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1 EINLEITUNG

Ein wesentliches Merkmal der eukaryontischen Zellen ist die Unterteilung in
verschiedene membranumschlossene Reaktionsraume, die es der Zelle erlaubt,
spezialisierte physiologische Reaktionen ohne gegenseitige Beeinflussung auf
engem Raum zu trennen. Maldgeblich fur die Identitat eines jeden Kompartiments
ist seine Proteinzusammensetzung; es existiert eine komplexe Sortierungsma-
schinerie, welche die im Zytoplasma synthetisierten Proteine an ihre Bestim-
mungsorte bringt. Viele Proteine besitzen Sortierungssignale, die eine spezifische
Lokalisation vermitteln. Die Existenz solcher Signale konnte inzwischen flr
verschiedene Kompartimente nachgewiesen werden, z.B. flir den nuklearen
Import (Dingwall und Laskey, 1991), fUr den Transport in Peroxisomen
(Subramani, 1993) und den Proteinimport in Mitochondrien (Bedwell et al., 1989).
Die Zelle vermag jedoch noch mehr zu leisten, als den Verbleib von Proteinen an
ihrem Zielkompartiment zu garantieren: Die Lokalisation von Proteinen kann
dynamisch verandert werden. So wird z.B. die Aktivitat von Oberflachenproteinen
wie Rezeptoren, Transporter und Kanale durch eine rasche Aufnahme von der
Plasmamembran reguliert. Im Falle der signalvermittelnden Rezeptorproteine wird
es der Zelle dadurch ermdglicht, zurick in einen unstimulierten Zustand zu
gelangen. Die aufgenommenen Rezeptoren werden entweder im Lysosom
abgebaut oder werden wiederverwendet, indem sie erneut zur Plasmamembran
transportiert werden.

Grundprinzipien des vesikuldren Proteintransports

Die membranumschlossenen Organellen des endo- und exozytischen Systems
tauschen fortwahrend Material Uber Transportvesikel aus, die an der Donor-
membran durch Knospung und Abschnirung entstehen. Dazu dienen Hull-
proteine, die an der zytoplasmatischen Seite der knospenden Membran binden.
Sie sind auch verantwortlich fir die Selektion der zu transportierenden Proteine,
indem sie direkt oder indirekt mit ihnen interagieren (Schekman und Orci, 1996).
Drei Klassen von Hullen wurden identifiziert: Clathrin, COPI und COPII (Cosson
und Letourneur, 1997; Pishvaee und Payne, 1998; Schmid, 1997). Lésen sich
diese Hullen auf, so werden die Vesikel kompetent zur Fusion mit der Ziel-
membran. Wie kann gewahrleistet werden, dass Vesikel ihr Zielkompartiment mit
hoher Spezifitdt erkennen? Laut der SNARE-Hypothese (Sdliner, 1995; Wood-
man, 1997) wird dies durch die spezifische Interaktion von Proteinen der beteilig-
ten Membranen erreicht. Ein membrangebundenes SNARE (,SNAP receptor
protein®) in der Vesikelmembran (v-SNARE) und der Zielmembran (t-SNARE)
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bilden einen Komplex vor der Membranfusion. An dieser Komplexbildung sind
weitere |6sliche Proteine beteiligt, NSF (,NEM-sensitive fusion protein“) und
SNAPs (,soluable NSF attachment proteins®), Mitglieder der Sec1-Familie (Yang
et al., 2000) und Ypt/Rab-GTPasen (Novick und Zerial, 1997). In der Hefe S.
cerevisiae, deren Genom vollstandig sequenziert vorliegt, reicht die Anzahl der
identifizierten v- und t-SNAREs aus, um die Spezifitat aller vesikularen Transport-
schritte zu vermitteln (Holthuis et al., 1998). Neuere Erkenntnisse weisen jedoch
darauf hin, dass SNAREs nicht allein flr die Spezifitdt der Fusionsereignisse
verantwortlich sein kdnnen: Die Bildung von SNARE-Paaren kann promisk sein
(Yang et al., 1999), und ein einzelnes v-SNARE kann mit verschiedenen
t-SNAREs interagieren (von Mollard et al., 1997). Da verschiedene Rab-GTPasen
unterschiedlichen Membrankompartimenten zugeordnet werden kénnen (Simons
und Zerial, 1993), wurde ihnen die entscheidende Rolle bei der spezifische
Membranfusion zugeschrieben. Dieses Konzept wurde in Frage gestellt durch die
Beobachtung, dass ein einziges chimares Rab-Protein an verschiedenen Trans-
portschritten wirken kann (Brennwald und Novick, 1993; Dunn et al., 1993). Es ist
also sehr wahrscheinlich, dass weitere Faktoren zur Spezifitat der Membranfusio-
nen beitragen. Dies sind mdglicherweise Anheftungsfaktoren, welche vor der
eigentlichen SNARE-Interaktion Membranen verbinden. Es handelt sich um
|6sliche periphere Membranproteine, die mit integralen Membranproteinen
interagieren mussen und evolutionar nicht verwandt sind (Waters und Pfeffer,
1999).

Proteintransportwege in die Vakuole

Die Vakuole der Hefezelle ist ein saures Organell zum Abbau von Proteinen und
Makromolekuilen. Sie dient aulRerdem als Reservoir fur Aminosauren, fur kleine
lonen wie Ca®*, fir Polyphosphate und spielt eine wichtige Rolle fur die Osmore-
gulation und lonenhomoostase. Wie das homologe Organell der Saugerzellen,
das Lysosom, ist die Vakuole der Endpunkt von zusammenlaufenden Transport-
wegen (Abb. 1). Sie erhalt Proteine von der Zelloberflache, vom Golgi-Apparat
und vom Zytoplasma. Inzwischen konnten Uber 50 Proteine identifiziert werden,
die fur die korrekte Lokalisation von vakuolaren Proteinen benétigt werden (Bryant
und Stevens, 1998; Conibear und Stevens, 1998; Raymond et al., 1992a).
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End4
4 Endozytose

Abb. 1: Vakuolare Proteintransportwege der Backerhefe S. cerevisiae. Dargestellt sind vier Wege, auf
denen Proteine zur Vakuole gelangen kénnen: Im CPY-Weg gelangen Proteinen vom spaten Golgi
Uber ein pravakuolares Kompartiment (PVC, ,pre-vacuolar compartment®) zur Vakuole. Der ALP-Weg
als alternative Route umgeht das PVC. Proteine der Plasmamembran kénnen durch Endozytose
aufgenommen werden und gelangen ebenfalls Uber das PVC in die Vakuole. Der CVT-Weg (,cy-
toplasm-to-vacuole targeting®) umfasst die direkte Aufnahme von Proteinen aus dem Zytoplasma und
kann in die Autophagozytose und einen biosynthetischen Weg unterteilt werden. Rote Blécke deuten
Transportschritte an, fur welche die genannten Proteine benétigt werden.

Der CPY-Weg

Der CPY-Weg erhielt seinen Namen nach einem wichtigen Modellprotein flr
vakuolaren Transport, der Carboxypeptidase Y (CPY). Es handelt sich hierbei um
eine |6sliche vakuolare Hydrolase, die auf ihnrem Weg zur Vakuole das Endoplas-
matische Reticulum (ER), den Golgi-Apparat und ein endosomales Kompartiment
durchlauft (Abb. 1). Bei der Wanderung des Proteins entlang dieses Weges
erfahrt es posttranslationale Modifikationen wie Glykosylierung und proteolytische
Spaltung, die charakteristisch sind fur jedes durchlaufene Kompartiment (Stevens
et al., 1982). Diese einfach zu unterscheidenden Formen haben es ermdglicht,
eine Skizze des CPY-Transportweges zu entwerfen. Im letzten definierbaren
Kompartiment des Golgi-Apparats, dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN) (Graham und
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Emr, 1991) erfolgt die Abtrennung vom sekretorischen Weg Uber einen Rezeptor-
und Sortierungssignal-vermittelten Prozess: Der membrangebundene CPY-
Rezeptor, Vps10 (,vesicular protein sorting®), bindet an CPY, und beide Proteine
werden in spezifische Transportvesikel verpackt. Dabei spielt Clathrin wahrschein-
lich eine Rolle, denn sowohl Mutationen in Clathrin selbst als auch in Vps1, einer
Komponente der Clathrinhille, bewirken die Fehllokalisation von CPY zur Plas-
mamembran (Nothwehr et al., 1995; Seeger und Payne, 1992). Ziel der
Transportvesikel ist das pravakuolare Kompartiment (PVC, ,pre-vacuolar com-
partment). Fir die Fusion der Membranen wird ein SNARE-Komplex bendtigt,
dessen Komponenten inzwischen weitgehend identifiziert werden konnten,
darunter Pep12/Vps6 (t-SNARE), Vps21/Ypt51 (rab) und Vps45, ein Seci-
homologes Protein (Cowles et al., 1994; Horazdovsky et al., 1994; Piper et al.,
1994; Singer-Kruger et al., 1994). Nach der Membranfusion kann das I6sliche
Protein von seinem Rezeptor abdissoziieren. Fir den CPY-Rezeptor, Vps10,
wurde gezeigt, dass er in einem Kreislauf zurick zum trans-Golgi Netzwerk
wandern kann, wo er fur weitere Transportschritte bereitsteht (Marcusson et al.,
1994; Westphal et al., 1996).

Das spate, endosomale bzw. pravakuolare Kompartiment ist der Schnittpunkt
zwischen CPY- und endozytischem Weg. Es ahnelt mdglicherweise den spaten
Endosomen oder pra-Lysosomen von Saugerzellen. Der Uberzeugenste Hinweis
fur die Existenz dieses Kompartiments in Hefe ergibt sich aus der Studie von
sogenannten ,class E“-vps-Mutanten. Alle 13 Mutanten dieser Klasse zeigen eine
Struktur nahe der Vakuole, das sogenannte ,Class E-compartment, das im
elektronenmikroskopischen Bild als ein gekrimmter Stapel zisternaler Membranen
erscheint (Babst et al., 1997). In dieser Struktur haufen sich sowohl endozytierte
als auch vakuolare Proteine an (Davis et al., 1993; Raymond et al., 1992a). Dieser
Phanotyp wird dahingehend interpretiert, dass diese Vps-Proteine den Austritt der
zu transportierenden Proteine aus dem PVC regulieren. Ist der Transport blo-
ckiert, haufen sich Proteine und Membranen in einem abweichenden Organell an,
das eine vergrolRerte Variante des PVC von Wildtypzellen ist. Wahrscheinlich
handelt sich bei dem class E-compartment um ein funktionales Transportzwi-
schenprodukt: In einer vps27-Nullmutante kolokalisieren die vakuolare ATPase-
Untereinheit Vph1, der CPY-Rezeptor Vps10 und der endozytierte Pheromonre-
zeptor Ste3 im PVC (Piper et al., 1995). In einer konditionalen vps27tS-Mutante
bildet sich das Kompartiment rasch bei nicht-permissiver Temperatur. Wird die
Vps27-Funktion wiederhergestellt, so nehmen die Proteine ihren unterbrochenen
Weg wieder auf.



