen
zeigen nur bei 0.4 M NaCl Wachstum bei unverdiinnten Zellen und kein Wachstum bei

der hoheren Salzkonzetration von 0,7 M NacCl.
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3.3.2.3 nste50FAR zeigt eine Abschwachung der Aktivierung von
CRE-lacZ nach Salzstress

Wird Hogl durch Salzstress aktiviert, so aktiviert und bindet es mehrere
Transkriptionsfaktoren wie Msn2/4, Hotl und auch Skol. Hotl reguliert Gene, die fir die
Glycerolsynthese bendtigt werden. Msn2/4 bindet an die STRE Sequenz. Skol reguliert
ein eigenes Subset an Genen (ber die Bindung an ein CRE Element. Die Aktivitdt von
Skol wird nicht nur von Hogl gelenkt sondern auch von der Aktivitdt der PKA, die eine
dampfende Wirkung auf Skol hat (siehe Einleitung). Ein Cre-Element wird negativ durch
den Ras/cAMP Weg kontrolliert (Proft et al., 2001, Tabeyashi et al., 2006). Der
Transkriptionsfaktor Skol ist flir die Regulation von CRE-Sequenzen verantwortlich.
Skol wird durch Hogl so phosphoryliert, dass er vom Repressor zum Aktivator wird und
dann die Expression der so regulierten Gene auslost. Skol wird durch die PKA an
anderer Stelle phosphoryliert, was dazu fihrt, dass Skol den Zellkern verlasst, und
dann nicht als Aktivator aktiv werden kann. Dieser Crosstalk der beiden Wege reguliert
Skol. CRE-lacZ ist ein Reporterkonstrukt, bei dem die B-Galaktosidase unter Kontrolle
des cAMP-Response Elements (CRE) aus dem ENA1 Promotor steht (Proft et al., 2001).
ENA1 kodiert fir eine Natriumpumpe, die unter Salzstress oder auch alkalinen
Bedingungen verstarkt expreimiert wird. Dieser Reporter wird spezifisch bei Osmostress
aktiviert. Verschiedene Stammbhintergriinde wurden mit dem Reportergen CRE-lacZ
transformiert und die entstandenen Transformanden mit und ohne Zugabe von Salz
inkubiert. Nach Zugabe von NaCl zu einer Endkonzentration von 0,4 M wurde nach 15
und 45 Minuten die Zellen geerntet. Rohextrakte wurden hergestellt und hinsichtlich

ihrer B-Galaktosidase Expression untersucht.
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Abbildung 3.17 Messung der CRE-lacZ Expression unter Osmostress
Reportergenanalyse der Expression von CRE-laZ. Verschiedene Stammbhintergriinde wurden
mit dem Reporterkonstrukt CRE-lacZ transformiert. Die Hefen wurden auf selektiven
Minimalmedium logarithmisch angezogen. Es wurde NaCl zu einer finalen Konzentration von
0,4 M zugegeben. Proben wurden nach 0, 15 und 45 Minuten entnommen und
aufgeschlossen. Rohextrakte wurden hergestellt und die /acZ Aktivitat mit ONPG in
mUnits/mg Gesamtprotein ermittelt.
Stamme: WT (W303-1A, HGX10); Aste50 Aopy2 (W303-1A Aste50 Aopy2, HNB212); Aste50
Assk1l (W303-1A Aste50 Assk1, HCH100); Aste50 Asskl1l Aopy2 (W303-1A Aste50 Assk1
Aopy2, HNB213); nste50FAR Assk1l (W303-1A Myc-nste50FAR Assk1, HNB167); nste50FAR
Asskl Aopy2 (W303-1A Myc-nste50FAR Asskl Aopy2, HNB218); Assk1 (W303-1A Asskl1,
HCH92); Asskl Aopy2 (W303-1A Asskl Aopy2, HNB215); Aopy2 (W303-1A Aopy2, HNB210)
Plasmid: CRE-lacZ (pMP253)
Die Zugabe von Salz fihrt im Wildtypstamm nach 45 Minuten zu einer starken
Expression des Reportergens CRE-lacZ auf 1600 mUnits. Eine Doppeldeletion von STE50
und SSK1 fuhrt zu einem fast kompletten Velust der Expression von CRE-/acZ. Bei dieser
Doppelmutante ist sowohl der Shol- als auch der SIin1-Weg unterbrochen. Betrachtet
man die Assk1l Stamme, die nste50FAR anstatt von wildtypischen Ste50 exprimieren, so
zeigt sich eine Expression von Cre-lacZ nach Zugabe von Salz, bei einem Asski
nste50FAR Stamm bzw. Asskl Aopy2 nste50FAR Stamm bei 20% gegeniber dem
Wildtypstamm liegt (Abbildung 3.17). Eine OPY2 Deletion fuhrt zu keiner Verénderung
der CRE-lacZ Expression in Stammen mit nste50FAR. Wird hingegen ein Asskl Stamm
verwendet, so wird die Aktivierung durch Salz um 63% reduziert. Der deutlichere Effekt
einer Assk1l Mutante lasst sich vielleicht mit dem Kalteschock der Zellen erklaren, da
diese vor dem Aufschluss auf 4°C abgekihlt werden. Sskl spielt eine Rolle in der Hogl
Aktivierung durch Kaltestress (Hayashi & Maeda, 2006). Dies erklart auch die

verminderte Basisaktivitat bei 0 min (17 mUnits bei Assk1 zu 77 mUnits bei WT). Der
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Einfluss einer OPY2 Deletion ist deutlicher als bei einer STE50 Deletion, aber schwacher
als bei einer SSK1 Deletion. Hier ist wie bei Aste50 gegeniber dem WT auch die
Basisaktivitat nicht verandert. Bei der Doppelmutante Asskl1 Aopy2 erreicht das Reporter
Expressionslevel 20% des Wildtyp Levels. Eine Dreifachmutante Asskl Aste50 AopyZ2
zeigt das gleiche Aktivitatslevel wie die Aste504sskl Doppelmutante. Wird STE50
deletiert, so wird die Aktivierung des Reporters auf 950 mUnits abgeschwacht
(Abbildung 3.17).Es zeigt sich somit, dass die Expression von CRE-lacZ ein anderes Bild
zeigt als das Wachstum unter Salzstress. Wahrend bei dem Wachstum nur minimale
Unteschiede zwischen Wildtypstamm und Stammen mit nste50FAR festgestellt werden
konnten sind diese bei CRE-lacZ Messungen sehr deutlich. Die Glycerinsynthese, das
wichtigste Mittel fir Wachstum unter hochosmolaren Bedingungen, wird nicht durch
Skol reguliert. Wie es zu der Abschwachung der CRE-lacZ Expression kommt, lasst sich
vielleicht auf das Fehlen der RA Doméne bei nste50FAR Stammen zurlckfihren. Da die
RA Domane fehlt, kann Ste50 nicht mehr mir Ras2 interagieren, was andererseits zu
einer vermehrten Aktivierung von Cyrl und damit der PKA fihrt. Dies hatte dann einen
negativen Einfluss auf die Aktivitat von Skol, was zu der gemessenen geringeren CRE-

lacZ Expression fuhrt (s. Diskussion 4.2.1).
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3.3.2.4 Reduzierter Crosstalk zwischen HOG-Signalweg und
Pheromonantwort durch plasmamembranrekrutiertes nSte50

Die MAPK Signalwege leiten das Signal sehr spezifisch weiter, um flir den jeweiligen
Stress die richtige Antwort zu generieren. Wird jedoch die osmotische Aktivierung von
Hogl verhindert, zum Beispiel durch eine Apbs2 oder Ahogl Mutation, aktiviert der
Stress unter anderem den Pheromonantwortweg was mittels eines Pheromon-
spezifischen Reporters FUSI1-lacZ nachgewisen werden kann (Hall et al., 1996;
O Rourke and Herskowitz, 1998). Dieser physiologisch unerwiinschte Crosstalk ist
abhangig vom Shol Arm des Hog Weges und unabhangig von den Pheromonantwort-
spezifischen Proteinen Ste4 und Ste5 (Cullen et al., 2004; O Rourke and Herskowitz,
2002). Eine Deletion von STE50 unterbricht den Crosstalk. Es gilt nun zu klaren, ob
nSte50FAR auch den Crosstalk aktivieren kann, und ob Opy2 in diesem Zusammenhang

auch bendtigt wird.
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Abbildung 3.18 Einfluss von plasmamembranrekrutiertem nSte50 auf den
Crosstalk zwischen HOG-Weg und Pheromonantwort

Die angegebenen Stamme wurden mit einem FUS1-lacZ Reporterplasmid und entweder
mit Vektor als Kontrolle oder mit p526-50p-nSTE50FAR transformiert. Die
Transformanden wurden in einer logarithmischen Kultur zu einer ODgggnm von 0,4-06
angezogen, dann wurde NaCl zu einer Endkonzentration von 0,4 M zugegeben. Die
Zellen wurden nach 8h geerntet. Die Rohextrakte wurden zur Bestimmung der -
Galaktoasidase Aktivitat benutzt. Die spezifische Aktivitat wurde mittels der
Gesamtproteinmenge bestimmt. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus drei
unabhdngigen Messungen. Stamme: WT (W303-1A HGX10) Aste50 Ahog1l (W303
Aste50 Ahog1, HCH286); Ahogl (W303 Ahogl1, HCH288); Ahogl Aopy2 (W303 Ahogl
Aopy2, HNB204), Plasmide: FUS1-lacZ (pMG10, EFB13), LV (pGREG526, EWK75),
nste50FAR (p526-50p-nste50FAR, ENB111)
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Hierfir wurden die Stamme mit dem Reportergen FUS1-lacZ und einem Leervektor
als Kontrolle oder p526-50p-nste50FAR transformiert, und logarithmisch wachsende
Zellen mit 0,4 M NaCl induziert. Nach 8 Stunden wurden die Zellen geerntet und
aufgeschlossen. Die Rohextrakte wurden auf ihre B-Galaktosidase Aktivitat hin

untersucht.

Eine Deletion von HOG1 fuhrt zu einer starken Aktivierung der Expression des
Reporterkonstruktes FUS1-lacZ (Abbildung 3.18). Es kommt zum Crosstalk. Wird nun
der Shol Arm unterbrochen, so zeigt sich keine Transkriptionsaktivierung von FUSI1-
lacZ. Dies trifft sowohl auf die Deletion von OPY2 als auch auf die Deletion von STE50
zu. Exprimieren die Stamme hingegen plasmamembranrekrutiertes nSte50FAR so wird
der Crosstalk wieder eingeleitet. Die Starke der Aktivierung von FUS1-lacZ liegt bei
einem Drittel im Vergleich zum Wildtyp. Dies trifft sowohl auf Aste50 Ahog1 als auch auf
Aopy2 Ahogl zu (Abbildung 3.18).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass membranassoziierten nste50FAR sowohl eine
STE50 als auch eine OPYZ2 Deletion komplementieren kann. Das Level des Crosstalk ist
gegeniber wildtypischen STE50 reduziert, entspricht allerdings dem Level der FUSI-

lacZ Aktivierung im Pheromonantwortweg (siehe 3.3.3.2).

3.3.3 Untersuchungen zur Funktion von Plasma-

membranrekrutiertem Ste50-ARAD in der Pheromonantwort

Die Funktion der RA-Domane von Ste50 ist auch im Pheromonantwortweg noch nicht
geklart worden. Eine Deletion der Domdne hat den Funktionsverlust des Ste50 Proteins
in diesem Signalweg zur Folge. Durch den Vergleich in der Funktion von nste50FAR mit
wildtypischen Ste50 soll auch die Funktion der RA-Doméne in diesem Signalweg weiter
bestimmt werden. Zu klaren st ebenfalls, ob OPY2 eine Rolle in dem
Pheromonantwortweg spielt und ob diese wie im HOG-Signalweg von nste50FAR
komplementiert werden kann. Desweiteren wird die Adaption an Paarungspheromon,

und die Expression des FUS1-/acZ Reportergens nach Induktion mit a-Faktor untersucht.

3.3.3.1 Haloassay zur Analyse der Adaption an Pheromon

Haploide Hefezellen reagieren auf die Prasenz von Paarungspheromon mit
morphologischen Veranderungen, indem sie zuerst in den G1-Zellzyklus-Arrest gehen.
Bei anhaltendem Reiz koénnen sich die Zellen an das Signal adaptieren, was ein
vegetatives Wachstum ermdglicht. Diese Adaption kann in einem Haloassay gemessen

werden. Die Zellen werden hierflir in Topagar ausgebracht, und es wird Pheromon (a-
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Abbildung 3.19 Haloassay zur Analyse der Pheromonsensititvtat

Die angegeben Stamme wurden logarithmisch angezogen. Es wurden 3*10° Zellen in
Topagar ausgebracht. AnschlieBend wurde a-Faktor in den Mengen 5 ug, 2 ug, 1 pg, und 0,5
ug aufgetropft. Die Platten wurden flir 24 Stunden inkubiert und anschlieBend das Wachstum
festgehalten. Stémme: WT (W303-1A, HGX10); Aste50 (W303-1A Aste50, HFB93); Aopy2
(W303-1A Aopy2, HNB210); Aste50 Aopy2 (W303-1A Aste50 Aopy2, HNB212); nste50FAR
(W303-1A Myc-nste50FAR, HNB165); nste50FAR Aopy2 (W303-1A Myc-nste50FAR Aopy?2,
HNB216)

Faktor) in verschiedenen Mengen aufgetropft. Wenn die Zellen gegeniiber Pheromon

sensitiv sind, bilden sich Hemmhdofe um diese Tropfen.

Es zeigt sich, das der wildtypische Stamm nach 24 Stunden einen Hemmbhof bei allen
getesteten o-Faktor Mengen zeigt. Eine Deletion von STE50 flhrt zu einer verminderten
Sensitivitdt und keinem sichtbaren Hemmhof (Abbildung 3.19). Eine zusatzliche Deletion
von OPY2 zeigt keinen Einfluss auf die Pheromonsensitivitat. Eine Aopy2 Mutante alleine
zeigt keinen Einfluss auf die GréBe der Halos. In einem Stamm mit nste50FAR im STE50
Lokus zeigtin der GréBe des Hemmhofes eine minimal Verkleinerung um 10% im
Durchmesser. Wird OPY2 zusatzlich deletiert, dndert dies nicht die GroBe der Hemmhofe
(Abbildung 3.19). Auch in der Adaption zeigen die untersuchten Stamme keine

Abweichungen vom Wildtyp. Die Halos schrumpfen im gleichen MaBe.
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3.3.3.2 Expression von FUS1-lacZ

Im vorherigen Experiment zeigt sich, dass eine OPYZ2 Deletion keinen detektierbaren
Unterschied zum Wildtyp bei dem pheromoninduzierten Zellzyklusarrest aufzeigt. Es wird
ebenfalls deutlich, dass membranrekrutiertes nSte50FAR eine Aste50 Mutation
komplementieren kann. Um neben der phanotypischen Analyse weitere Daten und so
ein genaueres Bild der Funktion von nste50FAR und der RA-Domane in der
Pheromonantwort Zu gewinnen, sollte die  Aktivierung des Paarungs-
pheromonspezifischen Reporter FUSI-lacZ untersucht werden. FUS1 ist ein wichtiges
Zielgen der Pheromon vermittelten MAPK-Kaskade (Truehard & Fink, 1989).

Hierfir wurden die Stamme W303-1A, W303-1A Aopy2, W303-1A Aste50, W303-1A
Myc-nste50FAR, W303-1A Myc-nste50FAR Aopy2 und W303-1A Aste50 Aopy2 mit dem
Reportergen FUS1-lacZ transformiert. Die Transformanden wurden logarithmisch
angezogen, und dann fir 90 Minuten mit 1 pM a-Faktor induziert. Die Zellen wurden
anschlieBend geerntet und die erzeugten Rohextrakte auf ihre Aktivitat der B-

Galaktosidase hin untersucht.

Der Wildtypstamm zeigt eine hohe Aktivierung der Expression von FUSI1-lacZ
(Abbildung 3.20). Durch die Deletion von OPY2 wird diese Aktivierung auf achtzig
Prozent des wildtypischen Levels gesenkt. Eine Deletion von STE50 fihrt zu einer
Senkung der FUS1-lacZ aktivierung auf ein Zehntel des Wildtyps. Wird ein Stamm
verwendet, der nSte50FAR anstelle von wildtypischen Ste50 exprimiert, so sinkt das
Level der FUS1-lacZ Aktivierung auf die Halfte der wildtypischen Aktivitat. Eine
zusatzliche Deletion von OPY2 in diesem Stamm hintergrund reduziert die Expression
von FUS1-lacZ um weitere 10% auf 54 muUnits (Abbildung 3.20 A). Wird nste50FAR
mittels des GAL1 Promotors Uberexprimiert, so wird FUS1-lacZ genauso stark aktiviert
wie ein Wildtypstamm - jedoch unterhalb des Levels, welches durch eine STE50

Uberexpression erreicht wird (Abbildung 3.20 B).

Da die Pheromon-Antwort einen zeitlichen Verlauf hat, sollte nicht nur ein einzelner
Zeitpunkt untersucht werden, sondern auch die Auswirkung von nSte50FAR im Vergleich
zu Ste50 Uber einen langeren Zeitraum. Hierfir wurden die Zellen mit entweder 1 uM
oder 5 pM a-Faktor induziert, und 300 Minuten lang Proben genommen. Die Zellen

wurden aufgeschlossen und die B-Galaktosidase Aktivitat bestimmt.