Einleitung Seite 11

Der ALP-Weg

Nicht alle vakuolaren Proteine werden durch vps-Mutanten der Klasse E in ihrem
Transport behindert: Die alkalische Phosphatase (ALP), ein Membranprotein, wird
weiterhin in die Vakuole befdrdert, auch bei zusatzlicher Blockierung des spaten
sekretorischen Weges (Cowles et al., 1997b; Piper et al., 1997; Raymond et al.,
1992a). Interessant ist die Tatsache, dass auch das vakuolare t-SNARE Vam3
dem ALP-Weg folgt (Piper et al., 1997). Diese beiden Proteine missen im Golgi in
eine andere Klasse von Transportvesikeln verpackt werden. Notwendig ist dazu
ein Signal im zytosolischen C-Terminus von ALP (Nothwehr et al., 1993) sowie ein
AP-3-Adapterkomplex (Cowles et al., 1997a). Der AP-3-Komplex in Saugerzellen
ist verwandt mit den AP-1- und AP-2-Clathrinkomplexen, die auf Tyrosin basie-
rende Sortierungssignale von Rezeptormolekilen binden und sie in Clathrin-
umhdillte Vesikel einbeziehen (Marks et al., 1996). AP-3 kann allerdings nicht
zusammen mit Clathrin-umhullten Vesikeln aufgereinigt werden und ist mogli-
cherweise mit anderen Proteinen assoziiert, die eine Hulle bilden.

Der CVT-Weg

Ein Beispiel flir den direkten Transport vom Zytoplasma in die Vakuole (,cy-
toplasm-to-vacuole targeting“) stellt die Aminopeptidase | (API) dar. Wie viele
andere vakuolaren Hydrolasen wird API als inaktive Praform synthetisiert, die
durch einen Pep4-abhangigen Prozess in die reife Form Uberflhrt wird (Scott et
al., 1997). Der Transport sowohl von CPY als auch ALP wird in Mutanten mit
Block im frihen sekretorischen Weg verhindert (Stevens et al., 1982), entweder
durch Blockade des Transports zwischen Golgi und ER oder innerhalb des Golgi-
Apparats. Dies ist jedoch nicht der Fall fir API (Klionsky et al., 1992). Stattdessen
werden zum Transport von APl Komponenten des Autophagozytose-Weges
bendtigt (Scott et al., 1997), Uber den als Antwort auf Hungerbedingungen grol3e
Mengen an intrazellularem Protein in der Vakuole abgebaut werden.

Sekretion

Von l6slichen Proteinen wird angenommen, dass sie ohne spezifisches Sortie-
rungssignal am frans-Golgi in sekretorische Vesikel verpackt und so zur Plasma-
membran transportiert werden. Hinweise hierauf lieferte die Analyse von CPY, die
bei Uberproduktion oder bei Zerstérung des Sortierungssignals fir den CPY-Weg
zur Oberflache gelangt (Stevens et al., 1986). Membrangebundene Golgiproteine
werden jedoch bei Uberproduktion generell in die Vakuole transportiert (Chang
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und Fink, 1995; Roberts et al., 1992). Membranproteine bendtigen also eventuell
spezifische Signale, damit sie zur Zelloberflache transportiert werden, aber nicht,
um uber den CPY-Weg in die Vakuole zu gelangen. Solche definierten Signale
konnten noch nicht charakterisiert werden. Allerdings scheint die Lange von
Transmembranhelices einen Einfluld auf die Lokalisation auszuuben. Fur eine
Lokalisation an der Plasmamembran werden langere Helices bendtigt als fir den
Transport zur Vakuole (Rayner und Pelham, 1997). Mdglicherweise existieren
auch mehrere verschiedene Signale, die in verschiedene sekretorische Wege
munden: In Mutanten, die defekt sind in der Fusion der sekretorischen Vesikel mit
der Plasmamembran (sec?1, sec4 oder sec6), haufen sich zwei biochemisch
unterscheidbare Arten von Vesikel an (Harsay und Bretscher, 1995).

Endozytose: Der ABC-Transporter Ste6 als Modellprotein

Proteine der Plasmamembran kénnen durch Endozytose wieder aufgenommen
werden und gelangen schlie3lich ins Lysosom bzw. in die Vakuole, wo ihr Abbau
erfolgt. Ein gut verstandener endozytischer Prozess ist die Clathrin-abhangige
Endozytose (Schmid, 1997), bei dem Markerproteine anfanglich in Einstllpungen
der Plasmamembran erscheinen, die als ,coated pits“ bezeichnet werden. Diese
Einstilpungen sind auf der zytoplasmatischen Seite mit einer Clathrin-Hulle
Uberzogen. In vielen Fallen konnte gezeigt werden, dass Rezeptoren durch eine
Interaktion mit Clathrin-Adapterproteinen in den ,coated pits“ konzentriert werden
(Pearse und Robinson, 1990). In der Hefe kann die Endozytose mit Farbstoffen
wie FM4-64 (Vida und Emr, 1995) verfolgt werden, und die Rezeptor-vermittelte
Endozytose kann mit den Pheromon-Rezeptoren Ste2 und Ste3 studiert werden.
Mit Hilfe von Ste3 als Modell konnte gezeigt werden, dass eine liganden-
unabhangige einer liganden-induzierten Endozytose gegenlbersteht. In beiden
Fallen gelangt das Protein in die Vakuole, wo es abgebaut wird (Davis et al.,
1993). Diese beiden Formen der Endozytose scheinen sich mechanistisch zu
unterscheiden. Studien an einem weiteren von der Plasmamembran endozytierten
Protein lieferten Hinweise auf die Mechanismen, die die Endozytose steuern.
Dieses Ste6-Protein gehort zur Familie der ABC-Transporter und wird fur die
Sekretion des Paarungspheromons a-Faktor bendtigt (Kuchler et al., 1989;
McGrath und Varshavsky, 1989). Das Protein besteht aus zwei homologen
Halften aus jeweils sechs Transmembrandomanen und einer hochkonservierten
Nukleotidbindungsdomane (NBD1 bzw. 2, Abb. 2). Ein ste6-Deletionsstamm
produziert zwar reifen a-Faktor, ein stark hydrophobes und farnesyliertes Dodeka-
peptid von 1,6 kDa, kann diesen aber nicht sekretieren. Der Deletionsstamm ist
deshalb steril. Die genaue Funktionsweise von Ste6 ist jedoch noch unklar.
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NBD 1 NBD 2
\ 4
A-Box | E-Box '
D-Box

Abb. 2: Vorhergesagte Membrantopologie des ABC-Transporters Ste6 und der Linker-Region,
welche die beiden homologen Halften des Proteins verbindet.

Die Famlie der ABC-Transporter umfasst viele Membranproteine, die sowohl in
Prokaryonten als auch in Eukaryonten anzutreffen sind (Higgins, 1992). Typisch
fur ABC-Transporter ist eine hochkonservierte ATP-Bindungskassette (Abb. 2).
Prominente eukaryontische Vertreter der ABC-Familie sind die MDR- und die
CFTR-Proteine. MDR-Proteine sind verantwortlich fur das Phanomen der ,mul-
tidrug resistance®, einer breitgefacherten Resistenz gegen zytotoxische Substan-
zen, die weder eine ahnliche Struktur noch gleiche intrazellulare Wirkorte aufwei-
sen (Gottesman und Pastan, 1993). Dieses Phanomen bereitet gro3e Probleme
bei der Chemotherapie von Krebserkrankungen. Die enge Verwandtschaft des
a-Faktor-Transporters Ste6 zu ABC-Transportern in Saugern wird belegt durch
den Befund, dass der Paarungsdefekt in einem ste6-Deletionsstamm durch die
Expression des mdr3-Gens der Maus komplementiert werden kann (Raymond et
al., 1992b). Somit stellt Ste6 ein ideales Modell zur Untersuchung eukaryontischer
ABC-Transporter dar. Ein Defekt im humanen CFTR-Protein fuhrt zu einer der
haufigsten Erbkrankheiten, der Zystischen Fibrose (CF). Die haufigste Mutation ist
eine Deletion von Phenylalanin 508, die zu einer temperaturbedingten Misslokati-
on des CFTR-Proteins und damit zum Funktionsverlust flihrt (Denning et al.,
1992). Das CFTR-Protein besitzt eine Chlorid-Kanalfunktion. AuRerdem gehdéren
verschiedene prokaryontische Permeasen wie HlyB, OppD, HisP und MalK zur
Familie der ABC-Transporter.

Aus der Funktion von Ste6 als a-Faktor-Transporter kdnnte man auf eine Lokali-
sation in der Plasmamembran schlie3en, dies ist jedoch nicht der Fall. In Fraktio-
nierungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Lokalisation von Ste6
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nicht mit der Lokalisation des Plasmamembran-Proteins Pma1 (Serrano et al.,
1986) Ubereinstimmt. Auch Immunfluoreszenzexperimente deuten darauf hin,
dass Ste6 hauptsachlich mit internen Membransystemen assoziiert vorliegt
(Koélling und Hollenberg, 1994). Diese Tatsache schliel3t jedoch eine transiente
Lokalisation von Ste6 an der Plasmamembran nicht aus. Tatsachlich hauft sich
Ste6 in den Endozytosemutanten end3 und end4 (Raths et al., 1993) in einer
ubiquitinierten Form an (Kolling und Hollenberg, 1994). Ste6 war das erste
Membranprotein der Hefe, fur das eine Ubiquitinierung nachgewiesen werden
konnte.

Ubiquitin ist ein hochkonserviertes Polypeptid mit einer Grélde von 76 Aminosau-
ren, das kovalent an das Substratprotein gebunden wird, indem eine Isopeptid-
bindung zwischen seinem C-terminalen Glycin und der e-Aminogruppe eines
Lysinrests geknupft wird. In der gleichen Weise kdbnnen an das bereits gebundene
Ubiquitin weitere Ubiquitinmolekile angefligt werden. Die Ubiquitin-Modifikation
spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation vieler zellularer Prozesse
(Hochstrasser, 1996). Sie dient u.a. als Markierung zum Abbau zytosolischer
Proteine Uber das 26S-Proteasom, einem komplex aufgebauten proteolytischen
Partikel (Hochstrasser, 1995; Jentsch und Schlenker, 1995). Die Ubiquitinierung
des Membranproteins Ste6 scheint ebenfalls dessen Halbwertszeit zu beeinflus-
sen, denn das sehr kurzlebige Protein mit einer Halbwertszeit von rund 15
Minuten (Kolling und Hollenberg, 1994) ist in einer Mutante, die Defekte in den
Ubiquitin-konjugierenden Proteinen Ubc4 und Ubc5 (Seufert und Jentsch, 1990)
aufweist, etwa dreifach stabilisiert (Kolling und Hollenberg, 1994). Anders als bei
I6slichen Proteinen, spielt das Proteasom jedoch keine Rolle beim Abbau von
Ste6, denn Mutationen in proteasomalen Untereinheiten haben keinen Einfluss
auf die Halbwertszeit des Proteins (Kolling und Losko, 1997). Stattdessen wird
Ste6 in der Vakuole abgebaut: Die proteolytische Aktivitat der Vakuole hangt zu
uber 90% von der Proteinase A (PrA) ab, die vom PEP4-Gen kodiert wird
(Ammerer et al., 1986; Woolford et al., 1986). Pulse-Chase-Experimente zur
Bestimmung der Halbwertszeit haben gezeigt, dass Ste6 in Apep4-Mutanten
praktisch nicht mehr abgebaut wird.

Die beiden homologen Halften von Ste6 sind durch eine 100 Aminosauren grolde
Linker-Region verbunden (Abb. 2), die den Namen ,D-Box“ fur ,destabilization-
box“ erhielt, weil sie ein Signal enthalt, welches die Ubiquitinierung und den
schnellen Umsatz von Ste6 vermittelt. Dieses Signal ist auch im Kontext eines
anderen Proteins funktional: eine C-terminale Fusion der D-Box an Pma1, die
Plasmamembran-ATPase, bewirkt deren Ubiquitinierung und Destabilisierung
(Kolling und Losko, 1997). Die geladenen Aminosauren der D-Box sind ungleich
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verteilt: Der N-terminale Bereich enthalt vorwiegend saure Aminosauren (,A-Box*
fur ,acidic box“), der C-terminale Bereich vorwiegend basische Aminosauren (,B-
Box“ fur ,basic box“). Eine Deletion der A-Box fuhrt zu einer starken Stabilisierung
und Lokalisation von Ste6 an der Plasmamembran bei gleichzeitigem Erhalt der
Proteinfunktion. Die A-Box enthalt ein Sequenzmotiv ,DAKTI®, welches dem
vermuteten Endozytosesignal des o-Faktor-Rezeptors Ste2, ,DAKSSY, ahnelt
(Rohrer et al., 1993). Tatsachlich fuhrt eine Deletion der DAKTI-Sequenz zu einer
Stabilisierung von Ste6. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass der Ubiquitinie-
rungsgrad der Ste6-Varianten umgekehrt proportional zur Destabilisierung ist: Flr
die stabilste Variante, AA-Box-Ste6, ist keine Ubiquitinierung nachzuweisen
(Kolling und Losko, 1997).

Die beschriebenen Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Ubiquitinierung
von Ste6 ein Aufnahmesignal darstellt. Inzwischen wurde fur verschiedene
Membranproteine aus Hefe und Saugerzellen ein Zusammenhang zwischen
Ubiquitinierung und Endozytose gezeigt, darunter Transporter, ein lonenkanal und
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Die rasche Aufnahme von aktivierten Rezepto-
ren ist notwendig, damit die Zelle zurtick in einen unstimulierten Zustand gelangen
kann. So wird zum Beispiel der o-Faktor-Rezeptor Ste2 nach Ligandbindung
rasch aufgenommen und in der Vakuole abgebaut (Hicke und Riezman, 1996).
Die Untersuchungen zur Endozytose der Rezeptorproteine erbrachte einen
Hinweis auf die Regulation der Ubiquitinierung. Es zeigte sich, dass die Bindung
von o-Faktor nicht nur zu einer Ubiquitinierung von Ste2, sondern auch zu einer
Phosphorylierung fuhrt; beide Modifikationen sind notwendig fur die Endozytose
(Hicke und Riezman, 1996; Hicke et al., 1998). Dies deutet darauf hin, dass die
Ubiquitinierung mdglicherweise durch Phosphorylierung positiv reguliert wird.
Inzwischen ist bekannt, dass auch Ste6 phosphoryliert wird (R. Kolling, persoén-
liche Mitteilung).

Es ist weder bekannt, wie die Ubiquitinierung von Ste6 gesteuert wird, noch wie
die spezifische Aufnahme des ubiquitinierten Proteins erfolgt. Es mussen jedoch
Faktoren existieren, die mit ubiquitinierten Proteinen interagieren: Eine Kinase,
eine Ubiquitin-Ligase sowie Komponenten eines Mechanismus, der letztlich die
Aufnahme der Proteine in die Vakuole vermittelt. Ziel dieser Doktorarbeit sollte es
deshalb sein, Faktoren zu identifizieren, die mit Ste6 interagieren. Hierzu sollte
das Two Hybrid-System Verwendung finden, bei dem sich Protein-
Wechselwirkungen durch die Aktivierung von Reportergenen bemerkbar machen.
Aulerdem sollte ein mdglichst effektives Screening-Verfahren entwickelt werden,
um bislang unbekannte Faktoren zu entdecken, welche den Umsatz von Ste6
beeinflussen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Stamme und Medien

2.1.1 Bakterienstimme

Tab. 1: Escherichia coli (E. coli)

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
DH50F’ F'(® 80 (AlacZ) M15) A(lacZYA-argF) U169 recA1 Gibco BRL,
endA1 hsdR17 rk'mk+supE44 thi-1 gyrA relA1 Gaithersburg MD, USA
(Woodcock et al., 1989)
XL1-Blue F'::Tn10 proA'B" laclq A(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96 (Bullock et al., 1987)

(Nalr) thi hsdR17 (rm\’) supE44 relA1 lac

2.1.2 Medien und Anzucht von E. coli

Vollmedium (LB):

1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl

Zur Selektion plasmidhaltiger Zellen wurde dem Medium nach dem Autoklavieren
50 ug/ml Ampicillin zugesetzt (LB-Amp).

Feste Nahrmedien enthielten zusatzlich 2% Agar, die Anzucht erfolgte bei 37°C.

2.1.3 Hefestamme

Tab. 2: Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

Stamm Genotyp Quelle/Referenz
#28 MATa  his1 R. Kélling, Disseldorf
#29 MATa  his1 R. Kélling, Diisseldorf
HF7c MATa  ura3-52 his3A-200 ade2-101 lys2-801 trp1-901 (Feilotter et al., 1994)
leu2-3,112 gal4-542 gal80-538 LYS2::GAL1yas -
GAL1 TATA-HI83 URA3.'.'GAL417mers(X3)—CyC 1 TATA™
lacZ
JD52 MATa  ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 J. Dohmen, Dusseldorf
JD53 MATo  ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 J. Dohmen, Disseldorf
PJ69-4A MATa  trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4A gal80- (James et al., 1996)
538 LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-
lacZ
RH268-1C MATa  bar1-1 leu2 his4 ura3 end4® (Raths et al., 1993)
RKY0901 MATa  ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 R. Kélling, Dusseldorf

STE6-lacZ::TRP1
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RKY0959 MATa  ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 R. Kélling, Dusseldorf

Aste6::LEU2

RKY0975 MATa  ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 R. Kélling, Diisseldorf
Apep4::HIS3

RKY1001 MATa  ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 R. Kélling, Dusseldorf
Aste6::HIS3

RKY1203  MATa  ura3-52 his3-A200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801  R. Kélling, Diisseldorf
Aste6::HIS3 end4™

RKY1427 MATa  ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp14-63 lys2-801 R. Kélling, Dusseldorf
Aste6::HIS3 Apep12::URA3

Tab. 3: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Hefestdmme; soweit nicht anders genannt, beruhen
alle Stdmme auf dem Wildtyp-Stamm JD52

Stamm Genotyp

RKY1039 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 ste6::GAL1p-STEG c.myc)

RKY1050 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 ste6::GAL1p-STE6 c.myc)
suc2::[TRP1 CUP1p-STE6-HIS3]

RKY1053 MATa ura3 trp1 Aste6::HIS3 end4” his3 leu2 gal suc2::[TRP1 CUP1p-STE6-HIS3];
beruht auf RH268-1C

RKY1241 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Aste6::HIS3 Abem3::LEU2
RKY1242 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Aste6::HIS3 Aygl211c::LEU2
RKY1243 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Aste6::HIS3 Ayni201c::LEU2
RKY1285 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 ste6::GAL1p-STE6 c.myc) cir’

RKY1392 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 ste6::GAL1p-STEG c.myc)
suc2::[kan” CUP1p-STE6-HIS3] cir'

RKY1393 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 ste6::GAL1p-STE6c.myc)
suc2:[kan’ CUP1p-STE6-HIS3] cir’

RKY1452 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 MOS1-13myc kanMX
RKY1490 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 snf7-13myc kanMX
RKY1509 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Amos1::kan
RKY1510 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Asnf7::HIS3

RKY1511 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Avps4::HIS3

RKY1517 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Avps4.::HIS3 MOS1-13myc
kanMX

RKY1518 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Avps4::HIS3 snf7-13myc
kanMX

RKY1582 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1-A63 lys2-801 Apep4.::URA3 ste6::GAL1p-
STE6(c.mye) Suc2::[kan” CUP1p-STE6-HIS3] cir"

RKY1590 MATa ura3-52 his3A-200 leu2-3,112 trp1A-63 lys2-801 Amos2::HIS3
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2.1.4 Medien und Anzucht von Hefestammen

Vollmedium (YEPD): 1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Kohlenstoffquelle
synthetisches Minimal- 0,67% Yeast Nitrogen Base w/o Aminoacids, 2%
medium (SM): Kohlenstoffquelle

Aminosauren und Basen wurden wie folgt zugege-

ben:

Casein-Hydrolysat 1%

Ura, Ade, His, Trp, 30 pg/ml

Met, Lys, Leu

Als Kohlenstoffquellen wurden 2% Glukose, 2% Raffinose oder 2% Galaktose mit
0,2% Glukose verwendet. Feste Nahrbdden enthielten zusatzlich 2% Agar. Zur
Selektion auf plasmidhaltige Zellen wurde die entsprechende Aminosaure oder
Base dem Medium nicht zugesetzt. Zur Selektion auf Verlust eines Plasmids mit
URA3-Marker (ura-Zellen) wurden SM-Agarplatten verwendet, die 5,6 pg/ml
Uracil und 1 mg/ml 5-FOA enthielten (Boeke et al., 1984). Die Selektion auf
Geneticinresistenz erfolgte auf Vollmediumsplatten mit 200 ug/ml G418 (Longtine
et al., 1998).