Es zeigt sich, dass die Expression von FUS1-lacZ im Wildtypstamm durch die hdhere a-
Faktor Konzentration von 5 uM um den Faktor 3,5 starker aktiviert wird als durch 1 uM
a-Faktor (Abbildung 3.21). Die starkste Aktivierung zeigt sich nach 120 Minuten, wobei
die FUS1-lacZ Aktivierung bei der niedrigen Pheromonkonzentration nach 300 Minuten

auf ein Viertel des maximalen Wertes fallt. Bei 5 uM o-Faktor sinkt das Expressionslevel
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Abbildung 3.20 Auswirkung von nSte50FAR auf die FUS1-lacZ Expression
nach Zugabe von Paarungspheromon

A. Integriertes nste50FAR. Die angegebenen Stamme wurden in fllissigen
Minimalmedium angezogen. Die Zellen wurden aus einer Ubernachtkultur in frischem
Medium angeimpft und zu einer logarithmischen Wachstumsphase angezogen. Dann
wurde a-Faktor zu einer Endkonzentration von 1 yM zugegeben. Es wurden Proben
nach 90 min entnommen und Rohextrakte hergestellt. Die Rohextrakte wurden zur
Bestimmung der B-Galaktoasidase Aktivitat benutzt. Die spezifische Aktivitat wurde
mittels der Gesamtproteinmenge bestimmt.Die angegebenen Werte sind Mittelwerte
zweier unagbhdangiger Messungen. Stamme: WT (W303-1A, HGX10); Aopy2 (W303-1A
Aopy2, HNB210);Aste50 (W303-1A Aste50; WAM4) nste50FAR (W303-1A Myc-
nste50FAR, HNB165); nste50FAR Aopy2 (W303-1A Myc-nste50FAR Aopy2, HNB216);
Aste50 NAopy2 (W303-1A Aste50 Aopy2; HNB212); Plasmid: FUS1-lacZ (pMG10,
EFB13) B Uberexpression von nste50FAR. Stamme wurden in Minimalmedium
angezogen. In der mid-log Phase wurde 5 uM o-Faktor hinzugegeben. Nach 90 min
wurden die Zellen entnommen und die FUS1-/lacZ Aktivitat bestimmt. Stamme: WT
(W303-1A, HGX10); Aste50 (W303-1A Aste50, WAM4) Plasmide: LV (pGREG526,
ELS74); STE50 (pRS416-GALp-Myc-STE50,ELS164); nste50FAR
(pPGREG526nste50FAR, ENB71); FUS1-lacZ (pMG10, EFB13)
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von FUS1-lacZ im selben Zeitraum nur um ein Drittel. Der nste50FAR Stamm zeigt bei
einer hohen Zugabe von Pheromon eine Reduktion von 50% gegeniber dem Maximum
des Wildtyps (Abbildung 3.21). Auffallig ist auch, dass sich bei 120 Minuten ein Plateau
bildet, welches noch bei 180 Minuten auf demselben Level ist. Erst dann fallt das
Expressionslevel von FUS1-/acZ. Der Unterschied zwischen Wildtyp und nste50FAR ist
bei der niedrigen a-Faktor Konzentration noch deutlicher. Hier wird nur ein Viertel der
maximalen Aktivierung nach 120 Minuten erreicht. Daflir wird dieses Level schon nach
60 Minuten erreicht und wird bis zum Zeitpunkt von 180 Minuten gehalten (Abbildung
3.21).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Membranrekrutierung von nSte50 einen
gravierenden Einfluss auf die Aktivierung von FUS1-lacZ hat. Die Aktivitdt gegentlber
wildtypischen Ste50 ist deutlich verringert. Opy2 scheint fir die optimale Aktivierung

von FUS1-lacZ durch die Pheromoninduktion benétigt zu werden.
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Abbildung 3.21 Auswirkung von integriertem nste50FAR auf die FUS1-laczZ
Expression nach Zugabe von Paarungspheromon

Die angegebenen Stamme wurden in flissigem Minimalmedium angezogen. Die Zellen
wurden aus einer Ubernachtkultur in frischem Medium angeimpft und zu einer
logarithmischen Wachstumsphase angezogen. Dann wurde a-Faktor zu einer
Endkonzentration von 1 uM (A) oder 5 uM (B) zugegeben. Es wurden Proben entnommen
und Rohextrakte hergestellt. Die Rohextrakte wurden zur Bestimmung der B-Galaktoasidase
Aktivitat benutzt. Die spezifische Aktivitat wurde mittels der Gesamtproteinmenge bestimmt.
Stamme (Abweichung innerhalb +/- 10%): WT (W303-1A, HGX10); nste50FAR (W303-1A
Myc-nste50FAR, HNB165); Plasmid: FUS1-lacZ (pMG10, EFB13)
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3.3.3.3 Untersuchungen zu morphologischen Veridanderungen und dem G1-
Zellzyklus-Arrest nach Induktion mit o-Faktor
Im vorherigen Experiment wurde gezeigt, dass nste50FAR zu einer schwdcheren
Aktivierung von FUS1-lacZ fihrt. Es soll hun untersucht werden, ob sich dies auch in der
Bildung von Shmoo widerspiegelt. Dafiir wurden Zellen der Stamme W303-1A, W303-1A
Myc-nste50FAR und W303-1A Aste50 in FlUssigkultur logarithmisch angezogen und mit
1uM a-Faktor induziert. In regelmdBigen Zeitabstéanden wurden Proben entnommen und
auf die Bildung von Shmoos (Paarungsfortsatze) sowie nach nicht knospenden Zellen -
anhand des prozentualen Anteils von knospenden zu nicht knospenden Zellen
(Buddingindex), was das AusmaB des induzierten G1-Arrest durch die

Pheromonbehandlung reflektiert - untersucht.

Alle Stamme zeigen den gleichen Anteil an knospenden Zellen im vegetativen
Wachstum (Abbildung 3.22 A). Im Aste50 Mutationsstamm sinkt der Anteil an
knospenden Zellen durch Zugabe von Pheromen von 70% auf 60% innerhalb von 90
Minuten, um anschlieBend nach 120 Minuten wieder auf 70% zu steigen. Der
Wildtypstamm hingegen hat nach 90 Minuten nur noch einen Anteil von 20%
knospenden Zellen. Aber auch hier steigt durch die Adaption an das Pheromen der Anteil
innerhalb von 150 Minuten auf den Ausgangswert zuriick. Die nste50FAR Mutante zeigt
einen geringeren Anteil an nicht knospenden Zellen. Die Adaption an das
Paarungspheromon erfolgt jedoch im selben Zeitraum wie die des Wildtyps (Abbildung
3.22 A).

Der Shmoo-Index zeigt deutlichere Unterschiede als der Buddingindex (Abbildung 3.22
B). Im STE50 Deletionsstamm sind weniger als 10% der Zellen in der Lage Shmoo zu
bilden. Im Wildtyp hingegen zeigen nach 90 Minuten 40% der Zellen einen oder mehrere
Shmoo. Die Mutante nste50FAR weist sogar eine um die Halfte verringerte Anzahl an
Shmoo auf, die sich nach 120 Minuten fast vollsténdig wieder zuriickbilden (Abbildung
3.22 B).

Zusammenfassend ldasst sich sagen, dass der Einfluss von nste50FAR auf den
Peromonantwortweg sich im Buddingindex nicht so deutlich zeigt, wie im Shmooindex.
Die Adaptionsrate an das Paarungspheromon ist durch die Expression von nSte50FAR

anstelle von Ste50 nicht beeinflusst.
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Abbildung 3.22 Auswirkung von integriertem nste50FAR auf
morphologische Veranderungen und G1-Arrest nach Zugabe von
Paarungspheromon

Die angegebenen Stamme wurden in flissigem Minimalmedium angezogen. Die
Zellen wurden aus einer Ubernacht Kultur in frischem Medium angeimpft und zu
einer logarithmischen Wachstumsphase angezogen. Dann wurde a-Faktor zu einer
Endkonzentration von 1 uM zu gegeben. Es wurden Proben enthommen und die
Zellen fixiert. Die Anzahl an Zellen im G1 Arrest (A Buddingindex) und Shmoo
bildende Zellen (B Shmoo-index) wurden mikroskopisch bestimmt. Die Werte
werden in % der gesamten Zellzahl angegeben. Es wurden flur jeden Zeitpunkt
mindestens 200 Zellen ausgezahlt. Stamme: Aste50 (W303-1A Aste50, HFB93);
WT (W303-1A, HGX10); nste50FAR (W303-1A Myc-nste50FAR, HNB165)
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3.3.4 Untersuchungen zur Funktion von plasmamembran-

rekrutiertem Ste50-ARAD im filamentosen Wachstumsweg

Die RA-Domaéne von Ste50 vermittelt die Interaktion mit den kleinen G-Proteinen Cdc42
und Ras. In diesem Versuchsteil soll untersucht werden wie sich nste50FAR im Vergleich
zu wildtypischen Ste50 auf den filamentdésen Wachstumsweg auswirkt. So lassen sich
vielleicht Ruckschlisse auf die Rolle der RA Domane und auf die Funktion von Ste50 in
diesem Signhalweg schlieBen. Eine Deletion der RA-Doméne fihrt zu einem
Funktionsverlust von Ste50 in diesem Signalweg. Um herauszufinden wie sich nste50FAR
auf den Signalweg auswirkt, soll die Bildung von Pseudohyphen in diploiden Zellen
untersucht werden. Da haploide Zellen unter Glukosemangel invasives Wachstum und
verstarkte Expression des Adhesins Flol1l zeigen, soll untersucht werden, wie sich
nste50FAR darauf auswirkt. Die Expression von FLO11-lacZ wird als Reporter benutzt. In
dieser Arbeit werden die haploiden Zellen in Minimalmedium angezogen und die
Expression von FLO11-lacZ und dem FG(TyA)-lacZ Reporter nachdem die Glukose im
Medium verbraucht ist, gemessen. Diese Methode erreicht héhere Aktivitaten als die
Anzucht in SLAD Medium, also unter Mangel von Stickstoff. Zusatzlich soll die
Auswirkung einer STE50 Deletion auf den filamentésen Wachstumsweg bei einer
Ras2'?'® oder Tpk2 Uberexpression untersucht werden, um die Rolle von Ste50 im

filamentésen Wachstumsweg weiter aufzuklaren.

3.3.4.1 Induktion von pseudohyphalem Wachstum in diploiden Zellen

In Saccharomyces cerevisiae besitzen diploide Zellen die Fahigkeit, von normalem
vegetativen Wachstum zu einem pseudohyphalen Wachstum zu wechseln. Der
auslésende Reiz ist Stickstoffmangel im Medium. Fir die Induktion von
Pseudohyphenbildung sind sowohl der Ras/cAMP Weg und der MAPK-Signalweg
erforderlich (Mdsch et al., 1999). Zur Induktion von pseudohyphalem Wachstum werden
die Zellen auf Minimalmedium mit wenig Stickstoff (SLAD) angezogen. Hierflir wurde ein
diploider Stamm mit einer Aste50/Aste50 Mutation mit den Plasmiden pRS416-50p-
STES50, p526-50p-nste50FAR und , pRS416-50p-nSTES50 transformiert. Die Zellen

wurden auf SLAD-Agar ausgebracht und die Mikrokolonien nach 16 Stunden untersucht.



Ergebnisse 79

+ STE50

Abbildung 3.23 Bildung von
Pseudohyphen unter
Stickstoffmangel
Der diploide Stamm wurde mit den
angegebenen Plasmiden
transformiert. Logarithmisch
wachsende Zellen wurden auf
SLAD Agar ausgestrichen und bei
30°C fur 16 h inkubiert. Die
Mikrokolonien wurden fotografisch
dokumentiert. Stamm: CGX31 MAT
a/a Aste50/Aste50 (HLS265)
Plasmide: STE50 (pRS416-50p-
STE50, EFB268); nste50FAR

\ R (p526-50p-nste50FAR, ENB111);
L7 nsteS0 (p526-50p-nSTESO,
4 “‘;#‘533 ENB131)

+ nste50
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Es zeigt sich, dass die Expression von wildtypischen Ste50 die Bildung von
Pseudohyphen ermdéglicht (Abbildung ). Zellen, die nSte50 (AA 1-252) ohne eine
Membranrekrutierung exprimieren, bilden keine Pseudohyphen in SLAD Medium aus. Die
Zellen zeigen normales vegetatives Wachstum. Die Expression von nste50FAR hingegen,
weist eine starkere Bildung von Pseudohyphen auf als bei Ste50. Die Zellen sind deutlich
elongiert (Abbildung 3.23).

Es lasst sich daher schlieBen, dass membranrekrutiertes nSte50 die Bildung von

Pseudohyphen verstdrkt einleitet.
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3.3.4.2 Auswirkung von membranrekrutiertem nste50FAR auf die
Transkription des Reportergens FG(TyA)-lacZ

Der filamentdse Wachstumsweg wird sowohl von dem Ras/cAMP Weg als auch durch den
MAPK-Signalweg reguliert. Eine Deletion von STE50 unterbricht den MAPK-Signalweg,
wobei der filametdse Wachstumsweg gestoért ist. Die Auswirkung von nste50FAR auf den
Signalweg soll mittels der Expression des Reportergens FG(TyA)-lacZ untersucht
werden. Bei FG(TyA)-lacZ handelt es sich um eine Fusion des Tyl-Transposons mit der
B-Galaktosidase. Seine Expression ist abhangig von den Transkriptionsfaktoren Stel2
und Tecl des MAPK-Signalwegs (Laloux et al., 1994, Madhani & Fink 1997) und wird
durch Stickstoffmangel induziert. Die Aktivierung lauft Gber den Kss1 MAPK-Signalweg.

Verschiedene Stammhintergriinde wurden mit dem Reportergen FG(TyA)-lacZ
transformiert. Die Transformanden wurden logarithmisch in Minimalmedium angezogen

und dann zur Induktion des Signalwegs fir 8 h in SLAD (Stickstoffmangel) inkubiert. Aus
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Abbildung 3.24 Messung der FG(TyA)-lacZ Aktivitidt unter Stickstoffmangel
Reportergenanalyse der Expression von FG(TyA)-lacZ. Verschiedene Stammbhintergriinde
wurden mit dem Reportergen transformiert. Logarithmisch wachsende Zellen wurden in
SLAD Medium fir 8 Stunden bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden geerntet und
Rohextrakte hergestellt. Die Aktivitat der B-Galaktosidase wurde mit Hilfe eines Enzymtests
ermittelt. Die angegebenen Werte sind die Mittelwerte von zwei unabhangigen Versuchen.
Stamme: WT (W303-1A, HGX10); Aste50 (W303-1A Aste50, HFB93); Aopy2 (W303-1A
Aopy2, HNB210); Aste50 Aopy2 (W303-1A Aste50 Aopy2, HNB212); nste50FAR (W303-1A
Myc-nste50FAR, HNB165); nste50FAR Aopy2 (W303-1A Myc-nste50FAR Aopy2, HNB216);
Plasmid: FG(TyA)-lacZ (pFG(TyA)-lacZ, EFB309)
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den geernteten Zellen wurden Rohextrakte hergestellt und die FG(TyA)-lacZ Aktivitat

mittels eines ONPG Enzymtests ermittelt.

Es zeigt sich, dass die Expression des Reportergens FG(TyA)-lacZ durch Expression
von nSte50FAR gesteigert werden kann (Abbildung 3.24). Alleine der Wildtypstamm
zeigt eine Aktivierung der Expression des Reportergens (28 muUnits). Werden die Zellen
in Vollmedium angezogen, so kommt es zu einer minimalen Expression des FG(TyA)-
lacz Reportergens (3 mUnits, Daten nicht gezeigt). Wird STE50 deletiert, so sinkt die
Aktivierung um den Faktor 3. Da in vorherigen Experimenten eine Auswirkung von OPY2
auf die Pheromonantwort festgestellt werden konnte, wurde dieser Aopy2 Stamm auf die
Expression von FG(TyA)-lacZ unter Stickstoffmangel untersucht. Es zeigt sich hierbei ein
Rickgang der Expression von FG(TyA)-lacZ um 35%. Die Doppeldeletion Aste50 Aopy2
verhalt sich wie eine STE50 Einzeldeletion. Im diploiden Stamm wurde durch nSte50FAR
verstarktes Pseudohyphales Wachstum induziert. Einen &hnlichen Effekt erhalt man auch
bei der Expression von FG(TyA)-lacZ in einem haploiden Stammbhintergrund. Die
Expression ist um den Faktor 1,7 verstarkt. Eine zusatzlich Deletion von OPY2 bewirkt
keine Veranderung in der FG(TyA)-lacZ Expression (Abbildung 3.24).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die nste50FAR Mutante einen positiven Einfluss
auf die FG(TyA)-lacZ Expression hat.

3.3.4.3 Eine OPY2 Deletion hat keinen Einfluss auf die Adhasion von

haploiden Zellen

In dem vorherigen Versuchsteil konnte gezeigt werden, dass Opy2 die Induktion eines
Reportergens im pseudohyphalen Antwortweg beeinflusst. Eine Deletion von OPY2 fiihrt
zu einer Abschwdchung der FG(TyA)-lacZ Reporteraktivitat. Um zu Uberprifen, ob sich
diese veranderte MAPK-Signalaktivitat auch phdnotypisch darstellt, wurde die
Auswirkung einer OPY2 Deletion auf das adhasive Wachstum getestet. Die Zell-Zell und
Zell-Oberflache Adhasion ist ein wichtiger Bestandteil des haploiden invasiven
Wachstums und der diploiden Pseudohyphen. Die wichtige morphlogische Veranderung
wird durch Kohlenstoff- bzw. Stickstoffmangel ausgelést und bendétigt das
Oberflachenprotein Flol1l. Um zu testen ob Opy2 die Adhasion beeinflusst, wurde OPY2
deletiert. Der wildtypische Stamm zeigt sowohl Adhdsion als auch invasives Wachstum.
Die Stémme wurden auf Vollmedium ausgestrichen und fiir 3 Tage bei 30°C inkubiert.
Bevor nicht adhasive Zellen mit Wasser abgespiilt wurden, wurde das gesamte
Wachstum fotographisch dokumentiert (Abbildung 3.25).
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WT Aopy2

Abbildung 3.25 Auswirkung einer
OPY2 Deletion auf die Adhasion von
haploiden Zellen

Vor dem Waschen

Die angegebenen Stamme wurden in
minimal Medium angezogen und von einer
Ubernachtkultur auf ein YPD Platten
ausgestrichen. Die Platten wurden fir 3
Tage inkubiert und das gesamt Wachstum
festgehalten. Dann wurden nicht adhasive
Zellen abgewaschen und die Adhésion
wiederum festgehalten. Stamme: WT
(MR12 MAT a, HF750); Aste50 (HGH8438);
Aopy2 (HNB287)

Es ist zu sehen, dass die Deletion von OPY2 keinen Einfluss auf die Adhasion hat. Der
Stamm zeigt das gleiche Verhalten wie der Wildtypstamm. Eine Aste50 Mutante wurde

als Negativkontrolle verwendet und zeigt keine Adhasion.