Die Anzucht der Hefestamme erfolgte bei 30°C. Eine Ausnahme bildeten ts-
Stamme, die bei 25°C angezogen und gegebenenfalls 1-2 h bei ihrer nicht-
permessiven Temperatur von 37°C inkubiert wurden.

2.2 Plasmide

Tab. 4: Verwendete Plasmide; Alle GAL4-AD-Plasmide verfiigten Uber einen LEU2- und die GAL4-
BD-Vektoren Uber einen TRP1-Selektionsmarker.

Plasmid Quelle/Referenz Beschreibung
pBM272 (Johnston und Davis, S. cerevisiae 685 bp GAL 1-Promotorfragment

1984)
pBM743-PKC1 (Watanabe et al., Konstitutiv aktive Mutante von Pkc1 mit HA-Epitop unter
R398A::HA 1994) Kontrolle des GAL7-Promotors auf CEN/ARS-Vektor mit

URA3-Marker

pBM743- (Watanabe et al., Pkc1 mit HA-Epitop unter Kontrolle des GAL 7-Promotors
PKC1::HA 1994) auf CEN/ARS-Vektor mit URA3-Marker
pFA6a-13myc- (Longtine et al., 1998) Template fur die PCR-Amplifikation von Fragmenten zur
kanMX6 C-terminalen Markierung von Proteinen mit kan'-

Selektionsmarker
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pFA6a-3HA-
kanMX6

pFA6a-

HisMX6

pFA6a-
kanMX6

pFA6-KanMX4
pGAD-PKC1
pJDuP-15.2
pNKY51
pRK278
pRK296
pRK329

pRK599
pSE1111

pSE1112
pTD1
pUC18-.LEU2
pUC19-STE6
pVA3

pYKS2
YCplac111
YCplac22
YCplac33
YEp352-
PKC1::HA

YEplac112

YEplac181

(Longtine et al., 1998)

(Longtine et al., 1998)
(Longtine et al., 1998)

(Wach et al., 1994)

J. Heinisch,
Dusseldorf

J. Dohmen,
Dusseldorf

(Alani et al., 1987)

R. Kélling, Dusseldorf
R. Koélling, Disseldorf

R. Kélling, Disseldorf

R. Kélling, Dusseldorf

(Fields und Song,
1989)

(Fields und Song,
1989)

(lwabuchi et al., 1993)
R. Kélling, Disseldorf

(McGrath und
Varshavsky, 1989)

(Iwabuchi et al., 1993)
(Kuchler et al., 1993)

(Gietz und Sugino,
1988)

(Gietz und Sugino,
1988)

(Gietz und Sugino,
1988)

(Watanabe et al.,
1994)

(Gietz und Sugino,
1988)

(Gietz und Sugino,
1988)

Template fur die PCR-Amplifikation von Fragmenten zur
C-terminalen Markierung von Proteinen mit kan'-
Selektionsmarker

Template fur die PCR-Amplifikation von Fragmenten zur
Gendeletion mit S. pombe his5"-Selektionsmarker

Template fur die PCR-Amplifikation von Fragmenten zur
Gendeletion mit kan'-Selektionsmarker

E. coli Klonierungsvektor mit Disruptionskassette kanMX4
aus E. coli TN 903, flankiert von A. gossypii TEF-Promotor
und Terminator.

GAL4-AD-PKC1-Fusion im Two Hybrid-Vektor pGAD

PDC1p-LEU2d, 2, URAS3, Plasmid fur "Curing" von
endogenem 2p-Plasmid

Konstrukt zur Gendeletion bei wiederholter Verwendung
des URAS3 Selektionsmarkers

S. cerevisiae STEG6 in YCplac33 (URA3)

2u-Two Hybrid-Plasmid, tragt die mit einem
Haemagglutinin-Epitop markierte GAL4-
Aktivierungsdomane (GAL4-AD-HA)

2u Two Hybrid-Plasmid, tragt GAL4-Bindedoméane (GAL4-
BD)

STE6-GFP-Fusion im 2u-Vektor
GAL4-AD-SNF4-Fusion im Two Hybrid-Vektor pACT1

GAL4-BD-SNF1-Fusion im Two Hybrid-Vektor pAS1

GAL4-AD-T-Antigen-Fusion im Two Hybrid-Vektor
pGAD424

S.c. LEUZ in pUC18-Polylinker zur Konstruktion von
Disruptionsplasmiden

E. coli-Klonierungsvektor, der das chromosomale
S. cerevisiae 6,7 kb Sall-Fragment von STEG6 enthalt

GAL4-BD-p53-Fusion im Two Hybrid-Vektor pGBT9

URA3-markiertes 2u-Plasmid mit epitopmarkiertem
S. cerevisiae STE6-Gen. Das verwendete c-Myc-Epitop
befindet sich im ersten extrazellularen Loop von Ste6.

CEN/ARS Vektor mit LEU2 Selektionsmarker
CEN/ARS Vektor mit TRP1 Selektionsmarker
CEN/ARS Vektor mit URA3 Selektionsmarker

PKC1, mit HA-Epitop markiert, auf 2u-Vektor mit LEU2-
Marker

2u-Vektor mit TRP1 Selektionsmarker

2p-Vektor mit URA3-Selektionsmarker
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Tab. 5: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide

Plasmid Beschreibung

pRK328 Integrationsplasmid zur Konstruktion von Ste6-Fusionsproteinen, TRP1-Marker

pRK333 S. cerevisiae 320 bp STE6 PCR-Fragment (Primer #102+23) im Two Hybrid-Vektor
pRK329 (GAL4-BD-D-Box-Fusion)

pRK378 Auf pNKY51 basierendes Plasmid zum Ersetzen des chromosomalen STE6-Gens
durch ein GAL1p-STE®6 ..myc-Konstrukt, vor der Transformation zu schneiden mit
BamHI und Bglll

pRK381 S. cerevisiae 1,2 kb STE6 PCR-Fragment (Primer #174+23) im Two Hybrid-Vektor
pRK329 (GAL4-BD-NBD1-D-BOX-Fusion)

pRK395 Integrationsplasmid zur Einfihrung einer Cup1,-STE6-HIS3-Fusion am SUC2-Lokus,
vor der Integration mit Hpal zu schneiden; basiert auf pRK328

pRK400 BEMS3-Disruptionsplasmid, fir Integration mit Smal/EcoRV zu schneiden

pRK483 S. cerevisiae 1,2 kb STE6 PCR-Fragment (Primer #174+212) im Two Hybrid-Vektor
pRK329 (GAL4-BD-NBD1--Fusion)

pRK494 S. cerevisiae 1,2 kb PPH22 PCR-Fragment (Primer #174+212) im Two Hybrid-Vektor
pRK329 (GAL4-BD-PPH22 --Fusion)

pRK495 S. cerevisiae 2,6 kb YNL201c PCR-Fragment (Primer #215+216) im Two Hybrid-
Vektor pRK296 (GAL4-AD-YNL201c--Fusion)

pRK502 YNL201c-Disruptionsplasmid, fir Integration mit BamHI/Hindlll zu schneiden

pRK504 GAL1p-STE6.myc in YCplac33 (URA3)

pRK507 YGL211w-Disruptionsplasmid, fur Integration mit BamHI/Hindlll zu schneiden

pRK515 S. cerevisiae 3,5 kb PKC1 PCR-Fragment (Primer #213+219) im Two Hybrid-Vektor
pRK296 (GAL4-AD-PKC1--Fusion)

pRK517 S. cerevisiae 3,5 kb PKC1 R398A PCR-Fragment (Primer #213+219) im Two Hybrid-
Vektor pRK296 (GAL4-AD-PKC1 R398A--Fusion)

pRK566 S. cerevisiae 450 bp CUP1-Promotorfragment in YCplac22; Plasmid zur
kupferinduzierten Expression von Genen

pRK567 S. cerevisiae 1,8 kb Hindlll VPS4-Fragment in YEplac181

pRK577 S. cerevisiae 4 kb PKC1::HA-Fragment im Vektor pRK566

pRK578 S. cerevisiae 4 kb PKC1::HA R398A-Fragment im Vektor pRK566

pRK581 S. cerevisiae 800bp MOS1 PCR-Fragment (Primer #295+296) im Two Hybrid-Vektor
pRK329 (GAL4-BD-MOS1--Fusion)

pRK582 auf pFAG-KanMX4 basierendes Plasmid zur Integration von CUP1,-STE6-HIS3-kan' in
SUC2, vor Transformation zu schneiden mit Smal/Hpal

pRK584 PCR-generiertes S. cerevisiae 1,2 kb Hindlll/EcoRI YGR0O69w-Fragment (Primer
#297+298) in YEplac181

pRK585 PCR-generiertes S. cerevisiae 1,8 kb Hindlll/EcoRI SNF7-Fragment (Primer
#299+300) in YEplac181

pRK586 PCR-generiertes S. cerevisiae 3,8 kb Pstl/EcoRI VPS35-Fragment (Primer #301+309)
in YEplac181

pRK587 PCR-generiertes S. cerevisiae 1,4 kb Pstl/EcoRI MOS1-Fragment (Primer #303+304)
in YEplac181

pRK630 S. cerevisiae 741bp SNF7 PCR-Fragment (Primer #340+341) im Two Hybrid-Vektor

pRK329 (GAL4-BD-MOS1--Fusion)
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2.3 Genbanken

Verwendet wurde eine S. cerevisiae DNA-Bank mit chromosomalen Fragmenten
im 2u-Vektor YEp13 (Yoshihisa und Anraku, 1989). Zur Suche nach Proteininter-
aktionen mit Hilfe des Two Hybrid-Systems wurden drei Genbanken eingesetzt:
Eine cDNA-Bank im Lambdavektor AACT (Aktivierungsdomane) (S.J. Elledge,
pers. Mitteilung), eine cDNA-Bank der Firma Clontech (Matchmaker Two Hybrid
System) sowie eine Genbank mit chromosomalen Fragmenten (James et al.,
1996). Zur zufalligen Disruption und Markierung von Genen wurde die ,Snyder-
Library“ verwendet, welche chromosomale Fragmente von S. cerevisiae mit einem

integrierten bakteriellen Transposon enthalt (Snyder et al., 1986).

2.4 Synthetische Oligonukleotide

Tab. 6: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Oligo Sequenz (5'—3’)

Beschreibung

#023  CCCAGATCTTTTTGTATCTTATGCTT Downstream-Primer zur PCR-Amplifikation von D-
Box-Fragmenten, mit Bglll-Schnittstelle

#102  CCCGGATCCCGACCACTACATTTAGC Upstream-Primer zur PCR-Amplifikation von STE6-
Fragmenten, mit BamHI-Schnittstelle

#110  TCGATGATGAAGATACCC Sequenzierung von GAL4-AD-Fusionen

#124  GTGCGACATCATCATCGG Sequenzierung von GAL4-BD-Fusionen

#127  CCCGTCGACCCATGACAGAGCAGAAAGCC Amplifikation eines HIS3-Fragments, mit Sall-
Schnittstelle

#128  CCCGTCGACCGGAATACCACTTGCCAC Amplifikation eines HIS3-Fragments, mit Sall-
Schnittstelle

#155  CTGTTCAAACGTTTTAACGC Amplifikation eines upstream zum STE6-Promotor
liegenden Fragments, mit Bglll-Schnittstelle

#156  CCCGGATCCCGCATTACGAGTGCGATG Amplifikation eines upstream zum STE6-Promotor
liegenden Fragments, mit BamHI-Schnittstelle

#157 CCCAGATCTTGGATGGACGCAAAGAAG Assembly-PCR Gal1p-STE6(c.myc), Bglll-Schnittstelle

#158 GACGTTAAAGTATAGAGG Assembly-PCR Gal1p-STE6c.myc)

#159  cCTCTATACTTTAACGTCATAATGAACTTTTT Assembly-PCR Gal1p-STE6 c.myc)

ARGTTTTAAG

#160  GGATTTCGCTTGGATCCATC Assembly-PCR Gal1p-STE6 c.myc),mit BamHI-
Schnittstelle

#174  CCCAGATCTCGAATAATACATTACACC Downstream-Primer zur PCR-Amplifikation von D-
Box-Fragmenten, mit Bglll-Schnittstelle

#178  CCCCCCGGETAACCCAATTGTGGTG Amplifikation eines BEM3-Upstreamfragments zur
Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Smal

#179  CCCGATATCTATGTATGCAAATACAGC Amplifikation eines BEM3-Upstreamfragments zur

#197

GATGTGCTGCAAGGCGATTAAG

Konstruktion eines Disruptionsplasmids, EcoRV
ST-PCR Primer #1
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#198

#199
#200
#212

#213

#214

#215

#216

#217

#218

#219

#220

#221

#222

#223

#224

#225

#230

#231

#232

#233

#242
#243
#244
#266
#267
#275
#276

GGCCACGGATCCACTTGTTGNNNNNNNNNNGT ST-PCR Primer #2

AAT

GGTTTTCCCAGTCACGACGTTG

GGCCACGGATCCACTTGTTG

CCCAGATCTGTCATTCTGTAGGTGATACC

CCCAGATCTCGATGAGTTTTTCACAATTGGAG

CCCAGATCTTCATAAATCCAAATCATCTGG

CCCGGATCCCGATGTCATTACCGGGTACACC

CCCAGATCTTCAAGTACTTGCATTCATTTG

CCCGGATCCCGATGGATATGGAAATTGATGAC

CCCAGATCTTTATAAGAAATAATCCGG

CCTTAACGTGAGTTTTCG

CCCCCCGGGGATTTACCAATATCTTCC

CCCAAGCTTTCAGCAGATAGCTCCAGC

CCCGGATCCATTGTCGAAGAACTGTGC

CCCAGATCTTCTTACTATACGTAAATCC

CCCCTGCAGGTTTTTCCTTGTTGGAAAG

CCCAAGCTTCCAAGGCATGCTTGAAGG

CCCGGATCCGTCAAAGCCAAATGTTTCTC

CCCAGATCTGACGGTTCCTTTGCTTTAC

CCCCTGCAGTGAATATCCTACGTGGTG

CCCAAGCTTCAGTGGTTGCAATTTTCG

GTTGATCATTCTCAGTGG

CATTTGGTTTTCCATTGCG

CATTGCCGGTGCTGCTGG

ATGCAATTTCTATGCGCAC

TGGCGAGCCCGATCTTCCCC

CAATATCAAAGGAAATGATAGC

ACTTGTTACCCATCATTG

ST-PCR Primer #3
ST-PCR Primer #4

Upstream-Primer zur PCR-Amplifikation von STE6-
Fragmenten, mit Bglll -Schnittstelle

Upstream-Primer zur PCR-Amplifikation von PKC1,
mit Bglll -Schnittstelle

Downstream-Primer zur PCR-Amplifikation von
PKC1, mit Bglll -Schnittstelle

Upstream-Primer zur PCR-Amplifikation von
YNL201c¢, mit BamHI -Schnittstelle

Downstream-Primer zur PCR-Amplifikation von
YNL201c¢, mit Bglll -Schnittstelle

Upstream-Primer zur PCR-Amplifikation von PPH22,
mit BamHI —Schnittstelle

Downstream-Primer zur PCR-Amplifikation von
PPH22, mit BamHI -Schnittstelle

Sequenzierung von ST-PCR-Produkten (hybridisiert
in Tn3)

Amplifikation eines BEM3-Downstreamfragments zur
Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Pstl

Amplifikation eines BEM3-Downstreamfragments zur
Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Hindlll

Amplifikation eines YNL201c-Upstreamfragments zur
Konstruktion eines Disruptionsplasmids, BamHI

Amplifikation eines YNL201c-Upstreamfragments zur
Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Bgl/ll

Amplifikation eines YNL201c-Downstreamfragments
zur Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Pstl

Amplifikation eines YNL201c-Downstreamfragments
zur Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Hindlll

Amplifikation eines YGL211w-Upstreamfragments
zur Konstruktion eines Disruptionsplasmids, BamHI

Amplifikation eines YGL211w-Upstreamfragments
zur Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Bglll

Amplifikation eines YGL211w-Downstreamfragments
zur Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Pstl

Amplifikation eines YGL211w-Downstreamfragments
zur Konstruktion eines Disruptionsplasmids, Hindlll

Nachweis bem3-Disruption
Nachweis ygl211w-Disruption
Nachweis ynl/201c-Disruption
Sequenzierung YEp13-Genbank
Sequenzierung YEp13-Genbank
2u-Nachweis

2l-Nachweis
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#295

#296

#297
#298
#299
#300
#301
#303
#304
#309
#312

#313

#322

#323

#324

#328

#329

#330

#331

#332

#333

#334

#335

#340

#341

#388

#389

#414

CCCCGGATCCCGATGGGATTTTTAGCAAGAG

CCCAGATCTTCACTGAGCGCTTTCTAAAG

CCCGAATTCCTTCGAATTATTTTGTTG

CCCAAGCTTCCTAACCAAATTCTTACC

CCCGAATTCACGTATAAACTGTGTACC

CCCAAGCTTTTCAAGAACAGGGCGAAG

CCCGAATTCAACCTTCTTGAGTTACTG

CCCGAATTCTCTTGCAGACTCTTCCTC

CCCCTGCAGGGTGCTTTCTGCTTACTG

CCCCTGCAGCTTGTCTTACTTGATTCG

GACCTTTTTCTTCCTCTATGTTTTTCAGCCAT
ACAAAAATCAGCTGAAGCTTCGTACGC

AGAAAAATTCTGAATATGCAACTTTGTGTGCT
TTTTGTTTGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

GTTTTCCCAGTCACGACG

TTAGATACTGAAGACAAAAATAAAGCTTTAGA
AAGCGCTCAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA

AGAAAAATTCTGAATATGCAACTTTGTGTGCT
TTTTGTTTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

AATAAAGCAGCATAGAGTGCCTATAGTAGATG
GGGTACAACGGATCCCCGGGTTAATTAA

GCAAGAACAGTTCACTAGAGATTTTGGTCAAG
AAGGTAACCGGATCCCCGGGTTAATTAA

ATGTACACAAGAAATCTACATTAGCACGTTAA
TCAATTGAGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

ACGGAAGCAGCAGAAACATAACAGTATTGATA
AATAAGGCCGGATCCCCGGGTTAATTAA

TGAAAAAGCATTAAGAGAACTACAAGCAGAAA
TGGGGCTTCGGATCCCCGGGTTAATTAA

ACCTTTTTTTTTTCTTTCATCTAAACCGCATA

GAACACGTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC

CGGATCCCCGGGTTAATTAA

TTAATTAACCCGGGGATCCG

CCCGGATCCCAATGTGGTCATCACTTTTT

CCCAGATCTCAAAGCCCCATTTCTGC

CCCCGGATCCCGATGAGCACGGGAGATTTT

CCCGGATCCCTAGTTACCTTCTTGACC

CTGCTGAATTAACTCCACTTGGTGCTTTTGTA
TATATCGACGGATCCCCGGGTTAATTAA

Upstream-Primer zur PCR-Amplifikation von MOS1,
mit BamHI-Schnittstelle

Downstream-Primer zur PCR-Amplifikation von
MOS1, mit Bglll —Schnittstelle

Subklonierung von YGR069w, EcoRI-Schnittstelle
Subklonierung von YGR069w, Hindlll-Schnittstelle
Subklonierung von SNF7, mit EcoRI-Schnittstelle
Subklonierung von SNF7, mit Hindlll-Schnittstelle
Subklonierung von VPS35, mit EcoRI-Schnittstelle
Subklonierung von Mos1, mit EcoRI-Schnittstelle
Subklonierung von Mos1, mit Pstl-Schnittstelle
Subklonierung von VPS35, mit Pstl-Schnittstelle
Primer zur PCR-basierten Deletion des MOS7-ORFs

Primer zur PCR-basierten Deletion des MOS7-ORFs

Nachweis der Duplikation der Cup1,-STE6-HIS3-
Kassette in RKY1050, zu verwenden mit #127