3.3.4.4 Eigenschaften von nste50FAR in der Adhdsion haploider Zellen

In den vorherigen Experimenten konnte gezeigt werden, dass nste50FAR zu einer
Erhéhung des Expressionslevels von FG(TyA)-lacZ fiuhrt. Die RA-Doméane von Ste50
vermittelt die Interaktion zu den kleinen G-Proteinen Rasl und Ras2. Ras2 spielt eine
wichtige Rolle im invasiven Wachstumsweg, und dies nicht nur im RAS/cAMP Weg,
sondern auch im Ste50-MAPK-Signalweg. Ras2 wird oberhalb von Ste50 in diesem Weg
eingeordnet (Mosch et al., 1999). Es besteht daher die Mdglichkeit, dass Ras2 Ste50
rekrutiert. Es galt nun zu testen, ob nste50FAR eine RAS2 Deletion komplementieren
kann. Um dies zu Uberprifen wurden Aste50, Aras2 und Aras2 Aste50 Stamme mit
Leervektor als Negativkontrolle oder p526-50p-nSTES50FAR (nste50FAR auf einem CEN
Plasmid kodiert unter der Kontrolle des STE50 Promotors) transformiert. Die

Transformanden wurden auf Selektivmedium ausgestrichen und bei 30°C inkubiert.
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Vor dem Waschen Nach dem Waschen

+nste50FAR

Abbildung 3.26 Auswirkung plasmamembranrekrutiertem nSte50 auf die Adhédsion
von haploiden Zellen

Die angegebenen Stamme wurden mit p526-50p-nSTE50FAR oder pGREG526 transformiert.
Die Transformanden wurden in minimal Medium angezogen und von einer Ubernachtkultur
auf SD Platten ausgestrichen. Die Platten wurden fur 2 Tage inkubiert und das
Gesamtwachstum fotographisch dokumentiert. AnschlieBend wurden nicht adhasive Zellen
abgewaschen und die Adhasion wiederum festgehalten. Stémme: WT (HF750); Aste50
(HGH848); Aras2 (HSK267), Aras2 Aste50 (HSK256); Plasmide: nste50FAR (p526-50p-
nste50FAR, ENB111); Vektor (pGREG526, EWK75)

In Abbildung 3.26 ist zu sehen, dass die Expression von nste50FAR zur Adhasion fuhrt.
Der MR12 Wildtypstamm wurde als Positivkontrolle verwendet und zeigt ebenfalls
Adhasion. Die Deletion von STE50 oder RAS2 unterbricht die MAPK-Signalweiterleitung
und fahrt daher zum Verlust der Adhdsion. Eine Doppeldeletion zeigt keinen weiteren
Effekt. Eine Expression von nste50FAR unter Kontrolle des Eigenpromotors fiihrt zu einer
vollstandigen Wiederherstellung der Adhasion in einer Aste50 Mutante. AuBerdem wird
eine RAS2 Deletion vollstandig durch membranrekrutiertes Ste50-ARA komplementiert.

Die Zellen zeigen wildtypisches adhasives Wachstum (Abbildung 3.26).

3.3.4.5 nste50FAR fiihrt zu einer verstarkten Expression des Reportergens

FLO11-lacZ in stationdren Zellen

Das invasive Wachstum und das pseudohyphale Wachstum sind Sonderformen des
normalen vegetativen Wachstums von Saccharomyces cerevisiae. Die Zellen adaptieren
sich anhand dieser Wachstumsformen an Veréanderungen des sie umgebenden Milieus -
insbesondere 16st eine Verknappung von Nahrstoffen solche Wachstumsveranderungen
aus. Beide Wachstumsformen sind abhangig von der Expression des Zellwand
assoziierten Glykoproteins Flol1l. Das Level der Aktivierung der Transkription von FLO11
ist abhdngig von der Starke des Signals. Eine Vielzahl von Faktoren beeinflusst die
Transkription von FLO11. Ein wichtiger Regulator ist der Ste50-MAPK-Signalweg. Um zu

untersuchen, wie sich nste50FAR auf die Expression von Floll auswirkt, wurde ein
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FLO11-lacZ Reportergen verwendet. Die verwendeten MR12 Stamme besitzen ein

integriertes FLO11-lacZ Reportergen (Rottmann et al., 2003).

Um die Aktivierung von FLO11-lacZ zu messen, wurden die Stamme in flissigem
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Abbildung 3.27 Auswirkung von plasmamembranrekrutiertem nSte50FAR auf die

FLO11-LacZ Expression

Die angegebenen Stamme wurden mit p526-50p-nSTE50FAR oder pGREG526 transformiert.
Die Transformanden wurden in flissigen Minimalmedium mit Galaktose angezogen, um die
Expression zu induzieren. Die Transformanden wurden bei 30°C unter standigem Schitteln
inkubiert und Proben fiir eine LacZ Aktivitatsbestimmung an den angegeben Zeitpunkten
entnommen. Die Zellen wurden geerntet und die B-Galaktosidase Aktivitat in den
Rohextrakten wurde bestimmt. Es wurde mittels der Proteingesamtmenge die spezifischen
Aktivitat berrechnet. Die Daten zeigen den Mittelwert zweier unabhdngiger Messungen.
Stamme: WT (HF 750); Aste50 (HGH848); Aras2 (HSK267); Plasmide: nste50FAR (p526-
50p-nste50FAR, ENB111); LV (pGREG526, EWK75)

Minimalmedium angezogen. Nach 8 Stunden wurden Proben fiir logarithmisch
wachsende Zellen genommen und nach 24, 48 und 72 Stunden Proben fiir Zellen in der
stationaren Phase. Die Zellen wurden aufgeschlossen und das Level der B-Galaktosidase

Aktivitat mit einem ONPG Enzymtest bestimmt.

Es zeigt sich, dass logarithmisch wachsende Zellen eines Wildtypstammes eine sehr
geringe basale FLO11-lacZ Expression zeigen (Abbildung 3.27). Nach 24 Stunden
erreicht die Expression des Reportergens das hdchste Niveau und sinkt in den nachsten
48 Stunden wieder um die Halfte. Wird jedoch der MAPK-Signalweg unterbrochen,
entweder durch die Deletion von STE50 oder die Deletion des kleinen G-Proteins RAS2,
so steigt die Aktivitat der B-Galaktosidase nicht Gber das basale Niveau, welches der
Wildtypstamm im logarithmischen Wachstum zeigt (Abbildung 3.27). Jedoch ist das
basale Level bei einer RAS2 Deletion deutlich erhéht (17 muUnits). Im vorherigen
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Experiment wurde gezeigt, dass die Expression von nSte50FAR die Adhasion von Aste50
und Aste50 Aras2? Mutanten wieder herstellen kann. Die Stamme wurden mit dem
Plasmid p526-50p-nste50FAR transformiert und die FLO11-lacZ Expression untersucht:
Das basale Level in logharithmisch wachsenden Zellen ist gegenliber dem Wildtyp von 9
mUnits auf 22 mUnits gestiegen. Es ist zu sehen, dass die Expression des Reportergens
gegenlber dem Wildtyp nach 24h um den Faktor 1,4 auf 85 muUnits erhdht ist. Auch
bleibt das Level der Expression nach 72h um den Faktor 2,1 erhdht gegeniber dem
Wildtyp (Abbildung 3.27). In einem Aras2 Stamm ist die Aktivierung von FLO11-lacz um
den Faktor 2,5 gegenliber dem Wildtyp erhéht. Auch hier sinkt die Expression nach 72
Stunden deutlich geringer. Da dieser Effekt auch in einem Aste50 Stamm zu beobachten
ist, scheint nste50FAR gegeniber Ste50 dominant zu sein. Es ist auch zu sehen, dass in
logarithmisch wachsenden Zellen das basale Expressionsniveau leicht erhdht ist wenn
nste50FAR und Ste50 vorhanden ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, das nste50FAR einen verstarkenden Einfluss auf die
Expression von FLO11-lacZ hat. Dieser zeigt sich in logarithmisch wachsenden Zellen,

die nicht den Signalweg induzieren, und noch starker in Zellen der stationdaren Phase.

3.3.4.6 Adhdsion von haploiden Zellen bei Uberexpression von

Hyperaktivem Ras2"?''?

Das Protein Ras2 wird als oberste Komponente sowohl im Ras/cAMP Signalweg, als
auch im Ste50-MAPK-Signalweg im invasivem Wachstum angesiedelt. Die aktivierte
Form von Ras2 (Ras2-GTP) in der Hefe Saccharomyces cerevisiae bindet an die
Adenylatzyklase und kontrolliert so den Ras/cAMP Weg. Auf welche Weise Ras2 den
MAPK-Signalweg aktiviert und reguliert, ist bisher nicht geklart. Eine hyperaktive
Mutante von Ras2 ist Ras2'?'°. Diese Mutante kann das gebundene GTP nicht zu GDP
abbauen, da die Mutante die GTPase-Aktivitdt unterdriickt. Ras2'®'° induziert den
invasiven Wachstumsweg verstarkt (Mésch et al., 1999). Diese Aktivierung ist abhangig
von Stel2 und Tecl (Mé4sch et al., 1999). Es sollte geklart werden, ob Ste50 fir die
Aktivierung durch Ras2'®® benédtigt wird. Hierfir wurde ein Adhésionsassay
durchgefihrt.
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Verschiedene Stammbhintergriinde wurden mit einer Leervektorkontrolle oder mit dem
Plasmid YCPRAS2val transformiert. Die Stamme wurden dann auf Minimalmedium
ausgestrichen und die Platten fir 2 Tage bei 30°C inkubiert. AnschlieBend wurden

sowohl das gesamte Wachstum als auch das adhdsive Wachstum dokumentiert.

Vor dem Waschen Nach dem Waschen
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Abbildung 3.28 Auswirkung einer Ras2"'?''? Uberexpression auf die Adhésion von
haploiden Zellen

Die angegebenen Stamme wurden mit YCPRAS2val oder pGREG526 transformiert. Die
Transformanden wurden in minimal Medium angezogen und von einer Ubernachtkultur auf
ein SD Platten ausgestrichen. Die Platten wurden fiir 2 Tage inkubiert und das
Gesamtwachstum dokumentiert. Dann wurden nicht adhasive Zellen abgewaschen und das
Wachstum wiederum festgehalten. Stamme:WT (HFB750); Aste50 (HGH848); Aras2
(HSK267); Aras2 Aste50 (HSK256); Plasmide: Ras2¥2'*® (YCPRAS2val, EGX156); Vektor
(pPGREG526, EWK75)

Hierbei zeigt sich, dass die Uberexpression von Ras2'@!° durch das Plasmid YCPRASval
den Adhasionsverlust einer RAS2 Deletion komplementiert (Abbildung 3.28). Wird
hingegen STE50 deletiert, so kann auch die Uberexpression von Ras2"?!° keine Adhasion
vermitteln. Auch in einer Aste50 Aras2 Doppelmutante wird der invasive Wachstumsweg
durch das hyperaktive Ras2'?"? nicht wieder hergestellt. Zudem ist zu sehen, dass die
Stamme die das Plasmid YCPRAS2val tragen, nicht so gut vegetativ wachsen - was
durch das Gesamtwachstum dokumentiert ist. Diese Beobachtung wurde auch in

Flissigmedium nach Ras2'?!® Uberexpression gemacht (Swiegers et al., 2006).
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3.3.4.7 Expression des Reportergens FLO11-lacZ in haploiden Zellen bei

Uberexpression von Hyperaktivem Ras2"'''?

Im vorherigen Experiment wurde gezeigt, dass hyperaktives Ras2 den invasiven
Wachstumsweg in der Abwesenheit von Ste50 nicht aktivieren kann. Um dies auch auf
biochemischem Weg nachzuweisen, wurde neben der phdanotypischen Analyse die
Expression des Proteins Flol1l untersucht (Rottmann et al., 2003). Hierfir wurde ein
FLO11-lacZ Reportergen verwendet, bei welchem die B-Galaktosidase unter der
Kontrolle des FLO11 Promotors steht. Hierflir wurden Stamme mit integriertem FLO11-
lacZ Reportergen mit dem Plasmid YCPRAS2val transformiert und die Expression von
FLO11-lacZ nach 8 bzw. 24 Stunden in flissiger Kultur gemessen. Die Proben wurden
anschlieBend geerntet und die Rohextrakte fir die Messung der Enzymaktivitat
verwendet (Abbildung 3.29).

Es zeigt sich, dass die Uberexpression des hyperaktiven Ras2'?° zu einer Verstarkung
der Expression um den Faktor 6 auf Uber 300 mUnits nach 24h zum Wildtyp Stamm

fiuhrt. Aber auch bei logarithmisch wachsenden Zellen zeigt sich eine Erhdhung der
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Abbildung 3.29 Auswirkung einer Ras2'?''° berexpression auf die FLO11-lacZ
Expression

Die angegebenen haploiden Stamme wurden mit YCPRAS2val oder pGREG526
transformiert. Die Transformanden wurden in flissigen Minimalmedium mit Galaktose
angezogen, um die Expression zu induzieren. Die Transformanden wurden bei 30°C fir
24h unter standigem schitteln inkubiert und Proben fir eine /acZ Aktivitatsbestimmung
an den angegeben Zeitpunkten entnommen. Die Zellen wurden geerntet und die B-
Galaktosidase Aktivitat in den Rohextrakten wurde bestimmt. Mittels der
Gesamtproteinmenge wurde die spezifischen Aktivitdt berechnet. Stdmme: WT
(HF750);Aste50 (HGH848); Aras2 (HSK267); Aras2 Aste50 (HSK256); Plasmide:
Ras2"'31% (YCPRAS2val, EGX156); LV (pGREG526, EWK75)
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Reporteraktivitdt auf 24 mUnits durch die Uberexpression von FLO11-/acZ. Eine Deletion
von RAS2 flhrt zu einer geringen Aktivierung der Expression, wird jedoch durch die
Expression von Ras2'?? komplementiert und die Expression des FLO11-lacZ
Reportergens erhdht (Abbildung 3.29). Wird hingegen STE50 deletiert, so verliert die
Uberexpression von Ras2"?!° ihre Wirkung. Die Deletion von STE50 senkt die Expression
gegeniiber dem Wildtyp um den Faktor 2. Eine Expression von Ras2'¥® in diesem

Stammhintergrund flhrt nur zu einer leichten Steigerung der FLO11-/acZ Expression.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der positive Einfluss von hyperaktivem
Ras2'?"'® auf die FLO11-lacZ Expression lber Ste50 vermittelt wird. Das Protein Ste50
spielt eine wichtige Rolle in der Signalweiterleitung im invasiven Wachstumsweg. Wirde
hyperaktives Ras2 die PKA (ber den cAMP-PKA Weg direkt aktivieren, so wiirde es zu
einer Expression von FLO11-lacZ kommen. Eine Aktivierung der PKA durch Deletion von
BCY1 oder Uberexpression von TPK1-3 erhéht dieExpression von FLO11 Uber Flo8 -
unabhangig von Tecl oder Stel2, welche vom MAPK Signalweg reguliert werden (Pan &
Heitman, 1999; Rupp et al., 1999).

3.3.4.8 Adhdsion von haploiden Zellen bei Uberexpression der PKA
Untereinheit Tpkl

Der Ras/cAMP Signalweg ist wichtig fir die Induktion des invasiven Wachstumswegs.
Die PKA nimmt eine zentrale Rolle in diesem Signalweg ein. Es konnte gezeigt werden,
dass Uberexpression von Tpk Untereinheiten, also den katalytischen Untereinheiten der
PKA, ein RAS2 Deletion komplementieren kann, aber nicht die Deletion der
Transkriptionsfaktoren STE12 oder TEC1 (Mésch et al., 1999). Es wurde daher
postuliert, dass es einen Crosstalk zwischen dem Ras/cAMP Signalweg und dem MAPK
Signalweg gibt, und dieser Crosstalk auf Ebene der Transkriptionsfaktoren stattfindet.
Ob Tpkl Ste50 fir die Aktivierung bendtigt, sollte mittels eines Adhasionsassays

Uberprift werden.

Hierfir wurden die verwendeten Stamme entweder mit dem Plasmid pcdc25/SUP/2
(multicopy TPK1) oder einem Leervektor transformiert. Die Transformanden wurden auf
Minimalmedium ausgestrichen und fir zwei Tage bei 30°C inkubiert. Danach wurde das
Gesamtwachstum fotografiert. Nicht adhasive Zellen wurden mit Wasser abgeldst und

die Adhasion dokumentiert.
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Abbildung 3.30 Auswirkung einer Tpkl Uberexpression auf das adhidsive Wachstum
von haploiden Zellen

Die angegebenen haploiden Stémme wurden mit pcdc25/SUP/2 (TPK1) oder pGREG526
transformiert. Die Transformanden wurden in minimal Medium angezogen und von einer
Ubernachtkultur auf ein SD Platten ausgestrichen. Die Platten wurden fiir 2 Tage inkubiert
und das Gesamt- wachstum festgehalten. Dann wurden nicht adhasiv wachsende Zellen
abgewaschen und das Wachstum wiederum festgehalten. Stamme: WT (HF750);Aste50
(HGH848); Aras2 (HSK267); Aras2 Aste50 (HSK 256); Plasmide: TPK1 (pcdc25/SUP/2,
EHG99); Vektor (pGREG526, EWK75)

Es ist zu sehen, dass der Wildtypstamm adhdasives Wachstum zeigt (Abbildung 3.30).
Die Stamme mit einer RAS2, STE50 Deletion oder einer Doppeldeletion zeigen keine
Adhdsion. Sind sie hingegen mit dem Plasmid pcdc25/SUP/2 transformiert und die PKA
Untereinheit Tpkl wird Uberexpremiert, zeigt sich Adhdsion sowohl in den Aras2 und
Aste50 Einzeldeletionen als auch in der Aste50 Aras2 Doppeldeletion. Zum
Gesamtwachstum kann gesagt werden, dass Stdmme mit einer Tpkl Uberexpression

langsamer vegetativ wachsen als die Kontrollstamme.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Uberexpression von TPK1 die Adh&sion

unabhangig von Ste50 aktiviert.
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3.3.4.9 Expression des Reportergens FLO11-lacZ in haploiden Zellen bei
Uberexpression der katalytischen PKA Untereinheit Tpk1

Im vorherigen Experiment konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der
katalytische Untereinheit der PKA Tpkl den filamentdsen Wachstumsweg aktivieren
kann. Dies wird unabhangig von RAS2 und STE50 eingeleitet. Um dies zusatzlich zur
phanotypischen Analyse zu Uberprifen, sollte die Aktivierung der Transkription eines
FLO11-lacZ Reportergens untersucht werden. Die katalytischen Untereinheiten der PKA
aktivieren die Filamentation von diploiden Zellen unabhdngig von Stel2 oder Tecl (Pan
& Heitman, 1999). Das Protein Flol1 vermittelt die Zell-Zell Adhasion und auch die Zell-
Substrat Adhdsion. Das Gen FLO11 wird exprimiert in haploiden Zellen bei
Glukosemangel und wird auch neben dem MAPK-Signalweg durch den Ras/cAMP
Signalweg kontrolliert. Bei dem FLO11-/acZ Reportergen liegt der FLO11 Promotor vor
dem Gen flr die B-Galaktosidase. Dieses Reportergen ist in die verwendeten Stamme

integriert (Rottmann et al., 2003).