Primer F2 zur PCR-basierten Modifikation des
MOS1-ORFs

Primer R1 zur PCR-basierten Modifikation des
MOS1-ORFs

Primer F1 zur PCR-basierten Modifikation des VPS4-
ORFs

Primer F2 zur PCR-basierten Modifikation des VPS4-
ORFs

Primer R1 zur PCR-basierten Modifikation des VPS4-
ORFs

Primer F1 zur PCR-basierten Modifikation des SNF7-
ORFs

Primer F2 zur PCR-basierten Modifikation des SNF7-
ORFs

Primer R1 zur PCR-basierten Modifikation des SNF7-
ORFs

Nachweis PCR-basierter Modifikationen, entspricht
F1/F2-Primern

Nachweis PCR-basierter Modifikationen,
komplementar zu F1/F2-Primern

Upstream-Primer zur PCR-Amplifikation von SNF7,
mit BamHI-Schnittstelle

Downstream-Primer zur PCR-Amplifikation von
SNF7, mit Bglll —=Schnittstelle

Upstream-Primer zur PCR-Amplifikation von VPS4,
mit BamHI-Schnittstelle

Downstream-Primer zur PCR-Amplifikation von
VPS4, mit BamH|-Schnittstelle

Primer F1 zur PCR-basierten Modifikation des
MOS2-ORFs
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#415 CATTCCCTTTATTTTTAATTTTGAAGCTACAT Primer R1 zur PCR-basierten Modifikation des

ACAGACATGAATTCGAGCTCGTTTARAC MOS2-ORFs
#416  GACTTGGAATAACCTGTG Disruptionsnachweis von Amos2
#417  AAAAACCTGGAAGGAACC Disruptionsnachweis von Amos2

2.5 Chemikalien und Enzyme

Acros

Amersham
Bio-Rad
Braun-Melsungen
Caesar & Loretz
Difco

GibcoBRL

J.T. Baker

Kodak

Life Technologies
Merck

Molecular Probes
MWG Biotech
New England Biolabs
PCR Inc. Florida
Pharmacia
Qiagen

Riedel-de Haen
Roche

Roth

Schleicher & Schuell
Seikagaku Kogyo Co. Ltd
Serva

Sigma

Sigma
UBS
Whatman

2.6 Antikorper

monoklonale Antikdrper
anti-ALP

Lysin, Natriumthiosulfat, Natriumcarbonat

Amplify, Hybond Nylon Membran

Low Range SDS-Page Molekulargewichtsstandard
Glasperlen 0,45 mm &

Glukose

Bacto Agar, Casaminoacids, Pepton, Trypton, Yeast Extract, Yeast
Nitrogen Base

Agarose, Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase

CaCl,, Kaliumacetat, NaCl, NaOH, PEG4000

Réntgenfilme

G418/Geneticin

APS, EDTA, Leucin, TEMED, Adenin, Uracil, DMF, Sucrose, Galaktose
FM4-64

Synthetische Oligonukleotide

Restriktionsendonucleasen, BSA

5-FOA

ProteinA-Sepharose, T7-Sequencing-Kit, Cycle Sequencing Kit
QiaAmp Tissue Kit

Essigsaure, Harnstoff, Natriumazid

High Pure Plasmid Isolation Kit, PCR Purification Kit, Alkalische
Phosphatase, BCIP, Klenow DNA-Polymerase,
Restriktionsendonucleasen, Expand Long PCR System

DTT, Gel30 Acrylamid, Glycin, Sequenziergel-Konzentrat, DMSO
Nitrocellulose-Membran

Zymolyase

Glycerin, SDS, Ethidiumbromid, Triton X-100, Tween20

Ampicillin, Lithiumacetat, BCIP, NBT, PonceausS, ,Prestained*
Molekulargewichtsstandard, N-acetyl-dl-phenylalanin-B-naphthylester,
Fast Garnet GBC Salt, EMS, Sucrose

BSA (IgG-frei)
Tris
3 MM Papier

Molecular Probes
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anti-c-myc (9E10) BAbCO (Berkley Antibodies Co.)
anti-Dpm1 Molecular Probes
anti-Haemagglutinin (HA): BAbCO (Berkley Antibodies Co.)
anti-Vph1 Molecular Probes

polyklonale Antikdrper

anti-CPY K. Kéhrer, Dusseldorf
anti-Pep12 Hugh Pelham

anti-Pma R. Koélling, Disseldorf
anti-Ste6 R. Kélling, Dusseldorf

2.7 Transformation

2.7.1 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli erfolgte nach dem Protokoll 3 von (Hanahan, 1985)

2.7.2 Transformation von S. cerevisiae

Die Transformation von Hefe wurde nach der Lithiumacetat-Methode durchgefihrt
(Ito et al., 1983). Dazu wurden 10 ml einer Kultur mit ODgpo 0,6-1 abzentrifugiert,
die Zellen einmal in H,O gewaschen, in 200 pl 0,1 M LiOAc in TE resuspendiert
und far 30 min bei 30°C inkubiert. AnschlieRend wurde 1 ug Plasmid-DNA und
10 pl denaturierter Heringssperma-DNA (10 mg/ml) zugegeben und erneut fur
30 min bei 30°C inkubiert. Nach Zugabe von 1,5 ml 40% PEG4000 in 0,1 M LiOAc
in TE und 45-mindtiger Inkubation bei 30°C erfolgte ein Hitzeschock Uber 20 min
bei 42°C. Die Zellen wurden anschliefiend abzentrifugiert, in 200 ul H,O aufge-
nommen und auf Selektivmedium ausgebracht. Zur Selektion auf Geniticinre-
sistenz wurden die Zellen erst nach einer weiteren Inkubation Uber 2 h bei 30°C in
Vollmedium auf G418-haltigem Medium ausplattiert. Zur Transformation mit
Genbanken wurden die jeweils zehnfachen Mengen an Zellen und Ldsungen
eingesetzt sowie bis zu 50 pg Genbank-DNA.

2.8 Praparation von DNA

2.8.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Plasmid-DNA aus E. coli wurde aus 1,5 ml stationarer Kultur nach der Methode
der alkalischen Lyse (modifiziert) isoliert (Maniatis et al., 1982). Zur Restriktions-
analyse wurden 200 ng der isolierten Plasmid-DNA in 30 yl Gesamtvolumen
geschnitten. Hochreine Plasmid-DNA fur Sequenzierungen und Klonierungen
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wurden mit dem ,High Pure Plasmid Isolation Kit“ der Firma Roche nach Angaben
des Herstellers isoliert.

2.8.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus S. cerevisiae

Die Zellen aus 2 ml stationarer Kultur wurden geerntet und in 300 pul SCE-
Zymolyase-Loésung (1,2 M Sorbitol; 0,1 M Natriumcitrat; 10 mM EDTA; 0,5 mg/mi
Zymolyase; pH 7,0) aufgenommen. Nach zweistliindiger Inkubation bei 37°C
wurden 200 pl P2 (0,2 M NaOH; 1% SDS) zugegeben und 5 min bei Raumtempe-
ratur inkubiert. Nun wurde der Ansatz mit 300 ul P3 (3 M KOAc, pH 5,5) versetzt
und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 13 000 rpom wurde
die Plasmid-DNA aus dem Uberstand mit einer Schleudersiule des ,Plasmid
Purification Kits“ (Roche) gewonnen. Die Halfte der DNA wurde flr die Transfor-
mation in E. coli eingesetzt.

2.8.3 Isolierung chromosomaler DNA aus S. cerevisiae

Um Template fur PCR-Reaktionen zu gewinnen, wurde wenig Zellmaterial einer
frisch herangewachsenen Kolonie in 20 pl 20 mM NaOH resuspendiert, 90 sec in
der Mikrowelle erhitzt und anschlielRend fur mehrere Stunden bei gelegentlichem
vortexen bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Gewinnung hochreiner chromosoma-
ler DNA wurde das QiaAmp Tissue Kit der Firma Qiagen verwendet. Entgegen der
Herstellerangabe wurden statt stationarer Zellen jeweils die doppelte Menge
exponentiell heranwachsender Zellen verwendet.

2.9 Enzymatische Modifikation von DNA

2.9.1 DNA-Restriktion

Die sequenzspezifische Spaltung der DNA erfolgte mit 1 U Enzym pro ug DNA flr
2-3 h oder Uber Nacht bei der vom Hersteller empfohlenen Temperatur. Es wurde
ausschlieBlich das Puffersystem der Firma New England Biolabs verwendet.

2.9.2 Auffiillreaktion von 5’-liberstehenden Enden

5’-Uberstehende Fragmentenden wurden nach der in (Maniatis et al., 1982)
beschriebenen Methode aufgefullt. Fir die Reaktion wurden 1 U Klenow-
Polymerase eingesetzt; die Reaktionsdauer betrug 30 min bei 16°C.

2.9.3 Entfernung von 3’-uiberstehenden Enden

3'-Uberstehende Enden wurden nach der in (Maniatis et al., 1982) beschriebenen
Methode mit T4-DNA-Polymerase (2-5 U pro ug DNA) entfernt. Der Ansatz wurde
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fur 30 min bei 16° C in T4-Polymerase-Puffer (60 mM Tris-Cl pH 8,0; 5 mM MgCly;
5 mM DTT) in Gegenwart von 0,1 mM dNTP's inkubiert.

2.9.4 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Die Dephosphorylierung von DNA-Enden erfolgte mit alkalischer Phosphatase aus
Kalberdarm (CIP). Hierzu wurde nach erfolgter Restriktion 1 U CIP direkt in den
Restriktionsansatz gegeben und 60 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde
durch rasches Einfrieren gestoppt. Die weitere Aufreinigung der dephosphorylier-
ten Fragmente erfolgte durch elektrophoretische Auftrennung in einem Agarose-

gel.

2.9.5 Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit 100 ng dephosphorylierter Vektor-
DNA und der funffachen 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) Uber Nacht bei16°C
(,sticky ends*) oder bei Raumtemperatur (,blunt ends®).

2.10 PCR-Ampilifizierung von DNA

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde in einem Endvolumen von 20-100 pl
unter Verwendung des ,Expand High Fidelity* PCR-Systems der Firma Roche
durchgefuhrt. Die Reaktionen wurden mit einem ,Primus 25/96 Thermocycler” der
Firma MWG Biotech durchgeflhrt.

2.10.1 Spezifische Amplifikation von Plasmid-DNA

Jeder Reaktionsansatz enthielt Puffer 2 (1,5 mM MgCl,), je 1 uM der entspre-
chenden Oligonukleotide, 200 uM dNTP-Mix, 1 ng Plasmid-DNA und 1 U Enzym.
Zur Amplifikation wurde folgender Temperaturzyklus verwendet:

1. 2 min, 94°C Denaturierung der DNA

2. 25x 10, 94°C Denaturierung der DNA
30 s, 55°C Bindung der Primer an die DNA (Annealing)
3 min, 72°C DNA-Synthese (Elongation)

3. 15 min, 72°C DNA-Synthese

Die Anzahl der Syntheseschritte, die Annealing-Temperatur und die Elongations-
zeit wurden an die spezifischen Schmelztemperaturen der verwendeten Oligo-
nukleotide bzw. an die GroRe des erwarteten Produkts angepasst.
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2.10.2 Spezifische Amplifikation von chromosomaler DNA

Jeder Reaktionsansatz enthielt Puffer 3 (ohne MgCl,), supplementiert mit 4 mM
MgCl,, je 2 uM der entsprechenden Oligonukleotide, 200 uM dNTP-Mix, 1 ul
chromosomaler DNA (rund 10ng) und 1 U Enzym. Zur Amplifikation wurde
folgender Temperaturzyklus verwendet:

1. 5 min, 96°C Denaturierung der DNA

2. 35x 1 min, 96°C Denaturierung der DNA
1 min, 55°C Bindung der Primer an die DNA (Annealing)
3 min, 72°C DNA-Synthese (Elongation)

3. 15 min, 72°C DNA-Synthese

Auch dieses Protokoll wurde reaktionsspezifisch variiert.

2.10.3 Semi-Random-PCR (ST-PCR)

Primer 3 (#199)  Primer 1 (#197) Die spezifische

5' e Amplifikation uncharak-

chromosomale DNA

< eee— terisierter Transposon-
Primer 2 (#198)

_— Transposon markierter DNA-

—
Primer 4 (#200) \ Sequenzen von
genomischer DNA

5' GGCCACGGATCCACTTGTTG-NNNNNNNNNN-GTAAT 3'

definierte degenerierte erfolgte nach einem
Sequenz Sequenz veranderten  Protokoll
Abb. 3: Schema der ST-PCR von (Chun et al,

1997). Hierbei wird in einer ersten PCR-Reaktion ein Primer verwendet, der im
transponierbaren Element hybridisiert (Primer #197) sowie ein degenerierter
Primer, der aus 20 definierten Basen besteht, gefolgt von zehn zufalligen Basen
und der Sequenz GTAAT (#198). Die Reaktion wurde anschlief3end 1:5 verdinnt,
und 1 uyl wurde fur eine zweite PCR-Reaktion eingesetzt. Hierbei wurde Primer
#199 verwendet, der ,upstream® von Primer #197 im transponierbaren Element
hybridisiert sowie Primer #200, welcher dem definierten Bereich von Primer #198
entspricht (Abb. 3). Durch die zweite Reaktion werden PCR-Produkte amplifiziert,
die in der ersten Reaktion spezifisch durch die Primer #197 und #199 gebildet
wurden. Spezifische PCR-Produkte wurden durch elektrophoretische Auftrennung
aufgereinigt (2.11) und ggf. nochmals amplifiziert.

Alle Reaktionsvolumina betrugen 25 ul, alle Ansatze enthielten jeweils 1 uM
Primer, 200 yM dNTP-Mix und 4 mM MgCl,. Die folgenden PCR-Programme
wurden verwendet:



Material und Methoden Seite 29

PCR 1: PCR 2:
1. 5 min, 96°C 1 30s, 96°C
2. 6x 30s, 94°C 2. 30x 30s, 94°C
30 s, 42°C (-1°C/Zyklus) 30 s, 65°C
3 min, 72°C 3 min, 72°C
3. 25x 30s, 94°C 3. 10 min, 72°C
30 s, 65°C
3 min, 72°C

2.11 Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente von 0,2-10 kb wurden in 0,8-1,5%igen Agarosegelen aufgetrennt.
Als Gel- und Laufpuffer diente 0,5 x TAE (20 mM Tris; 10 mM NaOAc; 1 mM
EDTA; pH 8,0). Sowohl dem Gel als auch dem Laufpuffer wurde EtBr mit einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugesetzt. Die DNA-Proben wurden vor dem
Auftragen mit 1/10 Volumen Blaumarker (0,2% Bromphenolblau in 25% Glycerol)
versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei analytischen Gelen bei maximal 200 V, bei
praparativen Gelen bis 120 V. Als Langen- und Konzentrationsstandard diente
1 ug EcoRI/Hindlll geschnittene Lambda-DNA oder pUC218-DNA, die mit dem
Restriktionsenzym Haelll geschnitten war.

2.12 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die DNA-Isolierung wurde mit dem ,High Pure PCR-Product Purification Kit* der
Firma Roche nach Anleitung des Herstellers durchgeflnhrt.

2.13 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde durch Vergleich der Bandenstarke zum Konzentra-
tionsstandard in einem Agarosegel bestimmt.

2.14 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde nach der Methode von (Sanger et al.,
1977) mit dem T7-Sequencing Kit von Pharmacia durchgefuhrt. Zur Sequenzie-
rung linearer DNA wurde das Cycle-Sequencing Kit des gleichen Herstellers
benutzt.
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2.15 Herstellung von Proteinextrakten fir Western-Analyse

Zur Herstellung von Proteinextrakten fir ,Western-Analysen® wurden 4 ODggo-
Einheiten einer logarithmischen Hefekultur bei 4 000 rpm abzentrifugiert
(ODgpo=0,4-07, 2-4x107 Zellen/ml), die Zellen wurden gewaschen in 10 mM NaN3
und in 100 pl Lysispuffer (0,3 M Sorbitol; 50 mM HEPES; 10 mM NaNs; pH 7,5)
mit Proteaseinhibitoren (0,5 pg/ml von Aprotinin, Antipain, Chymostatin, Leupep-
tin, Pepstatin A und 1,6 uyg/ml Benzamidin, 1 pg/ml Phenanthroline sowie
170 pg/ml  Phenylmethylsulfonylfluoride) aufgenommen. Nach Zugabe von
Glasperlen (& 0,45 mm) bis zum FlUssigkeitsspiegel wurden die Zellen 3 min auf
einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) aufgeschlossen. Danach wurden
200 pl 2x Probenpuffer (4% SDS; 20% Glycerol; 125 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,2%
Bromphenolblau; 20 mM DTT) zugegeben. Zum Nachweis von Membranproteinen
wurde der Extrakt 60 min bei 37°C solubilisiert, zum Nachweis von I|oslichen
Proteinen wurden die Proben fur 5 min bei 95°C inkubiert. Unlosliche Zellbestand-
teile wurden anschlieend 2 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert. Die Proben
wurden bei -20°C gelagert und vor dem Auftragen auf ein SDS-Polyacrylamidgel
(2.17) nochmals solubilisiert. Aufgetragen wurden jeweils 15 ul frisch denaturierter
Extrakt, dies entspricht einer Menge von 0,2 ODggo-Einheiten Zellen.

2.16 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von
(Bradford, 1976) mit dem ,Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent® (Bio-Rad). Hierzu
wurde 1 pl der Zellextrakte auf ein Gesamtvolumen von 0,8 ml verdinnt mit
Wasser und mit 0,2 ml Reagenz versetzt. Nach 20 min wurde die Extinktions-
anderung bei 595 nm im Spektralphotometer gemessen. Eine BSA-Stammldsung
bekannter Konzentration diente der Erstellung einer Standardkurve.

2.17 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen in SDS-
Polyacrylamidgelen

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen erfolgte nach
der Methode von (Laemmli, 1970) in diskontinuierlichen Polyacrylamidgelen. Es
wurde ein 5%iges Sammelgel (125 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1% SDS: 0,025% APS;
0,1% TEMED; 5% Acrylamid) und ein 7,5 - 12,5%iges Trenngel (375 mM Tris/HCI,
pH 8,8; 0,1% SDS; 0,025% APS; 0,1% TEMED; 7,5 - 12,5% Acrylamid) verwen-
det. Der Laufpuffer enthielt 25 mM Tris; 0,192 M Glycin; 0,1% SDS bei pH 8,3. Die
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Auftrennung der Proteine erfolgte bei maximal 250V und einer maximalen
Stromstarke von 35 mA.

2.18 Immunologischer Nachweis von Proteinen durch Western-
Analyse

Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran transferiert. Die Ubertragung erfolgte in Transferpuffer
(25 mM Tris; 192 mM Gilycin; 20% Methanol) fur 3 h bei 60 V oder Uber Nacht bei
40V. Der Proteintransfer wurde kontrolliert durch reversible Anfarbung der
Banden mit PonceausS.

Unspezifische Bindestellen wurden durch Inkubation der Membran fur 30 min in
PBS/TWEEN (10 mM Natriumphosphat, pH7,2; 150 mM NaCl; 0,05% TWEENZ20)
mit 1% Magermilchpulver blockiert. Die Reaktion mit dem Primarantikorper
erfolgte bei einer flir den jeweiligen Antikdrper spezifischen Verdinnung in
PBS/TWEEN mit 1% Magermilchpulver fir 90 min bei Raumtemperatur. Danach
wurde der Filter dreimal mit PBS/TWEEN gewaschen. Die Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper (anti-Maus-lgG bzw. anti-Kanninchen-lgG, gekoppelt mit
alkalischer Phosphatase) erfolgte ebenfalls in PBS/TWEEN Uber 60 min. Die
Membran wurde 2x 5 min in PBS/TWEEN und 2x 5 min in Substratpuffer (0,1 M
Tris/HCI, pH 8,8; 0,1 M NaCl; 2 mM MgCl,) gewaschen. Der Nachweis der
gebundenen Antikdrper erfolgte durch eine Phosphatase-katalysierte Farbreaktion
in Substratpuffer, dem 0,1 mg/ml BCIP und 1 mg/ml NBT zugesetzt war. Nach
abgeschlossener Farbreaktion wurde der Filter in Wasser gewaschen.

Eine Quantifizierung der Banden erfolgte densitometrisch (Howtek Scanmaster 3)
mit den Programmen ,Imagemaster 1D (Pharmacia) oder ,NIH Image®.

2.19 Zellfraktionierungen

2.19.1 Differentielle Zentrifugation

4 ODgoo-Einheiten einer logarithmischen Hefekultur wurden abzentrifugiert, in
Wasser gewaschen, in Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren (2.15) resuspendiert
und mit Glasperlen flir 3 min auf einem Vibrax (Janke & Kunkel, Vibrax-VXR)
aufgeschlossen. Intakte Zellen und grobe Zelltrimmer wurden durch eine Zentri-
fugation Uber 5 min bei 500 g abgetrennt. Um die Loéslichkeit mit Detergentien zu
testen, wurde die Proben mit 2% Triton X-100 fur 30 min vor der anschlieRenden
Zentrifugation auf Eis inkubiert. Die Zellextrakte wurden fir 10 min bei 13 000 g
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zentrifugiert zum Pelletieren der P13-Fraktion. Die Uberstadnde wurden erneut bei
100 000 g zentrifugiert, wodurch die P100-Fraktion (Pellet) und die S100-Fraktion
(Uberstand) erhalten wurden. Die Fraktionen wurden in Probenpuffer aufgenom-
men, und aquivalente Mengen wurden mittels SDS-PAGE und Western-Analyse
(2.18) auf die Gegenwart von Proteinen hin analysiert.