Um die Expression des Reportergens zu messen, wurden die Stéamme aus dem
vorherigen Experiment in flissigem Minimalmedium angezogen. Proben wurden nach 24
h fir Zellen in der stationaren Phase genommen. Die Zellen wurden aufgeschlossen und
die Rohextrakte fir eine Enzymaktivitatsmessung mit ONPG verwendet. Die

Enzymaktivitdat wurde auf die Proteinkonzentration umgerechnet.

Es ist zu sehen, dass der Wildtyp nach 24 h eine B-Galaktosidase Aktivitat von 55
mUnits zeigt (Abbildung 3.31). Die Deletionen von STE50 oder RASZ2 fiihren zu einem
Verlust der FLO11-lacZ Expression um den Faktor 2. Eine Doppeldeletion beider Gene
Ste50 und RAS2 hat keine zusatzliche Auswirkung. Eine Uberexpression der
katalytischen PKA Untereinheit Tpkl fihrt zu einer erhéhten Aktivierung der FLO11-lacZ
Reportergenexpression nach 24 h im Wildtyp um den Faktor 1,4. In logarithmisch
wachsenden Zellen scheint eine Tpkl Uberexpression keinen Einfluss auf die FLO11-lacZ
Expression zu haben, weder im WT noch in den Deletionsmutanten. In den
Deletionsmutanten Aste50, Aras? und Aste50 Aras2 erhoht sich die FLO11-lacZ
Expression nach 24 h im Vergleich zum Wildtyp auf etwa 115 mUnits. Hier ist das
Expressionslevel um den Faktor 2,1 erhoéht. Dieser Anstieg ist flr alle drei
Deletionsstdamme zu beobachten. Dies deutet darauf hin, dass der Wildtypstamm die
Aktivierung der FLO11-lacZ Expression durch TPK1 entgegenwirken kann. Ein solcher

Mechanismus scheint bei den Deletionsstammen nicht mehr aktiv zu sein.
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Abbildung 3.31 Auswirkung einer Tpk1l Uberexpression auf die FLO11-
lacZ Expression

Die angegebenen Stémme wurden mit pcdc25/SUP/2 oder pGREG526
transformiert. Die Transformanden wurden in flissigen Minimalmedium mit
Galaktose angezogen, um die Expression zu induzieren. Die Transformanden
wurden bei 30°C unter standigem Schtteln inkubiert und Proben fiir eine LacZ
Aktivitatsbestimmung nach 24 Stunden entnommen. Die Zellen wurden geerntet
und die B-Galaktosidase Aktivitdt in den Rohextrakten wurde bestimmt. Es
wurde mittels der Gesamtmenge Protein die spezifischen Aktivitdt berechnet.
Die dargestellten Daten wurden aus zwei unabhangigen Messungen gemittelt.
Stamme: WT (HFB750);Aste50 (HGH848); Aras2 (HSK267); Aras2 Aste50 (HSK
256); Plasmide: TPK1 (pcdc25/SUP/2, EHG99); Vektor (pGREG526, EWK75)

3.3.4.10 Der Ste50-MAPK-Signalweg, kann Adhé&sion unabhingig von Flo8

vermitteln

Die Expression von FLO11 wird durch eine Vielzahl von Faktoren bestimmt. Der
wichtigste unter ihnen ist der Transkriptionsfaktor FLO8. Stamme, die kein Flo8
exprimieren, kénnen nicht invasiv wachsen und zeigen keine Adhasion (Liu et al., 1996).
FIO11 besitzt einen der groBten Promotorbereiche aller Gene in Hefe. Wichtige
Transkriptionsfaktoren, die auf die Expression von FLO11 Einfluss nehmen, sind Flo8 und
der Stel2-Tecl Komplex. Die Aktivitat von Flo8 wird hauptsachlich vom PKA Signalweg
gesteuert. Der MAPK Signalweg reguliert Gber das Protein Kss1 als spezifische Kinase die
Transkriptionsfaktoren Stel2 und Tecl. Der entscheidende Transkriptionsfaktor Tecl
wird kontinuierlich in Abhdngigkeit von Fus3 degradiert. Wird FUS3 deletiert, so steigt

die Tecl Aktivitat deutlich an. Um zu testen ob Adhdasion unabhangig von Flo8 mdglich
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ist, wurde FUS3 im W303 Stammbhintergrund deletiert. Die Stémme wurden dann auf
Vollmedium ausplattiert und fiir 6 Tage bei 30°C inkubiert. Da nste50FAR den invasiven
Wachstumsweg verstarkt einleitet, wurde zusatzlich das Plasmid p526-50p-nSTE50FAR

transformiert.

Abbildung 3.32 Auswirkung einer
FUS3 Deletion auf das adhasive
Wachstum in einem flo8 Stamm

Die angegebenen Stémme wurden in
minimal Medium angezogen und von
einer Ubernachtkultur auf ein SD
Platten ausgestrichen. Die Platten
wurden fur 6 Tage inkubiert und das
Gesamtwachstum dokumentiert.
Dann wurden nicht adhasive Zellen
schonend abgewaschen und
fotographisch festgehalten.
Stamme: WT (W303-1A, HGX10);
Afus3 (W303-1A Afus3 HCH497 );
Plasmide: Vektor (pGREG526
EWK75); nste50FAR (p526-50p-
nste50FAR, ENB111)

Vor dem Waschen

Es ist zu sehen, dass der W303-1A Wildtypstamm nach 6 Tagen keine Adhasion zeigt
(Abbildung 3.32). Wird nun FUS3 deletiert, so zeigt sich Zell-Zell und Zell-Agar
Adhasion. Nach dem Waschschritt sind die Zellen nicht abgelést. Die zusatzliche
Expression von nSte50FAR hat keinen sichtbaren Einfluss auf die Adhasion. Dies

bedeutet, dass Fus3 negativ regulierend auf die Aktivierung der Adhasion wirkt.
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3.3.5 Lokalisierung von nSte50FAR wahrend der
Signaltransduktion

Ste50 ist in den Signaltransduktionswegen fir die Paarung, das filamentése Wachstum
und der Antwort auf hyperosmolaren Stress involviert. Die membranrekrutierte Mutante
nSte50FAR kann die Funktion von Ste50 in allen drei Signalwegen ganz oder teilweise
komplementieren. Einige Proteine verandern unter signalinduzierenden Bedingungen
ihre Lokalisierung in der Zelle. Dies kann auch fur Ste50 gezeigt werden (Hopp, 2005).
In diesem Versuchsteil soll die Verteilung von nste50FAR wahrend der

Signaltransduktion untersucht werden.

3.3.5.1 Lokalisierung von GFP-nSte50FAR

Um die Verteilungsmuster von nste50FAR wahrend der Signaltransduktion zu
untersuchen, sollte die Lokalisierung des Proteins in lebenden Zellen bestimmt werden.
Fir solche Untersuchungen eignen sich Fusionsproteine, bei denen das untersuchte
Protein an das griin fluoreszierende Protein GFP fusioniert ist (Chalfie et al., 1994). GFP
wird durch die Bestrahlung mit Licht angeregt (Wellenlange 395 nm), und gibt diese mit
einer Eigenfluoreszenz im griinwelligen Bereich wieder ab. Diese kann mittels Filter
mikroskopisch detektiert werden. Auf diese Weise kénnen lebende Zellen untersucht

werden.

Eine Fluoreszenzmikroskopie von Zellen, die GFP-nSte50FAR unter Kontrolle des STE50
Eigenpromotor exprimieren, war nicht mdglich, da keine Fluoreszenzsignale detektierbar
waren. Die Zellen konnten jedoch unter Osmostress wachsen - was fir ein funktionelles
Fusionsprotein spricht. Fir diesen Versuch wurden verschiedene Stamme mit dem
Plasmid pGREG576-nSTES50FAR transformiert. Hier wird das GFP Fusionsprotein vom
GAL1 Promotor reguliert. Dies fiihrt zur Uberexpression des Proteins nSte50FAR, die
jedoch keinen Einfluss auf das vegetative Wachstum der Zellen hat. Stémme wurden in
SRG Medium logarithmisch angezogen und dann unterschiedlichen Stressen ausgesetzt.
Fir die Osmotoleranz wurden die Zellen fir 5 Minuten mit 0,4 M NaCl inkubiert. Die
Induktion der Paarung wurde mit 5 pM o-Faktor flir 90 Minuten erreicht. Das
pseudohyphale Wachstum wiederum wurde durch 8-stiindige Inkubation in SLAG-

Medium ausgelést.

In Abbildung 3.33 ist zu sehen, dass sich GFP-nSte50FAR hauptsachlich an der
Zelloberflache lokalisiert. Wie bei Ras2, dass durch eine Farnesylierung und
Palmitoylierung zur inneren Seite der Plasmamembran rekrutiert wird (Dong et al.,
2003), zeigt nSte50FAR durch die 13 C-terminalen Aminosduren von Ras2 eine

Plasmamembran-Lokalisation. Bei logarithmisch wachsenden Zellen zeigt sich eine
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gleichmaBige Farbung, die keine Strukturen hervorhebt oder Stellen von hdherer
Konzentration. Diese Farbung andert sich, wenn die Zellen unter osmotischem Stress
sind. Anstatt einer gleichmaBigen Farbung der Zelloberflache, zeigen sich fleckenartige
Strukturen in der Peripherie der Zelle bei der Verteilung des GFP-Fusionsproteins. Das
Fusionsprotein GFP-nSte50FAR ist im HOG-Signalweg funktionell und vermittelt
Osmotoleranz in einem Aste50 Asskl Mutationsstamm (Daten nicht gezeigt). Wird der
Pheromon-Antwortweg ausgelést, so bilden Zellen mit GFP-nSte50FAR Shmoos aus, und
gehen in den G1-Zellzyklus-Arrest. Die Verteilung des Proteins wird durch diesen
Signalweg nicht beeinflusst (Abbildung 3.33). Es zeigt sich keine Akkumulierung von
GFP-nSte50FAR an der Shmoospitze. Wird das pseudohyphale Wachstum durch
Stickstoffmangel im Medium angeregt, elongieren die Zellen und bilden Pseudohyphen.
Die Inkubation unter Stickstoffmangel hat keine Auswirkung auf die Lokalisierung des
Fusionsproteins. Es ist unter diesen Bedingungen gleichmaBig an der Zelloberflache
lokalisiert (Abbildung 3.33).

Die beobachteten Ergebnisse bestatigen, dass das GFP-Protein an der Zelloberflache

Abbildung 3.33 Verteilung von
GFP-nSte50FAR nach
Signalinduktion

Verschiedene Stamme wurden mit
dem Plasmid pGREG576-nste50FAR
transformiert. Die Transformanden
wurden logarithmisch angezogen und
nach Einleitung des jeweiligen
Signalwegs beobachtet. Die Zellen
wurden entweder flir 5 Min mit 0,4 M
NacCl, fur 90min mit 5uM a-Faktor oder
fur 8 h in SLAG Medium inkubiert. Die
Lokalisierung des GFP-Proteins wurde
mittels Fluoreszenz und DIC
analysiert.

Stamme: SRG, a-Faktor (WAM4,
HFB93); NaCl (W303-1A Aste50
Assk1, HCH100); SLAG (Cgx31 Mat
a/a Aste50/Aste50 HLS256)

Plasmid: GFP-nste50FAR (pGREG576-
nste50FAR, ENB130)

SRG

+ NaCl

+ a-Faktor

SLAG
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gleichmaBig lokalisiert ist und nur unter osmotischem Stress eine Veranderung in der

Verteilung durch das Bilden von fleckenartigen Strukturen zeigt.

3.3.5.2 Verteilungsmuster von GFP-nSte50FAR bei osmotischem Stress an

der Plasmamembran

Im vorherigen Experiment wurde gezeigt, dass sich das Verteilungsmuster von
nSte50FAR unter osmotischem Druck andert. Eine solche Veranderung wurde auch

schon fir andere Proteine, die am hochosmolaren MAPK-Signalweg beteiligt sind,

=
-

Copeg

Abbildung 3.34 Verteilung von
GFP-nSte50FAR nach
Signalinduktion

Verschiedene Stamme wurden mit
dem Plasmid pGREG576-nste50FAR
transformiert. Die Transformanden
wurden logarithmisch angezogen und
nach Einleitung des jeweiligen
Signalwegs beobachtet. Die Zellen
wurden fir 5 Min mit 0,4 M NacCl
inkubiert. Die Lokalisierung des GFP-
Proteins wurde mittels Fluoreszenz-
mikroskopie analysiert.

Stamme: WT (W303-1A Aste50
Assk1 HCH100); Aste20 (W303-1A
Aste20 Assk1, HCH164),; Ashol
(W303-1A Ashol Assk1, HCH253),
Aopy2 (W303-1A Aopy2 Asskl,
HNB210) Plasmid: GFP-nste50FAR
(pGREG576-nste50FAR, ENB130)

Aopy2

Aste20

Asho1

+NaCl
| - |
& |
-
|
- 4
. 48
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gezeigt. Shol, ein Transmembranprotein, welches am HOG-Signalweg beteiligt ist, zeigt
fleckenartige Strukturen unter Salzstress (Tatebayashi et al., 2007). Es soll nun
untersucht werden, ob viellleicht andere Proteine diese Verdanderung vermitteln. Wenn
es eine solche beeinflussung geben sollte, so misste sie von Proteinen vermittelt
werden, die oberhalb von Ste50 im Signhalweg angesiedelt sind. Hierfiir wurden die Gene
OPY2, SHO1 und STE20 deletiert. Alle drei Genprodukte befinden sich im HOG-
Signalweg oberhalb von Ste50 und die Genprodukte von OPY2 und SHO1 sind bekannte
Interaktionspartner von Ste50. Die Deletion ihrer Gene fiihrt zu einem
Osmosensitivitatsphanotypen, wenn auch SSK1 deletiert wird. Kénnen sie eine Rolle in
der Rekrutierung des Proteins zu solchen fleckenartigen Strukturen vermitteln? Auch
diese Stamme wurden mit dem Plasmid pGREG576-nSTE50FAR transformiert. Die
Transformanden wurden in SRG-Medium logarithmisch angezogen und der HOG-
Signalweg wurde mit 0,4 M NaCl fiir 5 Minuten induziert. Die Verteilung des GFP

Fusionsproteins wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie festgehalten.

Es ist zu sehen, dass unter normalen Bedingungen das Fusionsprotein gleichmadBig an
der Zelloberfldche lokalisiert (Abbildung 3.34). Dies lasst sich fir alle drei
Deletionsstamme W303-1A Aste20 Assk1l, W303-1A Ashol Asskl und W303-1A Aopy2
Assk1 aussagen und die WT Kontrolle sagen. Wird jedoch NaCl zu den Zellen gegeben,
so bilden sich bei allen drei untersuchten Stammen fleckenartige Strukturen an der
Zelloberflache wenn auch mit unterschiedlichem Muster. Bei einer Deletion von OPY2
zeigen sich fleckenartige Strukturen an der Zelloberflache. Diese dhneln stark denen, die
bereits im vorherigen Abschnitt fir den Aste50 Asskl Stamm (HCH100) beschrieben
wurden. Eine Deletion von STE20 fiuhrt zu einer Veranderung der fleckenartigen
Strukturen. So sind diese vergroBert sondern bilden fast ringartige Strukturen. Die
Flecken sind zudem nicht so kompakt in Ihrer Struktur sondern etwas ungleichmaBig
gefarbt. In einem Stamm mit einer SHO1 Deletion sind die fleckenartigen Strukturen

nach Zugabe von NaCl im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert.

Zusammenfassend laBt sich sagen, dass es in allen drei untersuchten Stammen es zu
einer Bildung von fleckenartigen Strukturen von GFP-nSte50FAR nach hyperosmolarem
Schock kommt. Die genaue Struktur dieser Flecken ist bei einer STE20 Deletion

gegenliber dem Wildtyp verandert.
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4 DISKUSSION

4.1 Die RA-Domane von Ste50 ist essentiell fiur die
Funktion von Ste50 in mehreren MAPK-vermittelten

Signalwegen

Zellen nutzen ein Netzwerk von Signalwegen, um duBere Stimuli zu detektieren,
verarbeiten und schlieBlich darauf zu antworten. Dieses Netzwerk hat zwei grundlegend
gegensatzliche Eigenschaften: Komplexitat und Universalitat. Die Komplexitat entsteht
hauptsdchlich durch die Vielzahl von auBeren Reizen auf die eine Zelle reagieren muss,
der eine beschrankte Anzahl an Komponenten und daher auch Signalwegen
entgegensteht. Es ist nicht maglich fir die Zelle jedem Signal einen eigenen Signalweg
entgegen zu stellen. Es werden daher verschiedene Mechanismen genutzt, um Signale
eindeutig weiter zu leiten.

Es ist daher erstaunlich, dass sich trotz der Komplexitat des Systems, allgemeine
Strukturen in der Evolution erhalten haben. Dies bedeutet, dass jeder Organismus diese
Signalwege den eigenen Bedirfnissen anpassen konnte. Einer dieser Organismen ist die
Backerhefe Saccharomyces cerevisiae. S. cerevisiae besitzt finf Mitogen-aktivierte
Protein-Kinase (MAPK) Signalwege (Herskowitz, 1995; Gustin et al., 1998). An dem
Signalweg zur Induktion der Paarung, des invasiven Wachstums und der Osmotoleranz
ist das hier untersuchte Protein Ste50 beteiligt. AuBer Ste50 teilen sich diese Signalwege
noch weitere Komponenten darunter das kleine G-Protein Cdc42, die PAK Ste20 und die
MAPKKK Stell. Aus der Teilung der Komponenten geht hervor, dass die Signalwege ein
Netzwerk bilden. Das regulatorische Adaptorprotein Ste50 konnte aufgrund seiner
Struktur als Verknipfung zwischen Rezeptorassoziierten G-Protein Effektoren mit den

MAPK-Signalmodulen dienen.

Ste50 hat eine dreiteilige Struktur, bestehend aus der N-terminalen SAM-Domadne
(steril alpha motif), einer Serin/Threonin reichen Region in der Mitte des Proteins und
am C-terminalen Ende eine RA-Domadne (Ras associate). Die SAM-Domane vermittelt die
Interaktion mit der SAM-Doméane der MAPKKK Stell. Die so vermittelte Interaktion ist
stabil und Ste50 reguliert so die wichtige MAPKKK Stell. Die Struktur und Funktion der
SAM Domanen konnte in den vergangenen Jahren aufgeklart werden (Jansen et al.,
2001; Grimshaw et al., 2004; Kwan et al., 2004; Bhattacharjya et al., 2004). Mittels
Two-Hybrid-Analysen und biochemischen Analysen konnte gezeigt werde, dass es allein
die SAM Domanen der beiden Proteine sind, die die Interaktion vermitteln (Jansen et al.,

2001). Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass Mutationen in der SAM Domaéane die
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Interaktion zwischen Ste50 und Stell beeinflussen und dadurch die Signalweiterleitung
in der Pheromonantwort, dem invasiven Wachstum und der Osmotoleranz stéren
(Jansen et al., 2001).

Die carboxyterminale Region von Ste50, welche die RA-Domane beinhaltet, ist fur die
Funktion des Proteins Ste50 in der Signalweiterleitung im Pheromonweg und im
invasiven Wachstumsweg ebenso entscheident wie in der hochosmolaren Antwort
(Ramezani-Rad et al., 1992; Xu et al., 1996; Posas et al., 1998). Die RA Domane von
Ste50 wurde mittels einer Sequenzhomologie mit dem Ras Effektor RAL/GDS identifiziert
(Ponting & Benjamin 1996). Die RA Domane von Ste50 vermittelt die Interaktion mit
den kleinen G-Proteinen Rasl, Ras2 und Cdc42 (Spode, 2003; Hopp, 2005; Tatebayashi
et al., 2006).

Der Ras/cAMP Signalweg steht in Wechselwirkung mit den verschiedenen MAPK-
Signalwegen. Diese Wechselwirkungen erfolgen auch auf der Ebene von Ste50 (Hopp,
2005). Ste50 interagiert mit den kleinen G-Proteinen Rasl und Ras2, die auch direkt auf
den MAPK-Signalweg einwirken. Ras2 ist an der Aktivierung des invasiven
Wachstumswegs involviert (Abbildung 3.26). Rasl hingegen scheint keine Funktion im
invasiven Wachstum zu spielen, nimmt aber Einfluss auf den Pheromon-Antwortweg
(Bihring & Ramezani Rad, unverotffentlichte Daten). In dieser Arbeit konnte bestatigt
werden, das die Ras Proteine mit Ste50 Uber die RA-Domdne von Ste50, die im
carboxyterminalen Bereich des Proteins liegt, interagieren ( Abbildung 3.8; Hopp, 2005).
Die RA-Domane von Ste50 ist essentiell fur die Signalweiterleitung sowohl in der
Induktion der Pheromonantwort, dem invasiven Wachstum als auch in der Antwort auf
hochosmolaren Stress. So weisen Mutanten mit einer C-terminalen Deletion von Ste50,
ahnlich einer STE50 Deletion, eine niedrigere Sensitivitat gegeniiber Paarungspheromon
auf, und kénnen nur mit einer stark reduzierten Effizienz von 0,2% des Wildtyps paaren
(Ramezani-Rad et al., 1992; Xu et al., 1996; Wu et al., 1999). Welche Rolle genau die
RA-Domane spielt und wie die Interaktion von Ste50 mit den kleinen G-Proteinen die
Signalweiterleitung beeinflusst, konnte bisher nicht geklart werden. In dieser Arbeit
konnten drei Mutanten identifiziert werden, die nicht mit den kleinen G-Proteinen Ras1l
und Ras2 interagieren. Diese Mutanten weisen auch einen Funktionsverlust in allen
Signalwegen an denen Ste50 beteiligt ist. So zeigen ste507'%, ste50-?%° und
ste50R296G/N3015 aine verminderte Sensitivitdt gegeniiber Pheromon, Verluste der Funktion
im Hochosmolaren Antwortweg und in der Induktion des invasiven Wachstumswegs auf.
Die Mutation ste50-N301S phenokopiert das wildtyp Protein Ste50. Es kann daher
angenommen werden, dass diese Mutation eine stille Mutation ist, also keine Auswirkung
auf die Funktion des Proteins Ste50 hat. Lediglich die Interaktion mit dem kleinen G-
Protein Cdc42 ist nur bei einer der drei Mutanten beeinflusst. Das Genprodukt der

Mutante ste507'%- zeigt im Two-Hybrid-Assay keine Interaktion mit Cdc42. Dieses
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Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen von Tatebayashi et al., 2006 uberein. Die
Interaktion von Ste50 mit Cdc42 verlauft unabhangig von dem Aktivitatszustand von
Cdc42. Ste50 bindet sowohl GDP-Cdc42 als auch GTP-CDC42 (Tatebayashi et al., 2006).
Dies deutet darauf hin, dass Ste50 an das Rho dhnliche Protein Cdc42 anders bindet als
Ste20. Ste20 bindet an Cdc42 lUber die CRIB Domane und ist abhangig von GTP. Die
Ste50-Cdc42 Interaktion scheint nicht abhangig von GTP zu sein. Dies zeigt sich auch in
Interaktionsstudien, die eine Interaktion von Ste50 mit Cdc42 unabhangig von der
Aktivierung des invasiven Wachstumswegs zeigen (Hopp, 2005). Im Gegensatz hierzu ist
die Interaktion von Ras2 mit Ste50 starker wenn der Signalweg eingeleitet wird. Dies
konnte sowohl in dieser Arbeit mittels Two-Hybrid von Ste50 mit Ras2'?'? als auch
biochemisch nachgewiesen werden (Abbildung 3.8; Hopp, 2005). Dies deutet daraufhin,
dass die Interaktion von Ste50 mit Cdc42 unabhangig von der Signalinduktion
stattfindet, wahrend die Ste50 Ras Interaktion in Abhangigkeit zu der Aktivierung der
Signalwege steht. Es kann daher die These aufgestellt werden, dass die Ras Proteine flr
die Rekrutierung von Ste50 zur Plasmamembran eine Rolle spielen, wahrend die
Interaktion von Ste50 zu Cdc42 im Zusammenbringen von Stell mit Ste20 eine Rolle
spielt. Fir den ersten Teil der Hypothese spricht, dass plasmamembranrekrutiertes
Ste50-ARAD eine RAS2 Deletion im invasiven Wachstumsweg nicht nur
komplementieren kann, sondern diesen Weg auch verstarkt einleitet (Abbildung 3.27).
Ras2 kann in diesem Falle nicht Cdc42 aktivieren. Es wurde bisher behauptet, dass diese
Aktivierung ein Schritt zur Aktivierung des invasiven Wachstumswegs ist (Mésch et
al.,1996). Diese Aktivierung kdnnte eventuell lber ein anderes G-Protein wie Rasl oder
Gpal, welches im invasiven Wachstumsweg eine Rolle spielt, ibernommen werden.
Ste50ARA kann auch nicht mit Cdc42 interagieren, da diese Interaktion von der RA
Domane vermittelt wird. Das die Interaktion mit Cdc42 eine sekundare Rolle spielt, kann
damit bewiesen werden, dass zwei Mutanten von STE50 - ste50-°??° und ste50QR%26¢:N3015
- im Two-Hybrid-Assay mit Cdc42 interagieren, und trotzdem nicht den invasiven
Wachstumsweg aktivieren (Abbildung 3.8). Es ist daher zu vermuten, dass die Ste50
erst mit Ras und anschlieBend mit Cdc42 interagiert.

Im Hochosmolaren Antwortweg scheint Ste50 zusatzlich mittels der RA Domane mit
dem Transmembranprotein Opy2 zu interagieren. Opy2 ist an Shol Weg im HOG-
Signalweg Dbeteiligt spielt aber wie Ste50 keine Rolle in der eigentlichen
Phosphorylierungskaskade. Opy2 interagiert mit Ste50 doch scheint auch diese
Interaktion nicht durch Induktion des Signalwegs eingeleitet oder verstarkt zu werden
(Wu et al., 2006). Eine Membranrekrutierung von Ste50 an die Plasmamembran kann
eine OPY2 Deletion in der hochosmolaren Antwort komplementieren. Die untersuchten
Ste50-RA Mutanten ste50™'%, ste50*?%° und ste507?%°¢"3015 zeigten keine Interaktion

mit Opy2 im Two-Hybrid-Assay. Sie zeigten auch einen Funktionsverlust in der Antwort
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auf hochosmolaren Stress. Offensichtlich dient Opy2 im HOG-Signalweg der
Rekrutierung von Ste50 an die Plasmamembran.

Die Struktur der RA-Domane scheint essentiell fur deren Funktion zu sein. Da es eine
konservierte Sekundarstruktur innerhalb der RA-Domanen und RB-Domanen gibt, so ist
es wahrscheinlich, dass die Mutationen die Struktur beeinflussen, und damit die
Interaktion zwischen Ste50 und den G- Proteinen nicht mdglich ist. Die Mutation
ste507?°%C liegt in einem konservierten Bereich, der eine B-Faltblattstruktur aufweist.
Diese ist durch die Mutation gestort. ste50-°?° und ste50™*% liegen in bzw. direkt vor
dem letzten [B-Faltblatt der RA-Domane wiederum in einem sehr stark konservierten
Bereich. Auch hier wird die vorhergesagte Struktur durch die Muationen gestért (PHD,
Rost, 1996). Es wurde bereits gezeigt, dass dieser Teil von Ste50 wichtig flr dessen
Funktion ist, da eine Deletion dieses Bereiches von STE50 ebenfalls zu einem
Funktionsverlust fihrt (Rad et al., 1992; Wu et al., 1996). Wieso diese Mutationen einen
so deutlichen Effekt haben, kann erst geklart werden, wenn die Interaktionspartner der
RA Doméne eindeutig charakterisiert wurden, und auch die Kristallstruktur dieser
Domane bekannt ist. Die Vorhersagen zur Struktur durch verschiedene Programme
unterscheiden sich zum Teil gravierend, die zum Teil deutlich von der bekannten
BBupBaB- Struktur der Gbrigen bekannten RA-Domanen anderer Proteine abweichen. Von
RA-Domanen ist bisher bekannt, dass obwohl insbesondere das erste und zweite B-
Faltblatt die Interaktion mit Ras vermitteln, sie durch die Mutationen nicht betroffen
sind. Vielleicht ist die Gesamtstruktur durch die Mutationen so gestért, dass keine

Interaktion stattfinden kann.

4.2 Modulation von MAPK Signalwegen durch das
Adaptorprotein Ste50

Ste50 wird als regulatorisches Adaptorprotein bezeichnet. Es ist nicht direkt
Bestandteil der eigentlichen Phosphorylierungskaskade. Es dient vielmehr als Modulator
der MAPKKK Stell. Ste50 scheint auf Stell in den verschiedenen Signalwegen
unterschiedlich zu wirken. Fur seine Funktion als Modulator ist die Interaktion von Ste50
mit den kleinen G-Proteinen wahrend der Signaltransduktion essentiell. Neben den
kleinen G-Proteinen interagiert Ste50 noch mit weiteren Komponenten des MAPK
Signalwegs, so z.B. mit dem Transmembranprotein Shol (Tatebayashi et al., 2006).
Shol ist sowohl in der Osmotoleranz als auch im invasiven Wachstumsweg involviert.
Die Interaktion von Ste50 mit Shol ist abhangig von der S/T reichen Region, eine
Mutante ste50-D146F zeigt eine verstdrkte Interaktion mit Shol (Tatebayashi et al.,
2006). Ein weiteres Protein, das mit dem regulatorischen Adaptorprotein Ste50
interagiert, ist das kleine Transmembranprotein Opy2. Es konnte bisher gezeigt werden,

dass Opy2 im HOG-Signalweg aktiv ist (Wu et al., 2006). Es scheint, als ware Opy2 auf



Diskussion 101

der gleichen Ebene wie Shol im Ste50-MAPK-Signalweg einzuordnen, es ist jedoch nicht
an der eigentlichen MAPK-Signalkaskade beteiligt (Wu et al., 2006; Tatebayashi et al.,
2007).

Alle bisher beschriebenen Interaktionspartner der Ste50-RA Domane haben trotz ihrer
unterschiedlichen Struktur und Funktion doch eine Gemeinsamkeit. So sind sie alle in
oder an der Plasmamembran assoziiert. Opy2 und Shol besitzen eine, bzw. vier
Transmembrandomanen (Reiser et al., 2000; Raitt et al., 2000; Wu et al., 2006). Die
kleinen G-Proteine besitzen keine Transmembrandomane, sind jedoch durch
posttranslationale Modifikationen fest an der Plasmamembran verankert. Ein Verlust
dieser Modifikationen durch Mutationen in der CAAX-Box fihren zu einem Verlust der
Funktion der kleinen G-Proteine (Crechet et al., 2000; Dong et al., 2003).

Es bietet sich also die Hypothese an, dass die RA-Domane von Ste50 fir eine
Lokalisation von Ste50 und der assoziierten MAPKKK Stell zur Plasmamembran beteiligt
ist. Dass zumindest die G-Proteine eine Auswirkung auf die Verteilung von Ste50 haben
konnte Claudia Hopp bereits zeigen (2005). Sie stellte fest, dass GFP-Ste50 seine
Verteilung in der Zelle verandert, wenn die kleinen G-Proteine Cdc42 und Ras2
Uberexprimiert werden. Die Verteilung verandert sich von gleichmaBig im Cytosol zu
einer Anhdaufung an die Plasmamembran wo die kleinen G-Proteine anzutreffen sind.

Es sollte nun untersucht werden, wie sich plasmamembranrekrutiertes Ste50 in den
Signalwegen zur Induktion der Paarung, des filamentésen Wachstums und der Antwort
auf Osmostress verhalt. Hierbei ging es nicht nur um die Fragestellung, ob dieses
Konstrukt Uberhaupt funktionstiichtig ist, sondern besonders darum, wie es sich vom
wildtypischen Ste50 unterscheidet und ob die RA-Domane noch weitere Rollen in der
Funktion von Ste50 hat.

4.2.1 Plasmamembrantargeting von Ste50-ARA stellt die Funktion
als regulatorischer Adaptor im Hochosmolaren Antwortweg

wieder her

Um zu untersuchen, wie sich eine Plasmamembranrekrutierung auf die Funktion von
Ste50 auswirkt, wurde ein Ste50 Konstrukt verwendet, bei dem die RA-Domane (335-
346) deletiert war. Stattdessen wurden die 13 C-terminalen Aminosdauren von Ras2 an
den N-terminalen Teil von Ste50 Ste50ARA (AS 1-234) fusioniert. Der C-Terminus von
Ras2 enthalt die CAAX-Box und fihrt so zu einer Plasmamembranrekrutierung von
nSte50FAR. Die CAAX-Box flihrt zu einer Farnesylierung und einer anschlieBenden
Palmitoylierung des Proteins. Mittels einer GFP (Green Fluorescent Protein) Fusion an
den N-terminalen Teil von nSte50FAR wurde die Lokalisierung des Proteins an die

Zelloberflache nachgewiesen. Als erster Funktionalitdtstest wurde nste50FAR sowohl
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unter Uberexpression mit dem GAL1-Promotor, als auch nach Integration an den STE50
Lokus im Genom, auf Osmosensitivitdat untersucht. Es zeigte sich hierbei, dass Stamme,
die nSte50FAR exprimieren die Osmosensitivitat eines Aste50 Asskl Stammes
vollstandig supprimieren kénnen. Die Expression von nSte50 (AS 1-235) alleine zeigt
kein Wachstum unter hochosmolaren Bedingungen. Diese Beobachtung trifft sowohl auf
Wachstum auf Festem- wie in Flissigmedium zu. Es ist hierbei zu beachten, dass der
HOG-Signalweg durch die Membranrekrutierung von Ste50 nicht konstitutiv aktiv ist,
was flur die Zellen letal ware. Wenn man davon ausgeht, dass die Funktion von Ste50
allein in der Plasmamembranrekrutierung von Stell liegt, kdnnte eine Rekrutierung zur
Membran den Signalweg aktivieren: dies trifft jedoch nicht zu. Wird hingegen konstitutiv
aktives Stell exprimiert und an die Plasmamembran rekrutiert, so kommt es zu einer
Aktivierung des HOG-Signalwegs unabhangig von der Prasenz einer erhohten
Osmolytkonzentration (Tatebayashi et al., 2007).

Es bleibt auch die Signalspezifitét erhalten. Wére dies nicht der Fall, so wirden die
Zellen unter Osmostress in dem G1-Zellzyklus-Arrest enden. Doch dies ist fir
nSte50FAR nicht zu beobachten. Wird jedoch Stell an die Plasmamembran in einem
Astell Aste50 Assk2 Assk22 Stamm rekrutiert, so kommt es durch Aktivierung des HOG
Signalwegs zur Induktion der Pheromonantwort (Wu et al., 2006). Dies hebt die
Funktion von Ste50 flir die Signalspezifitat hervor.

Eine zusatzliche Deletion von OPY2 hat keinen Einfluss auf die Osmotoleranz von
nste50FAR Stammen. Die Expression des Proteins nSte50FAR anstelle von wildtypischen
Ste50 kann den synthetischen Osmosensitivitdtsphdanotypen einer Aopy2 Asskl Mutante
vollstédndig komplementieren (Abbildung 3.15). Hieraus lasst sich schlieBen, dass Ste50
unterhalb von Opy2 im HOG-Signalweg angesiedelt ist und Opy2 eine Rolle in der
Rekrutierung von Ste50 spielt. Eine OPY2 Deletion zeigt allerdings nicht den gleichen
Grad an Osmosensitivitat wie eine STE50 Deletion. So kann ein Aopy2 Asskl Stamm
noch auf 0,4 M NaCl wachsen, wahrend eine Aste50 Asskl Mutante unter diesen
Bedingungen kein Wachstum mehr zeigt (Abbildung 3.15). Dies deutet darauf hin, dass
es nicht Opy2 alleine ist, welches fiir die Funktion von Ste50 in der hochosmolaren
Antwort wichtig ist. Es besteht aber auch die Mdglichkeit, dass Ste50 noch eine weitere
Funktion hat, welche Uber die RA Domane vermittelt wird. Auf diesen Punkt wird im
weiteren Verlauf noch genauer eingegangen.

Neben Opy2 ist auch Shol im HOG-Signalweg oberhalb von Ste50 eingeordnet. Es
wurde untersucht, ob nste50FAR auch eine SHO1 Deletion ahnlich wie eine OPY2
Deletion komplementieren kann. Es zeigte sich hierbei, dass Ashol Asskl Stamme die
zusatzlich nSte50FAR exprimieren keine Suppression der Osmosensitivitat aufweisen
(Abbildung 3.16). Shol interagiert mit Ste50, Stell und Pbs2. Es ist daher wichtig fir
das Zusammenbringen der einzelnen Komponenten des HOG-Signalwegs. Dies kann
durch nSte50FAR nicht ersetzt werden, da es ja nur Stell bindet. Zusatzlich dient Shol
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als Verbindung zwischen den Sensoren Msb2 und Hkrl mit der MAPK Signalkaskade.
Diese Funktion kann nicht durch Ste50 ersetzt werden, da es modulierend auf Stell
wirkt. Shol zeigt keine Auswirkung auf die Verteilung von nste50FAR. Wie Hkrl und
Msb2 bildet auch Shol unter Salzstress fleckenartige Strukturen in seiner Verteilung
(Tatebayashi et al., 2007). Diese ahneln im Aussehen solchen, die von nste50FAR unter
Osmostress gebildet werden. Fir die drei Transmembranproteine konnte gezeigt
werden, dass sie diese Strukturen unabhangig von einander bilden, was auch flr
nste50FAR zu trifft (Tatebayashi et al., 2007; Abbildung 3.34). Wieso und wie sich diese
Flecken bilden ist nicht geklart, auch ob vielleicht lipid-rafts eine Rolle spielen ist nicht
geklart.

Um die Funktion von nSte50FAR im Vergleich zu wildtypischen Ste50 im HOG-
Signalweg naher zu charakterisieren, wurde die Induktion der Expression des CRE-lacZ
Reportergens untersucht. nste50FAR erlaubt die Expression des Reportergens, jedoch
liegt das Level der Expression bei nur einem Finftel des Wildtyps. Dieser Unterschied ist
sehr deutlich und zeigt Unterschiede zur Wachstumsanalyse auf, bei der keine Differenz
zwischen nste50FAR und STE50 festzustellen war. Es ist zu beachten, dass die Induktion
des Reportergens die erste Stunde nach osmotischem Stress untersucht, wahrend die
Wachstumsanalysen einen Zeitraum von mehreren Stunden bis Tagen zeigen. Man
kdonnte daher vermuten, dass die feste Plasmamembranrekrutierung von nSte50FAR zu
einer verdanderten Mobilitat und Verteilung der anderen Komponenten wie Stell, Pbs2
und Hogl fihrt. Hogl wandert nach Induktion des HOG-Signalwegs und
Phosphorylierung durch Pbs2 in den Zellkern. Wenn alle Signalkomponenten nun durch
die feste Plasmamembranrekrutierung von Ste50 vermehrt an der Zelloberflache sind,
und hierdurch die Mobilitét negativ beeinflusst ist, ware die Dynamik der
Signalweiterleitung gestort. Dies kann einen negativen Einfluss auf die Expression des
Reportergens haben. Es kdnnte hingegen auch sein, dass Stell durch die starke
Bindung an Ste50 nicht fir die Signalweiterleitung zur Verfiigung steht. Diese Erklarung
wirde auch die Aktivierung der Pheromonantwort durch plasmamembranrekrutiertes
Stell in Abwesenheit von Ste50 erkléren. Die regulierende Wirkung der SAM-Domane
von Ste50 auf Stell wurde durch Ste50-SAM Mutanten gezeigt, die schwacher mit
Stell interagieren. Diese Mutanten zeigten eine reduzierte Osmotoleranz, und eine
verstarkte Aktivierung der Pheromonantwort (Jansen et al., 2001). Es kommt hinzu,
dass auch bei Uberexpression von einer membranrekrutierten Ste50-ARA eine
gegeniber dem Wildtyp deutlich geringere CRE-lacZ Expression erfolgt (Tatebayashi et
al., 2006). Die geringere Aktivitat von nSte50FAR gegenlber wildtypischen Ste50 im
HOG-Signalweg, wird auch im  Crosstalkassay deutlich. Crosstalk zum
Pheromonantwortweg bzw. FG-Weg entsteht, wenn das Signal des osmotischen Stresses
aufgrund einer Unterbrechung im Signalweg nicht weitergeleitet werden kann. Dies tritt
bei Ahog1 oder Apbs2 Mutanten auf (Hall et al., 1996; O "Rourke and Herskowitz, 1998).
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Der Crosstalk ist abhangig vom Shol und Msb2 und benétigt Ste50 (Tatebayashi et al.,
2007). Hier konnte gezeigt werden, dass auch Opy2 fur Crosstalk bendétigt wird, aber
dies durch die Expression von nSte50FAR supprimiert wird (Abbildung 3.18). Der
Crosstalk bei nste50FAR ist um den Faktor drei reduziert. Hierbei zeigt eine zusatzliche

Deletion von OPY2 keinen Unterschied in der Aktivierung des Reportergens.
Osmotiicher Stress Osmotisciher Stress
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Abbildung 4.1 Schematische Modell der unterschiedlichen Regulation
der CRE-lacZ Aktivitit durch Ste50 und nSte50FAR

A Durch die Aktivierung des Signalwegs wird Ste50 an den Signalkomplex
rekrutiert. Dies flihrt zu einer Aktivierung des Signalwegs. Ste50 moduliert
Uber die RA Domdne Ras und schwacht so die hemmende Aktivierung des PKA
Signalwegs ab. B nste50FAR ist an die Plasmamembran gebunden und kann
nicht Gber die RA Domane mit Ras interagieren. So wird Gber den PKA

Signalweg die CRE Aktivierung unterdriickt.

Die geringere Aktivierung des CRE-lacZ Reporters kann jedoch auch am Fehlen der RA-
Domane liegen. Die RA-Domane vermittelt die Interaktion mit Ras2. Wenn nun Ste50-
ARA exprimiert wird, kann es nicht mehr mit Ras2 interagieren. Ras2 kann dann
vermehrt mit der Adenylatzyklase interagieren, was in einem erhdéhten Level von cAMP
resultiert. Ein erhétes Level von cAMP bzw. eine erhdhte Aktivitat von Ras2 suppremiert
die zellulare Stressantwort (Stanhill et al., 1999). Dass die RA-Domane von Ste50 sich
negativ auf die Aktivitat von Ras auswirkt wurde bereits gezeigt. So unterdriickt eine
Uberexpression der RA-Doméne die Induktion des filamentdésen Wachstumsweg durch
die hyperaktive Ras'®'® Mutante (Truckses et al., 2006). Ras2"?!° interagiert verstarkt
mit Ste50, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte (Abbildung 3.8). Ein
Zusammenhang von Ste50 und dem Ras/cAMP Weg in der Stressantwort und
Langlebigkeit der Zelle wurde bereits gezeigt (Poplinski et al., 2007). So fuhrt eine
Aste50 Apde2 Mutante zu einer erhohten Osmosensitivitat, wahrend es bei eine Astell

Apde2 diesen Effekt nicht gibt. Es wurde zudem gezeigt, dass der Ras/cAMP Signalweg
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sich direkt hemmend auf den CRE-Sequenz bindenden Transkriptionsfaktor Skol
auswirkt (Pascual-Ahuir et al., 2001). Dieser negative Einfluss kdnnte die verminderte
Aktivierung von CRE-lacZ durch nSte50FAR erkldren. Die Plasmamembranrekrutierung
von nSte50FAR wirde zwar Stell fur den HOG-Signalweg rekrutieren. Die fehlende
Interaktion mit Ras2 fuhrt zu einer verstarkten Aktivierung des Ras/cAMP Signalwegs,

was sich hemmend auf die Expression des Reporters auswirkt (Abbildung 4.1).

4.2.2 In der Antwort auf Paarungspheromon schwicht eine
Plasmamembranrekrutierung von Ste50-ARA die Wirkung

als positiver Modulator ab

Ste50 spielt in der Antwort auf Paarungspheromon eine wichtige Rolle. Deletion von
STE50 fihrt zu einer verminderten Sensitivitat gegenlber Paarungspheromon. Sowohl
die SAM-Domane als auch die RA-Domédne von Ste50 sind flir die korrekte Funktion des
Proteins notwendig. Ste50 funktioniert als Modulator der Stell Aktivitat in diesem Weg.
Die Notwendigkeit fir die RA Domane von Ste50 kann durch die
Plasmamembranrekrutierung von Ste50-ARA teilweise supprimiert werden. Es zeigen
sich Unterschiede zum wildtypischen Ste50. In einem Halo-Assay zeigen Wildtyp und
nste50FAR Stamme Halos von der gleichen GréBe und die gleiche Rate an Adaption an
die Prasenz des Pheromons. Untersucht man jedoch die Expression des Reportergens
FUS1-lacZ so werden doch Unterschiede aufgedeckt. Bei integriertem nste50FAR zeigt
sich eine geringere Expression des Reportergens (Abbildung 3.20). Dieser Effekt ist bei
Uberexpression von nSte50FAR nicht zu beobachten, denn dann zeigt sich das gleiche
Level wie Wildtyp Ste50. Dies bedeutet, dass nSte50FAR wie Ste50 dosisabhangig auf
die Pheromonantwort wirkt. Eine Uberexpression von Ste50 fiihrt zu einer erhdhten
Sensitivitdt gegeniiber Paarungspheromon (Xu et al., 1996). Eine Uberexpression von
nSte50FAR fiihrt ebenfalls zu solch einer erhdhten Sensitivitdt gegeniber
Paarungspheromon. Dies deutet darauf, dass diese im engen Zusammenhang mit der
Ste50-Stell Interaktion ist. Die Signalweiterleitung im Pheromon-Antwortweg findet an
Stellen des polarisierten Wachstums statt. Es bilden sich groBe Signalkomplexe, die
neben der MAPK-Signalweiterleitung tber Gg,, Cdc42-Ste20, Stell, Ste5 und weiteren
Komponenten auch weitere Funktionen haben. So kommt es zu einer Neuordnung des
Aktinzytoskeletts an diesen Stellen. Ste50 spielt ein Rolle in der Rekrutierung von Stell
zu diesem Signalkomplex. So flihrt die eine klnstliche Interaktion von Ste50 mit Ste5 zu
einer verstarkten positiven Aktivierung des Pheromonsignalwegs (Bashor et al., 2008).
Dieser Effekt beruht auf der verstarkten Rekrutierung von Stell durch Ste50 zu dem
Signalkomplex. Bei Wildtyp Ste50 Ubernimmt diese Rolle die RA Domane, denn eine

Deletion der RA Domane fiihrt zu einer verminderten Pheromonsensitivitat. Wird Ste50-
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ARA hingegen an die Plasmamembran rekrutiert, kommt der Ste50-Stel1l Komplex zwar
in eine raumliche Nahe zu Ste5 und den anderen Komponenten des Signalwegs. die
subzelluldare Konzentration bleibt jedoch geringer als bei Wildtyp Ste50 (Abbildung 3.22).
Wird nSte50FAR hingegen Uberexprimiert, erhéht dies die subzelluldare Konzentration an
nSte50FAR und eine optimale Signalweiterleitung wird gewadhrleistet. Wobei eine
Uberexpression von Ste50 die Pheromonsensitivitdt erhéht. Die Antwort auf die Présenz
von Paarungspheromon ist abgestuft. So reicht schon ein schwaches Signal aus um
einen G1l-Arrest auszuldsen, jedoch nicht eine Aktivierung des FUS1-lacZ Reportergens
oder der Bildung von Paarungsfortsatzen. Ein schwaches Signal aktiviert hauptsachlich
die MAPK Kss1. Ein starkes Signal hingegen flhrt Uber die Aktivierung der MAPK Fus3 zu
einem G1l-Arrest und aktiviert auch die Expression von FUSI-lacZ und die Bildung von
Shmoo. Das nSte50FAR schwache Signale weiterleiten kann, zeigt sich darin, dass der
G1-Arrest fast gleich dem Wildtyp ist. So zeigen sich sowohl im Haloassay (Abbildung
3.19) und im Buddingindex (Abbildung 3.22 A) nur geringe Unterschiede. Tests, die die
Zellantwort auf starke Signale untersuchen, zeigen deutlichere Unterschiede zwischen
nste50FAR und dem Wildtyp. Sowohl im FUS1-lacZ Test (Abbildung 3.21) als auch im
Schmooindex (Abbildung 3.22 B) zeigt sich eine deutliche Reduzierung gegeniiber dem
Wildtyp. In einem Wildtypstamm wir das anfangliche Signal, ausgelést durch das
Paarungspheromon, innerhalb der MAPK Signalkaskade amplifiziert. Ein Faktor flr diese
Amplifizierung ist die Bildung eines stabilen Adaptor-Scaffold (Ste5)-MAPK-Komplexes.

Membranassoziiertes nSte50FAR steht mdéglicherweise diesem Komplex nicht mehr zur
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Abbildung 4.2 Schematische Modell der unterschiedlichen Regulation der
Pheromon-Antwort durch Ste50 und nSte50FAR

A Durch die Aktivierung des Signalwegs wird Ste50 an den Signalkomplex rekrutiert.
Da Stell fest an Ste50 gebunden ist, flhrt sie zu einer Verstarkten Aktivierung des
Signalwegs. Ste50 moduliert den Signalweg positiv. B nste50FAR ist an die
Plasmamembran gebunden und kann nicht Giber die RA Domdne an die
Signalmolekile gebunden werden. Die zellulare Antwort wird abgeschwacht.
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Verfligung, wodurch das eingehende Signal nicht mehr richtig verstarkt werden kann,
resultierend in einem schwacheren Signal. Dies ist genau der gegenteilige Effekt dessen,
was Bashor et al. durch eine feste Bindung von Ste50 an das Scaffoldprotein Ste5
erreicht haben.

Eine Deletion von OPY2 fuhrt zu einer leichten Senkung der FUS1-lacZ Expression.
Dies ist auch fur eine Deletion von OPY2 im nste50FAR Hintergrund zu beobachten, was
daraufhin deutet, dass mdéglicherweise Opy2 in diesem Weg eine Ste50 unabhangige
Funktion hat. Es wurde beschrieben, dass die Uberexpression von Opy2 Resistenz
gegenlber Paarungspheromon vermittelt (Edwards et al., 1997). Es kdnnte daher sein,
dass Opy2 Einfluss auf die subzelluldare Verteilung von Ste50 und Stell nimmt. Die
Komponenten der Signalwege bilden Komplexe zur Signalweiterleitung. Die Bildung
dieser Komplexe ist méglicherweise durch das fehlen von Opy2 gestort.

Die Antwort auf Paarungspheromon wird nicht nur durch die Starke der Antwort
beschrieben, sondern auch durch die Dauer der Antwort, also den Zeitraum bis sich die
Zellen an die Prasenz den Pheromons angepaBt haben. Die Zeit, die Zellen bendtigen,
um sich an die Prasenz von Paarungspheromon zu adaptieren wird durch die
plasmamembranassoziation von nSte50FAR nicht beeinflusst. Besonders am Budding-
Index ist zu sehen, dass Zellen mit nste50FAR zwar zu einem geringeren Teil in der G1-
Phase arretieren, jedoch ist sowohl bei Wildtyp als auch bei nste50FAR nach 150
Minuten der Anteil an nicht knospenden Zellen wieder auf Ausgangsniveau gefallen
(Abbildung 3.22 A). Das bedeutet, dass trotz schwdcherer Induktion der Signalantwort
die Adaption nicht beeinflusst wird. Der Adaptionsmechanismus der Zelle an Pheromon
ist somit unabhangig von der Ste50-RA Domane. Es zeigt sich also, dass nste50FAR

hauptsdchlich auf die Starke der Signalantwort und nicht auf die Dauer wirkt.

4.2.3 Plasmamembranrekrutierung von Ste50 fiihrt zu einer

verstarkten Induktion des invasiven Wachstums

Es ist bekannt, dass sowohl der Ras/cAMP-Signalweg und der MAPK vermittelte
Signalweg fir die Induktion des invasiven Wachstums bendtigt werden. Es gab auch
deutliche Zeichen dafilir, dass beide Signalwege in Wechselwirkung zueinander stehen
(Mésch et al., 1999; Hopp, 2005). Welche Bedeutung beide Wege bei der Induktion des
invasiven Wachstumswegs haben ist noch nicht deutlich geklart. Insbesonders bleibt
unklar wie die Sensoren den MAPK-Signalweg aktivieren. Die Bedeutung von Ras2 fir
das invasive Wachstum ist unbestritten (Mdsch et al., 1996). Doch wie Ras2 das MAPK-
Signal induziert und wie es Cdc42 aktiviert ist noch nicht beschrieben worden. Ein
zentrales Protein des invasiven Wachstumswegs ist Flol1l. Flol1l vermittelt die Zell-Zell
und Zell -Substrat Adhasion. Die Transkription von FLO11 ist durch eine Vielzahl von

Transkriptionsfaktoren gesteuert. Eine zentrale Rolle nimmt hier Flo8 ein. Flo8 wird lber
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den Ras/cAMP-Signalweg gesteuert. Stamme, denen FLO8 fehlt - so der W303
Stammhintergrund - zeigen kein invasives Wachstum. Die Transkriptionsfaktoren Tecl
und Stel2 werden durch die MAPK Signalwege reguliert. Tecl wird durch Fus3
phosphoryliert und anschlieBend degradiert. Es stellte sich die Frage, ob der Einfluss der
MAPK Signalwege auf das invasive Wachstum durch die Fus3 vermittelte Degradierung
von Tecl abgeschwécht wird. Es stellte sich heraus, das Afus3 Stdmme Adhdasion zeigen
kénnen (Abbildung 3.32).

Ste50 ist Teil des MAPK-Signalwegs, der sowohl invasives Wachstum in Haploiden als
auch  Pseudohyphenbildung in Diploiden induziert. Wie wirde sich eine
Plasmamembranrekrutierung von Ste50-ARAD auf die Signalweiterleitung in diesem
Zusammenhang auswirken? In diploiden Zellen zeigte die Expression eine verstarkte

Bildung von Pseudohyphen, auch sind die Zellen stark elongiert. Diesen Phanotyp wird
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Abbildung 4.3 Schematische Modell der unterschiedlichen Regulation des
invasiven Wachstumswegs durch Ste50 und nSte50FAR
A Ste50 wird an die Plasmamembran rekrutiert und interagiert dort mit Ras2.
Hierdurch wird der Signalkomplex zusammengefligt. B Die feste
Plasmamembranrekrutierung von nSte50FAR simuliert die Ste50 - Ras2 Interaktion.
Hierdurch wird der Signalweg verstarkt eingeleitet.

sonst bei einer Expression von hyperaktivem Ras2"?!° gezeigt (Gimeno et al., 1992).

In haploiden Zellen zeigt die Expression von Ras2'!° gleichfalls Auswirkungen auf den
invasiven Wachstumsweg. Um zu klaren ob dies liber den MAPK-Signalweg lauft und ob
hierflir Ste50 bendétigt wird, wurden sowohl ein Adhasionsassay, als auch Reporterassay
mit FLO11-lacZ durchgefihrt. Hierbei zeigte sich, dass eine STE50 Deletion sowohl das
adhédsive Wachstum bei einer Ras2'®'® Expression als auch die Aktivierung der
Expression von FLO11-lacZ unterbindet (Abbildung 3.28 und 3.29). Das bedeutet, das
die Wirkung von Ras2 auf den invasiven Wachstumsweg in Saccharomyces cerevisiae

hauptsachlich Gber Ste50 und den MAPK Signalweg stattfindet. Das Ras2 im invasiven
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Wachstumsweg mehr Gber den MAPK-Signalweg wirkt und nur schwach Uber den PKA
Signalweg wurde auch durch in silico modelling vorhergesagt (Sengupta et al., 2007;
Vinod & Vankatesh 2007). Mdsch et al., 1999 konnten zeigen, das Ste20 zwar eine Rolle
einnimmt, aber nicht essentiell ist, wie in anderen Wegen. Das Ras2'?'*° Auswirkungen
auf das vegetative Wachstum hat, welche von Ste50 unabhéangig ist, zeigt sich an dem
schwacheren Wachstum der Stamme auf den Platten. Ras2 ist ein Interaktionspartner
der RA Domane von Ste50. Es konnte gezeigt werden, das die Interaktion von Ras2 mit
Ste50 in induzierendem SLAG Medium starker ist als unter nicht induzierenden
Bedingungen (Hopp, 2005).

In dieser Arbeit konnte mittels Two-Hybrid-Analyse gezeigt werden, dass Ste50 starker
mit Ras2'¥® interagiert als mit Ras2. Wenn es fiir die Funktion von Ste50 im MAPK-
Signalweg des invasiven Wachstums wichtig ist an die Plasmamembran rekrutiert zu
werden, kdnnte hierbei Ras2 eine entscheidende Rolle einnehmen. Es stellt sich so die
Frage, ob Ste50 von Ras2 an der Membran rekrutiert wird? Um diese Hypothese zu
Uberprifen, wurde nSte50FAR in Aras2 Stammen transformiert. Die Expression von
nSte50FAR erlaubt Adhéasion nicht nur in Aste50 Zellen, sondern auch im Aste50 Aras2
Stammbhintergrund (Abbildung 3.26). Der positive Einfluss der Membranrekrutierung von
nSte50FAR auf den invasiven Wachstumsweg wird so deutlich. Die Induktion des Wegs
ist sogar gegenuber einem Wildtypstamm verstarkt, was sich an der Expression von
FLO11-lacZ als Reportergen klar zeigt (Abbildung 3.27). Es zeigt sich auch ein erhdhtes
basales Level in logarithmisch wachsenden Zellen. Dies deutet darauf hin, dass der Weg
auch ohne Glukosemangel schwach eingeleitet wird. Neben dem erhéhten FLO11
Expressionslevel wird auch der FG(TyA)-lacZ Reporter verstarkt exprimiert, wenn
nSte50FAR anstatt Ste50 in der Zelle ist (Abbildung 3.24). FG(TyA)-lacZ ist abhangig
von Tecl und Stel2 und somit unter der Kontrolle durch den Ste50-MAPK Signalweg. Es
gibt daher die Auswirkung von nste50FAR auf die Signalweiterleitung in MAPK-Signalweg
wieder. Anhand der zusammengenommenen Ergebnisse lasst sich sagen, dass die
Membranrekrutierung von Ste50-ARA den invasiven Wachstumsweg verstarkt einleitet.
Ein weiterer Punkt ist, dass in diesem Signhalweg im Gegensatz zu den anderen keine
negativen Feedback Mechanismen bekannt sind. Diese sind auch nicht nétig, da der
invasive Wachstumsweg eine langfristige Adaption darstellt, wahrend die beiden anderen
Wege eine schnelle Reaktion und Adaption der Zelle benétigen. Es wird daher vielleicht
auch kein eigenes Scaffoldprotein benétigt, so dass Ste50 eine solche Rolle einnimmt.
Daher fihrt die Membranrekrutierung von Ste50 zu einer verstarkten Induktion des
invasiven Wachstumswegs. Eine weitere Mdéglichkeit ist, dass durch die Abwesenheit der
Ste50-RA Domane die Bindung potentieller Inhibitoren des filamentdsen

Wachstumswegs lUber die RA-Domane blockiert ist.
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Opy2 hat auch in invasiven Wachstumsweg einen Einfluss auf die Aktivitdat des MAPK-
Sighalwegs. Eine Deletion von OPY2 in haploiden Zellen senkt die Expresion FG(TyA)-
lacZ um 24%, fuhrt aber nicht zu einem Verlust der Adhdsion. Diese Senkung der
Aktivitat ist gegenliber einer STE50 Deletion mit einer Senkung um 60% gegeniber
Wildtyp schwacher, was darauf deutet, das Opy2 fir den invasiven Wachstumsweg nicht
essentiell ist.

Es gibt jedoch auch im filamentésen Wachstumsweg einen Crosstalk vom Ras/cAMP
Signalweg in den MAPK Signalweg (Mésch et al., 1999). Dieser Crosstalk findet
unterhalb von Ste20 statt. Eine Erhéhung des cAMP Spiegels in der Zelle wirkt sich in
Abhangigkeit von Ste50 positiv auf die Expression von FG(TyA)-lacZ aus (Hopp, 2005).
Der Mechanismus des Zustandekommens des Crosstalks ist bisher unklar. Eine
Uberexpression der PKA Untereinheiten Tpkl-3 kann eine STE20 Deletion
komplementieren - jedoch keine STE12 oder TEC1 Deletion. Das bedeutet, dass die
Wirkung der Tpk Proteine unterhalb von Ste20 wirken muss. Ste50 ist unterhalb von
Ste20 im invasiven Wachstumsweg eingeordnet. Uberexpression von Tpk1 fiihrt zu einer
erhéhten Expression von FLO11-lacZ und zu adhasivem Wachstum unabhdangig von der
Anwesenheit von Ste50 (Abbildung 3.29). Es lasst sich daraus schlieBen, das die
Wirkung der Tpk auf den Ste50-MAPK-Signalweg unterhalb von Ste50 stattfindet,
moglicherweise direkt auf die Transkriptionsfaktoren Stel2 oder Tecl. So kdnnte der
PKA Signalweg auf dem MAPK Signalweg Einfluss nehmen, &dhnlich wie in der

Stressantwort beide Wege den Transkriptionsfaktor Skol phosphorylieren.

4.3 Verteilungsmuster von nSte50FAR an der
Plasmamembran wahrend der Signaltransduktion

In dieser Arbeit wurde nicht nur die Funktion von plasmamembranrekrutiertem Ste50-
ARAD untersucht, sondern auch das Verteilungsmuster eines GFP-nSte50FAR
Fusionproteins nach Einleitung des MAPK-Signalwege. Die subzellulére Lokalisation von
Proteinen wahrend der Signaltransduktion ist eng an ihre Funktion gekoppelt. Dies wird
ganz besonders im polarisiertemm Wachstum deutlich. Hier zeigt es sich, dass viele
Komponenten die zum Beispiel an der Shmoo Bildung beteiligt sind, so Fusl und Ste20,
an die Shmoospitze lokalisiert werden. Aber auch Komponenten wie Ste5 und Fus3
werden an die Shmoospitze rekrutiert (Drogen et al., 2000; Maeder et al., 2007). Dies
deutet daraufhin, dass sich die an der Signalibertragung beteiligten Proteine raumlich
annahren, um so eine ideale Signalweiterleitung zu ermdglichen. Fir Ste50 konnte
gezeigt werden, dass es nach Einleitung des Hochosmolaren Antwortwegs punktférmige
Strukturen bildet (Posas et al., 1998; Hopp, 2005). Allerdings haben die Autoren unter
diesen Bedingungen keine Membranfarbung bzw. Anhaufung von Ste50 an der

Plasmamembran festgestellt.
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Unter normalen Wachstumsbedingungen lokalisiert nSte50FAR zur Zelloberflache an
der Plasmamembran und zeigt eine gleichmaBige Farbung. Nach Induktion des
Hochosmolaren Antwortwegs, sind fleckenartige Strukturen an der Zelloberflache zu
sehen. Ahnliche Strukturen sind auch fir Shol, Msb2 und Hkrl beschrieben worden,
auch diese bilden sich nach Induktion des Hochosmolaren Antwortwegs (Tatebayashi et
al., 2007). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass, bei einer Deletion von STE20
die fleckenartigen Strukturen nach Zugabe von Salz nicht so kompakt an der
Zelloberflache vorkommen, und teilweise fast ringférmige Strukturen aufweisen.
Hingegen zeigt sich bei einer SHO1 Deletion, dass sich weniger solcher fleckenartigen
Strukturen bilden, und eher als gleichmaBige Farbung an der Zelloberflache erscheinen.
Dies bedeutet, dass andere Proteine Einfluss auf die Veranderung in der Verteilung von
GFP-nSte50FAR nehmen. Diese Verdnderungen in der Verteilung an der Plasmamembran
sind mdéglicherweise auf die Einlagerung in Lipid-Rafts zurtick zu fihren. Es ist bekannt,
dass Zellen Lipid-Rafts zur gezielten Lokalisierung von Proteinen nutzen (Bagnhat &
Simons, 2002). Daher bieten sich Lipid-Rafts als Erklarung fiir die punktformigen
Strukturen an. Auffédllig ist auch, dass gerade Ste20 eine deutliche Veranderung in den
fleckenartigen Strukturen zeigt. Ste20 ist zusammen mit Cdc42 an der Kontrolle der
Zellpolaritat und an der Polarisierung des Aktinzytoskeletts beteiligt (Leonhard & Nurse,
2002; Holly & Blumer 1999). Es konnte daher sein, dass fir die Bildung der
fleckenartigen Strukturen Aktin bendtigt wird. Es ist jedoch nicht deutlich, ob sich die
fleckenartigen Strukturen noch an der Plasmamembran befinden. Vergleicht man die
Farbung von GFP-nste50FAR nach Zugabe von Salz mit der Farbung des corticalen
Endoplasmatischen Retikulums (ER), so zeigen sich deutliche Gemeinsamkeiten. Beide
Farbungen befinden sich in der dauBersten Peripherie der Zelle und weisen fleckenartige
Strukturen auf, die durch Abschnitte gleichmaBiger Farbung verbunden sind. Dies wurde
flr das Corticale ER mehrfach gezeigt (de Craene et al., 2006; Loewen et al., 2007). Es
muss jedoch davon ausgegangen werden, dass eine solche ahnlichkeit zufédlliger Natur

ist.

In der Pheromonantwort lokalisiert Ste50 sich diffus zur Shmoospitze (Hopp, 2005).
Flir GFP-nSte50FAR konnte keine Verdnderung der Verteilung an der Zellmembran
beobachtet werden. Dies hdngt vermutlich damit zusammen, dass die RA Domadne in
diesem Protein fehlt. Denn flir Ste50 konnte gezeigt werden, dass die kleinen G-Proteine
Ras2 und Cdc42 die subzelluldre Verteilung von Ste50 beeinflussen (Hopp, 2005). Cdc42
ist an Prozessen des polarisierten Wachstums wie Knospen und Paarungsprojektion
detektierbar, und kdnnte daher eine Rolle in der Rekrutierung von Ste50 an die
Shmoospitze eine Rolle spielen. Da dies fir GFP-nSte50FAR nicht mdglich ist, sind auch

keine Veranderungen in der Lokalisation detektierbar.
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4.4 Ste50 als regulatorischer Adaptor iIim invasiven

Wachstumsweg - Ein Modell

Das Protein Ste50 dient als Regulator der MPKKK Stell in der MAPK-Signalweiterleitung.
Es ist wichtig fir den invasiven Wachstumsweg, denn Zellen denen Ste50 fehlt, kénnen
nicht mehr invasiv wachsen. Anhand der Ergebnisse lasst sich ein Model der Funktion
von Ste50 im invasiven Wachstumsweg erstellen und so die Funktion von Ste50
zusammenfassen. In einer wachsenden Zelle liegt Ste50 in einem Heterotrimer mit zwei
Stell Molekilen vor. Ras2 liegt in der Zelle in seiner inaktiven GDP-gebunden Form vor.
Wenn nun ein Mangel von Glukose eintritt, wird Ras2 aktiviert und bindet GTP anstatt
GDP. Diese Form von Ras2 kann die RA-Domé&ne von Ste50 verstarkt binden und
rekrutiert so den Ste50- Stell Komplex an die Zellmembran. Parallel dazu wird Ste20
durch Cdc42 an der Plasmamembran aktiviert. Aktiviertes Ste20 phosphoryliert Stell,

welches wiederum Ste50 phosphoryliert. Hierdurch kénnte die Interaktion zwischen

Glucose depletion Glucose depletion Glucose depletion

Lo Y-\

| Msb2|

I. Recruting II. Signalactivation [ll. Signaltransduction

Abbildung 4.4 Modell fiir die durch Ste50 vermittelte Aktivierung von Stell unter
Glukosemangel

Durch Glukosemangel liegt Ras2 in seiner aktivierten Form vor. Es bindet GTP anstatt GDP. Durch
diese Aktivierung kann Ste50 verstarkt gebunden werden. So wird der Ste50-Stel11l Komplex an die
Plasmamembran rekrutiert (I. Rekrutierung). Dies bringt den Komplex in réaumliche Nahe von
aktiviertem Cdc42-Ste20. Die PAK Ste20 kann nun Stell phosphorylieren und somit aktivieren.
Aktiviertes Stell phosphoryliert Ste50. Durch die Phosphorylierung wird die Bindung zwischen
Ste50 und Ras2 bzw. Cdc42 verstarkt. Es bildet sich ein Signalkomplex (II. Signalaktivierung).
Durch die Proteine Msb2 und Shol wird der Signalkomplex vervollstandigt und die
Signaltransduktion findet statt (III. Signaltransduktion).

Ste50 und Ras2 bzw. Cdc42 verstarkt werden und so den Komplex stabilisieren. Auf
diese Weise wird die Signaltransduktion verstarkt. Ste50 wiirde so mittels seiner SAM
Domédne am N-Terminus und seiner carboxyterminalen RA Domane als Bindeglied

zwischen der PAK Ste20 im Komplex mit Cdc42 und Stell fungieren. Die Bindung von
die Ras2-Ste50- Stell Bindung dient auch der Signalspezifitat. Bande aktiviertes Stell
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an Ste5, so wirde der Pheromon-Antwortweg eingeleitet werden. Es ist also so, dass
Ste50 an dieser Stelle die Adaptorfunktion als eine Art Gerlstprotein Gbernimmt. Shol
mit Msb2 vervollstéandigen den Signalkomplex (Abbildung 4.4).

Es lasst sich also zusammenfassen, dass Ste50 ein regulierendes Adaptorprotein
darstellt. Es verbindet die G-Proteine mit dem MAPK-Signalkomplex. Die subzellulare
Verteilung des Ste50-Signalkomplexes scheint eine wichtige Rolle bei der optimalen und
effizienten Signaltransduktion zu spielen. Ste50 allein flihrt aber nicht zur Aktivierung
der Signalwege, was bedeutet, dass andere Komponenten wie Ste20 eine aktivierende

Rolle bei der subzellularen Verteilung spielen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ein zentrales Thema der Biologie ist die Fragestellung, wie Zellen externe Signale zu
einer adaquaten Antwort verarbeiten. Eukaryotische Zellen benutzen fiir die
Signalweiterleitung konservierte Signalwege, einer dieser ist der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK)-Weg. Die MAPK-Wege sind eng mit rezeptorassoziierten G-
Proteinen verbunden. In dieser Arbeit wurde das Protein Ste50 untersucht, das ein
essentielles Komponente der drei MAPK-Signalwege der Hefe ist: den Pheromon-
Antwortweg, den filamentéses Wachstumsweg und den HOG-Signalweg (high osmolarity
glycerol). Ste50 ist ein regulatorisches Adaptorprotein. Es bindet einerseits an
rezeptorassoziierte G-Protein Effektoren, um sich mit dem Ligand-Rezeptorkomplexen an
der Plasmamembran zu verknlipfen, und andererseits bindet es an die MAPKKK Stell
um die Aktivierung des MAPK-Signalkomplexes zu modulieren. Ste50 besteht aus drei
distinkten Bereichen - die sterile-alpha-motif (SAM)-Doméne, einen Serin/Threonin
reichen Teil und eine Ras-associated (RA)-Domane. In dieser Arbeit wurde die
Auswirkung von Mutationen innerhalb der RA-Domdne von Ste50 untersucht. Hierbei
wurde festgestellt, dass durch Austausch bestimmter Aminosdauren ein kompletter
Funktionsverlust in allen drei untersuchten Wegen stattfindet. In diesem
Zusammenhang wurde untersucht, ob sich die Mutationen auf die Interaktion zwischen
Ste50 und den G-Proteinen Rasl, Ras2, Cdc42 und dem Transmembranprotein Opy2
auswirken. Es stellte sich heraus, dass nur eine Mutante nicht mit Cdc42 interagiert und
keine der drei Mutanten eine Interaktion mit Rasl, Ras2 oder Opy2 zeigt. Es konnte
auch gezeigt werden, das Ste50 Stirker mit Ras2'?!°, dominant aktivierte Form von
Ras2 interagiert als mit Ras2.

Die Untersuchungen der Auswirkung einer Rekrutierung von Ste50 an der inneren
Zellmembran (nste50FAR) auf dessen Funktion als Modulator der drei Signalwege
ergaben differenzierte Antworten. Die Osmostressantwort (HOG-Signalweg) war von der
nste50FAR nicht beeinflusst, wahrend es zu einer Abschwdchung der Signaltransduktion
in der Pheromonantwort flhrte. Fir filamentoses Wachstum zeigte es sich ein
gegensatzlicher Effekt. So wurde filamentoses Wachstumsweg durch nste50FAR
verstarkt und mehr anhaltend aktiviert und es komplimentierte zudem der filamentdses
Wachstumsdefekt der RAS2 Deletionsmutante. Untersuchungen zur Lokalisierung von
nste50FAR ergaben, dass sich die Verteilungsmuster von GFP-nSte50FAR an der
Zellmembran durch Induktion des HOG-Sighalwegs verdandern und dass diese
Veranderung in Zusammenhang mit der PAK-dhnliche Kinase Ste20 steht. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Funktion von Ste50 und somit der RA-Domane Uber eine
einfache Rekrutierung der Signal-Komponenten zu einem Komplex hinausgeht und die

Dauer und Starke der Signalweiterleitung mitbestimmen.
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Summary

How cells interpret external signals and react adequately to the stimulus is one of the
central questions of Biology. Eukaryotic cells use conserved signalling pathways for
signal transmission. One of these pathways is the mitogen activated protein kinase
(MAPK) pathway. The MAPK pathways are closely connected to receptor associated G-
Proteins. In this study, we have investigated the protein Ste50, which is an essential
component of three MAPK signalling pathways in yeast: the pheromone response
pathway, the filamentous growth pathway and the High Osmolarity glycerol (HOG)
pathway. Ste50 is a regulatory adaptor protein. On the one hand it binds to membrane
associated G-protein effectors to connect with ligand-receptor complexes at the plasma
membrane and on the other hand it binds to the MAPKKK Stel1l in order to modulate the
activation of the MAPK signalling complexes. Ste50 consists of three distinct regions -
the sterile alpha motif (SAM) domain, a serine/threonine rich region and a Ras
associated (RA) domain. In this study, the effect of mutations within the RA-domain of
Ste50 was addressed. It has been found that single amino acids exchanges in RA domain
resulted in a complete loss of function within all three tested signalling pathways. In this
context we analyzed whether these mutations influence the Interaction between Ste50
and the small G-proteins Rasl1, Ras2, Cdc42 and the transmembrane protein Opy2. None
of them showed an interaction with Rasl, Ras2 or Opy2, but only one of the three
mutants could not interact with Cdc42. It could further be shown that interaction
between Ste50 and Ras2'®'°, a dominant activated form of Ras2, was stronger than
between that and Ras2.

Investigation of the effects of artificial recruitment of Ste50 to plasma membrane
(nste50FAR) vyielded differentiated responses through the three MAPK-mediated
pathways. The osmostolerance was not altered by nste50FAR, while it resulted in a
reduced signal transduction by the pheromone response pathway. In contrast,
nste50FAR resulted in strengthened and more sustained activation of the filamentous
growth signalling, which could complement the filamentous growth defect of RAS2
deletion mutant. A localisation study of nste50FAR showed that the distribution pattern
of GFP-nSte50FAR is altered by induction of the HOG-pathway and these changes are
influenced by PAK-like kinase Ste20. This study shows that the function of Ste50 and its
RA-domain exceeds simple recruitment of pathway components to a complex and

influences the strength and duration of the signal transduction.
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7 ANHANG

DATA DOCUMENTATION SHEET 1
A. Identification of gene replacement strategy
B. Verification of gene replacement

Origin

A. Identification of gene
1) Label: HGX10

2) Strain background: W303-1A
3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100

Created one

1) Label: HNB210

2) Strain background: W303-1A

3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 opy?2::loxp-HIS3-
loxP

4) Systematic name of ORF: YPRO75C OPY2 on chromosome XVI ..........cccoeiiiiiinnnnn.

Chromosomal coordinates: 696816 to 695734 size of ORF: 1083...cciviiinnnns

A. Replacement Strategy:
( x) SFH-PCR () LFH-PCR () cloned replacement cassette

Replacement marker: loxP-HIS3 loxP Position and number of bp replaced from
ORF (A of ATG = 1). From 1to 1083 replaced: 1083 (bp)

Number of remaining original ORF nucleotides. 5': 0... 3" 0 (inclusive of stop codon)

B. Verification:
(x) Analytical PCR (provide copy of gel and indicate size marker)

Primer Primer sequenze Size of PCR-Fragment
Al A260 kanB ggatgtatgggctaaatg

A2 A261 kanC cctcgacatcatctgccc

K1 A3200py2T300 CTGCTGCGGAACTTATCC A2-K1 (531bp)

K2 A3210PY2P439 ccgagctcCCGAACCAGGTGATCAGC | A1-K2 (578bp)

PROVIDE PICTURE OF GEL

' |

-
09kb ___ & =
08kb T 14 .
06kb —I

+h

n-Term c-Term
(578bp) (531bp)
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DATA DOCUMENTATION SHEET 2

A. Identification of gene replacement strategy
B. Verification of gene replacement

Origin

A. Identification of gene
1) Label: HFB 95

2) Strain background: W303-1A
3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 hogl::TRP1

Created one

1) Label: HNB212

2) Strain background: W303-1A

3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 hogl::TRP1
opy2::loxp-HIS3-loxP

4) Systematic name of ORF: YPRO75C OPY2 on chromosome XVI ............ccvvuunnn.
Chromosomal coordinates: 696816 to 695734 size of ORF: 1083.........

A. Replacement Strategy:

( xX) SFH-PCR () LFH-PCR () cloned replacement cassette
Replacement marker: loxP-HIS3 loxP Position and number of bp replaced from
ORF (A of ATG = 1). From 1to 1083 replaced: 1083 (bp)

127

Number of remaining original ORF nucleotides. 5': 0... 3" 0 (inclusive of stop codon)

B. Verification:
(x) Analytical PCR (provide copy of gel and indicate size marker)

Primer Primer sequenze Size of PCR-Fragment
Al A260 kanB ggatgtatgggctaaatg

A2 A261 kanC cctcgacatcatctgcecc

K1 A3200py2T300 CTGCTGCGGAACTTATCC A2-K1 (531bp)

K2 A3210PY2P439 ccgagctcCCGAACCAGGTGATCAGC | A1-K2 (578bp)

PROVIDE PICTURE OF GEL

0,9 kb
0,8 kb
06kb —

c-Term n-Term
(531bp) (578bp)
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DATA DOCUMENTATION SHEET 3

A. Identification of gene replacement strategy
B. Verification of gene replacement

Origin

A. Identification of gene
1) Label: HCH129

2) Strain background: W303-1A
3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 ste50::ura3
sskl::kan

Created one

1) Label: HNB213

2) Strain background: W303-1A

3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 ste50::ura3
sskl1::kan opy2::loxp-HIS3-loxP

4) Systematic name of ORF: YPRO75C OPY2 on chromosome XVI ......................
Chromosomal coordinates: 696816 to 695734 size of ORF: 1083.........

A. Replacement Strategy:

( x) SFH-PCR () LFH-PCR () cloned replacement cassette
Replacement marker: loxP-HIS3 loxP Position and number of bp replaced from
ORF (A of ATG = 1). From 1to 1083 replaced: 1083 (bp)

128

Number of remaining original ORF nucleotides. 5': 0... 3" 0 (inclusive of stop codon)

B. Verification:
(x) Analytical PCR (provide copy of gel and indicate size marker)

Primer Primer sequenze Size of PCR-Fragment
Al A260 kanB ggatgtatgggctaaatg

A2 A261 kanC cctcgacatcatctgcecc

K1 A3200py2T300 CTGCTGCGGAACTTATCC A2-K1 (531bp)

K2 A3210PY2P439 ccgagctcCCGAACCAGGTGATCAGC | A1-K2 (578bp)

PROVIDE PICTURE OF GEL

0,9 kb
0,8 kb
06kb —

bt

c-Term n-Term
(531bp) (578bp)
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DATA DOCUMENTATION SHEET 4

A. Identification of gene replacement strategy
B. Verification of gene replacement

Origin

A. Identification of gene
1) Label: HCH92

2) Strain background: W303-1A
3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 sskl::kan

Created one

1) Label: HNB213

2) Strain background: W303-1A

3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trp1 his3-11 ade2 can1-100 sskl::kan
opy2::loxp-HIS3-loxP

4) Systematic name of ORF: YPRO75C OPY2 on chromosome XVI ..........c.ccvvuunnn.
Chromosomal coordinates: 696816 to 695734 size of ORF: 1083.........

A. Replacement Strategy:

( X) SFH-PCR () LFH-PCR () cloned replacement cassette
Replacement marker: loxP-HIS3 loxP Position and number of bp replaced from
ORF (A of ATG = 1). From 1to 1083 replaced: 1083 (bp)

129

Number of remaining original ORF nucleotides. 5': 0... 3" 0 (inclusive of stop codon)

B. Verification:
(x) Analytical PCR (provide copy of gel and indicate size marker)

Primer Primer sequenze Size of PCR-Fragment
Al A260 kanB ggatgtatgggctaaatg

A2 A261 kanC cctcgacatcatctgcecc

K1 A3200py2T300 CTGCTGCGGAACTTATCC A2-K1 (531bp)

K2 A3210PY2P439 ccgagctcCCGAACCAGGTGATCAGC | A1-K2 (578bp)

PROVIDE PICTURE OF GEL

0,9 kb
0,8 kb
0,6 kb

c-Term n-Term
(531bp) (578bp)
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DATA DOCUMENTATION SHEET 5

A. Identification of gene replacement strategy
B. Verification of gene replacement

Origin

A. Identification of gene
1) Label: HNB165

2) Strain background: W303-1A
3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 ste50::ura3:Myc-
nste50FAR: :KAN

Created one

1) Label: HNB216

2) Strain background: W303-1A

3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 ste50::ura3:: Myc-
nste50FAR::KAN opy2::loxp-HIS3-loxP

4) Systematic name of ORF: YPRO75C OPY2 on chromosome XVI .......c.cccieiiiiiiiiiiiiiininnnns

Chromosomal coordinates: 696816 to 695734 size of ORF: 1083......c.ceete. (bp)

A. Replacement Strategy:

( x) SFH-PCR () LFH-PCR () cloned replacement cassette
Replacement marker: loxP-HIS3 loxP Position and number of bp replaced from
ORF (A of ATG = 1). From 1to 1083 replaced: 1083 (bp)

Number of remaining original ORF nucleotides. 5': 0... 3" 0 (inclusive of stop codon)

B. Verification:
(x) Analytical PCR (provide copy of gel and indicate size marker)

Primer Primer sequenze Size of PCR-Fragment
Al A260 kanB ggatgtatgggctaaatg

A2 A261 kanC cctcgacatcatctgcecc

K1 A3200py2T300 CTGCTGCGGAACTTATCC A2-K1 (531bp)

K2 A3210PY2P439 ccgagctcCCGAACCAGGTGATCAGC | A1-K2 (578bp)

PROVIDE PICTURE OF GEL

0,9 kb
0,8 kb
06kb —

n-Term c-Term
(578bp) (531bp)
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DATA DOCUMENTATION SHEET 6

A. Identification of gene replacement strategy
B. Verification of gene replacement

Origin

A. Identification of gene
1) Label: HNB167

2) Strain background: W303-1A
3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 ste50::ura3:Myc-
nste50FAR::KAN ssk1::kan

Created one

1) Label: HNB218

2) Strain background: W303-1A

3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 ste50::ura3:: Myc-
nste50FAR::KAN sskl::kan opy2::loxp-HIS3-loxP

4) Systematic name of ORF: YPRO75C OPY2 on chromosome XVI .......c.ccviiiiiiiiiiiiiininnnns

Chromosomal coordinates: 696816 to 695734 size of ORF: 1083............... (bp)

A. Replacement Strategy:

( xX) SFH-PCR () LFH-PCR () cloned replacement cassette
Replacement marker: loxP-HIS3 loxP Position and number of bp replaced from
ORF (A of ATG = 1). From 1to 1083 replaced: 1083 (bp)

Number of remaining original ORF nucleotides. 5': 0... 3" 0 (inclusive of stop codon)

B. Verification:
(x) Analytical PCR (provide copy of gel and indicate size marker)

Primer Primer sequenze Size of PCR-Fragment
Al A260 kanB ggatgtatgggctaaatg

A2 A261 kanC cctcgacatcatctgcecc

K1 A3200py2T300 CTGCTGCGGAACTTATCC A2-K1 (531bp)

K2 A3210PY2P439 ccgagctcCCGAACCAGGTGATCAGC | A1-K2 (578bp)

PROVIDE PICTURE OF GEL

0,9 kb
0,8 kb
06kb —

n-Term c-Term
(578bp) (531bp)
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DATA DOCUMENTATION SHEET 7

A. Identification of gene replacement strategy
B. Verification of gene replacement

Origin

A. Identification of gene
1) Label: HF894

2) Strain background: W303-1A
3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trpl his3-11 ade2 can1-100 hogl::TRP1

Created one

1) Label: HNB204

2) Strain background: W303-1A

3) Genotype: MATa leu2-3,112 ura3-1 trp1 his3-11 ade2 can1-100 hogl::TRP1
opy2::loxp-HIS3-loxP

4) Systematic name of ORF: YPRO75C OPY2 on chromosome XVI ............ccvvuunnn.
Chromosomal coordinates: 696816 to 695734 size of ORF: 1083.........

A. Replacement Strategy:

( xX) SFH-PCR () LFH-PCR () cloned replacement cassette
Replacement marker: loxP-HIS3 loxP Position and number of bp replaced from
ORF (A of ATG = 1). From 1to 1083 replaced: 1083 (bp)

132

Number of remaining original ORF nucleotides. 5': 0... 3" 0 (inclusive of stop codon)

B. Verification:
(x) Analytical PCR (provide copy of gel and indicate size marker)

Primer Primer sequenze Size of PCR-Fragment
Al A260 kanB ggatgtatgggctaaatg

A2 A261 kanC cctcgacatcatctgcecc

K1 A3200py2T300 CTGCTGCGGAACTTATCC A2-K1 (531bp)

K2 A3210PY2P439 ccgagctcCCGAACCAGGTGATCAGC | A1-K2 (578bp)

PROVIDE PICTURE OF GEL

09kb — ¥

0,8 kb ¢
06kb —

n-Term c-Term
(578bp) (531bp)
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DATA DOCUMENTATION SHEET 8

A. Identification of gene replacement strategy
B. Verification of gene replacement

Origin

A. Identification of gene
1) Label: HF750

2) Strain background: MR12
3) Genotype: MATa leu2::hisG; ura3-52; leu2::FLO11lacZ-LEUZ2::leu2

Created one

1) Label: HNB287

2) Strain background: MR12

3) Genotype: MATa leu2::hisG; ura3-52; leu2::FLO11lacZ-LEUZ2::leu2 TRP1
opy2::loxp-HIS3-loxP

4) Systematic name of ORF: YPRO75C OPY2 on chromosome XVI .......ccccuviiiiiiinninnnnnnnnns
Chromosomal coordinates: 696816 to 695734 size of ORF: 1083......c.eneee. (bp)

A. Replacement Strategy:

( xX) SFH-PCR () LFH-PCR () cloned replacement cassette
Replacement marker: loxP-HIS3 loxP Position and number of bp replaced from
ORF (A of ATG = 1). From 1to 1083 replaced: 1083 (bp)

Number of remaining original ORF nucleotides. 5': 0... 3" 0 (inclusive of stop codon)

B. Verification:
(x) Analytical PCR (provide copy of gel and indicate size marker)

Primer Primer sequenze Size of PCR-Fragment
Al A260 kanB ggatgtatgggctaaatg

A2 A261 kanC cctcgacatcatctgcecc

K1 A3200py2T300 CTGCTGCGGAACTTATCC A2-K1 (531bp)

K2 A3210PY2P439 ccgagctcCCGAACCAGGTGATCAGC | A1-K2 (578bp)

PROV? PICTURE OF GEL
™~

0,9 kb
0,8kb —
06kb —

v

[
n-Term c-Term
(578bp) (531bp)
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Anhang 9

Plasmidkarten der nste50FAR Plasmide

Plasmidkarte von ENB71. Der ORF von nste50FAR wurde mittels in vivo Rekombination
an den recl und rec2 Regionen eingefiigt.

T3GAL1
N

\ |
amp e nSte50FAR
pGREG526nSTE50FAR

lo: %7
_em 8480 bps

4000 ka%
\

]

R~

Plasmidkarte von ENB111. Der GAL-Promotor von pGREG526 (EWK75) wurde durch den

STE50 Promotor (ELS383) aus durch Restriktion mit Sacl/Spel und anschliessender
Ligation ersetzt.

p52650pnSTE5S0EAR
9155 bps

STES50'
"RAS2

cyel [T
IoxP el

ky

Nael Pacl
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Plasmidkarte von ENB187. Der STE50 Terminator (419bp) wurde mittels in vivo
rekombination hinter die loxP-kan MX-loxP Kasette eingefligt. Das Plasmid ENB111
wurde hierfir mit Nael linearisiert. Zur Integration ins Hefe Genom wurde der Plasmid

mit Sacl/XmnI geschnitten.
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ABKURZUNGEN

AD Aktivierungsdomane

ADE Adenin

Amp Ampicillin

APS Ammoniumpersulfat

3-AT 3-Amino-1H-1,2,4-triazole

BCIP Brom-Chlor-Indolylphosphat

bP Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

CEN Centromer

CIP Calf Intestine alkaline Phosphatase
CcAMP zyklisches Adenin- Monophosphat
DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EtBr Ethidiumbromid

FRE Filamentous response element
GAP GTPase activating protein

GEF Guanine nucleotide exchange factor
GST Gluthation-S-Transferase

h Stunde

HIS Histidin

HMW High-Molecular-Weight

HOG High osmolarity glycerol

kb Kilobasen

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilodalton

LB Luria-Bertani-Medium fur E. coli
LEU Leucin

M, mM, uM Molar, Millimolar, Mikromolar
MAPK Mitogen-activated protein kinase
MgCl, Magnesiumchlorid

MgSO0, Magnesiumsulfat

min Minute

ml, |, pl Milliliter, Liter, Mikroliter

NaCl Natriumchlorid

Na,HPO, Dinatriumhydrogenphosphat
NaH,PO, Natriumdihydrogenphosphat
NaOH Natriumhydroxid

NBT Nitro-Blue-Tetrazoliumchlorid
oD Optische Dichte

ONPG 2-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid
ORF Open reading frame

PBS Phosphate-Buffered Saline

PCR Polymerase Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

pH potentia Hydrogenii (Saurestarke)
PRE pheromone response element
RAD Ras association domain

RbCl, Rubidiumchlorid
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rpm rounds per minute (Umdrehungen pro
Minute)

SC Synthetic Complete

SD Synthetisches Medium

SDS Natrium-Dodecylsulfat

STRE stress response element

TEMED N, N, N", N’, Tetramethylethylendiamin

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TRP Tryptophan

URA Uracil

Wt Wildtyp

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-
Galaktopyranosid

YEPD Hefe-Vollmedium

YNB Yeast nitrogen base
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