2.19.2 Sucrosegradienten

Die Zellen von 100 ml Kultur (ODg=0,6-0,8) wurden durch Vakuumfiltration auf
einer Nitrocellulosemembran gesammelt und rasch in 250 ul eiskaltem STED10
(10% Sucrose; 10 mM Tris/HCI, pH 7,6; 10 mM EDTA; 1 mM DTT) mit Protea-
seinhibitoren (2.15) resuspendiert. Nun wurden Glasperlen (& 0,45 mm) bis zur
Fllssigkeitsoberkante zugegeben und die Suspension flr 3 min auf einem Vibrax
(Janke & Kunkel, Vibrax-VXR) geschuttelt. Nach Zugabe von 1 ml STED10 wurde
der Ansatz gemischt, und der Uberstand wurde fiir 5 min bei 500 g zentrifugiert,
um nicht aufgeschlossene Zellen zu pelletieren. Danach wurden genau 900 ul des
Uberstands auf einen Sucrose-Gradienten gegeben. Dieser wurde hergestellt,
indem in einem SW40-Zentrifugationsgefal® (Beckmann) 4 ml STED50 (wie
STED10, jedoch mit 53% Sucrose), 4 ml STED34 (wie STED10, jedoch mit 35%
Sucrose) und 4 ml STED20 (wie STED10, jedoch mit 20% Sucrose) sorgfaltig
Ubereinandergeschichtet werden. Das Gefaly wurde nun mit Parafilm verschlos-
sen und vorsichtig in eine horizontale Lage gebracht. Nach dreistundiger Diffusion
bei 4°C wurde der nun annahernd kontinuierliche Gradient aufgerichtet und mit
Zellextrakt Uberschichtet. Nach Zentrifugation flr exakt 14 h in einem Beckmann
SW40-Rotor bei 114 000 g wurden Fraktionen zu 700 yl vom Gradienten abge-
nommen. Aliquots wurden mit dem gleichen Volumen 2x Probenpuffer (2.15)
versetzt und 60 min bei 37°C inkubiert. Hiervon wurden jeweils 50 ul elektrophore-
tisch aufgetrennt (2.17). Der spezifische Nachweis von Proteinen erfolgte durch
Western-Analyse (2.18).

2.20 Pulse-Chase-Experimente

Zur Bestimmung der Halbwertszeit von Ste6 wurden Hefezellen Uber Nacht in
Minimalmedium (YNB und Aminosauren) angezogen. Es wurden 5 ODggo-
Einheiten logarithmisch wachsender Zellen abzentrifugiert und in 2,5 ml frischem
Medium aufgenommen (2 ODgpo/ml). Die Zellen wurden 15 min bei 30°C inkubiert.
Die radioaktive Markierung neu synthetisierter Proteine erfolgte durch durch
Zugabe von 50 uCi [358]-Methionin (,pulse®). Nach 15 min wurde 1/50 Volumen
konzentrierte Chase-Ldsung (0,3% Cystein; 0,4% Methionin) beigemischt (,cha-
se“). Nach 0, 20, 40 und 60 min wurden Aliquots zu je 500 yl abgenommen. Die
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Zellen wurden 1 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert und mit 10 mM NaN; gewa-
schen. Die Pellets wurden in 110 pl Lysispuffer mit Proteaseinhibitoren (2.15)
resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefald mit 400 mg (£5 mg)
Glasperlen (& 0,45 mm) Uberfihrt. Der Aufschlul® erfolgte durch zweiminltiges
Schitteln auf einem Vibrax. Nach Zugabe von 100 pl 2x Probenpuffer (2.15)
wurden die Zellextrakte uber 30 min bei 50°C denaturiert. AnschlieRend wurden
die Proben zur Immunprazipitation (2.22) eingesetzt.

Die Versuchsdurchfihrung zur Bestimmung der CPY-Halbwertszeit war im
wesentlichen identisch. Die Zellen wurden nur 5 min radioaktiv markiert, die
Probenentnahme erfolgte nach 0, 5, 10 und 20 min.

2.21 CPY-Sorting

Zellen wurden Uber Nacht in Minimalmedium (YNB mit Aminosauren) exponentiell
herangezogen. 0,5 ODgpo-Einheiten wurden im gleichen Medium mit 1 mg/ml 1gG-
freiem BSA resuspendiert und mit 50 uCi [358]-Trans-LabeI markiert. Nach 10 min
wurde ein Uberschuss an nicht-radioaktivem Cystein und Methionin zugegeben.
Nach 40 min wurde 0,5 ml 2x S-Puffer (2,4 M Sorbitol; 0,1 M Tris/HCI, pH 7,5;
20 mM NaN3; 2 mM MgCly; 40 uM DTT und Proteaseinhibitoren (2.15) zugege-
ben. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden 20 ug Zymolyase beigemischt, und die
Zellen Uber 25 min bei 30°C spharoplastiert. Um die interne Fraktion zu erhalten,
wurden die Spharoplasten abzentrifugiert (2 min bei 700g) und in SDS-
Probenpuffer (2.15) aufgenommen. Die Proteine des Uberstands wurden mit 5%
TCA 30 min auf Eis ausgefallt und 30 min bei 13 000 rpm abzentrifugiert. Sie
stellen die externe Fraktion dar und wurden ebenfalls in SDS-Probenpuffer
aufgenommen. Anschlieliend wurde eine Immunprazipitation (2.22) durchgefihrt.

2.22 Immunprazipitation

Zu den Proben wurde 800 ul IP-Dilutionspuffer (1,25% Trition X-100; 6 mM EDTA,;
60 mM Tris/HCI, pH7,6) gegeben. Unldsliches Zellmaterial wurde durch eine
funfminttige Zentrifugation abgetrennt. Nach Inkubation mit 5 pl Ste6-Antiserum
bzw. 1 pul CPY-Antiserum Uber Nacht bei 4°C erfolgte die Zugabe von 100 pl einer
20%igen ProteinA-Sepharose-Losung, und die Proben wurden weitere 3 h bei 4°C
inkubiert. Darauf wurde dreimal mit IP-Puffer (1% Triton X-100; 0,2 % SDS;
150 mM NaCl; 50 mM Tris/HCI, pH7,6; 5 mM EDTA) gewaschen. Das Pellet
wurde in 50 pl IP-Puffer aufgenommen und mit 50 pl Probenpuffer (2.15) mit
100 mM DTT versetzt und 30 min bei 50°C inkubiert. Jeweils 50 pl des immunpra-
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zipitierten Materials wurde auf ein SDS-Gel geladen und elektrophoretisch
aufgetrennt (2.17). AnschlieRend wurden die Gele 30 min in Entfarberlésung (20%
Methanol; 7% Essigsaure) fixiert, fur weitere 30 min mit Amplify behandelt und 2 h
bei 80°C getrocknet. Die Proteine wurden durch Autoradiografie mit einem Kodak
Rontgenfilm nachgewiesen.

Eine Quantifizierung der Banden erfolgte densitometrisch (Howtek Scanmaster 3)
mit den Programmen ,Imagemaster 1D (Pharmacia) oder ,NIH Image®.

2.23 Fast Garnet Plattentest auf Aktivitat der Carboxypeptidase Y

Zur Verifikation des pep4-Phanotyps wurde der Test nach (Jones, 1977) durchge-
fuhrt. FUr jede Agarplatte mit Hefekolonien wurden 3 ml 0,6%igem Agar bei 50°C
mit 2 ml N-acetyl-dl-phenylalanin-B-naphthylester in DMF (3 mg/ml) gemischt. Mit
diesem Gemisch wurden die Agarplatten Uberschichtet. Sobald die Mischung
erstarrte, wurden 5 ml Fast Garnet (1 mg/ml Fast Garnet GBC Salt; 0,1 M
Tris/HCI, pH 7,3) auf die Platte gegeben. Ein Farbumschlag erfolgte nach 5-
10 min.

2.24 Bestimmung der -Galaktosidaseaktivitat

2.24.1 Quantitative Enzymtests

Die Bestimmung der B-Galaktosidase-Aktivitat erfolgte nach (Miller, 1972). Dazu
wurden 5 ml einer exponentiellen Hefekultur geerntet. Die Zellen wurden einmal
mit Phosphat-Puffer (50 mM K; POy, pH 7,0) gewaschen und anschlieRend durch
Zugabe von Glasperlen (< 0,45-0,5 mm) und 3 min kraftigem Schutteln (IKA-
Vibrax-VXR) bei 4°C aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluf3 wurden 100 pl
Phosphat-Puffer zugegeben und gut gemischt. Der Uberstand wurde fiir die
Proteinbestimmung (2.16) und die Aktivitatsbestimmung eingesetzt. Dazu wurden
950 ul Z-Puffer mit 1 mg/ml ONPG vorgelegt und bei 30°C aquilibriert. Der Start
der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 50 pl frisch gewonnenem Rohextrakt, die
Inkubation wurde ebenfalls bei 30°C durchgefuhrt. Nach Gelbfarbung, spatestens
aber nach 2 h, wurde die Reaktion durch Zugabe von 0,5 ml 1 M Natriumcarbonat
gestoppt. Zelltrimmer und denaturiertes Protein wurden 10 min bei 13 000 rpm
pelletiert und die Extinktionsdnderung des Uberstands bei 420 nm gemessen.
Zunachst wurde die Volumenaktivitat des Rohextrakts nach folgender Formel
berechnet:
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Volumenaktivitat =

\ o AE umol U
exexd At | minxmin - ml
V = Klvettenvolumen [ul]; v = Probenvolumen [pl]; d = Schichtdicke des Kivetteninhalts [cm]; € =

molarer Extinktionskoeffizient bei 420 nm [e420 = 4,5 ml/umol-cm]

Die endgultige Angabe der Enzymaktivitat erfolgte bezogen auf mg Gesamtpro-
tein.

2.24.2 LacZ Filtertest

Hierzu wurde eine Nylonmembran auf die Agar-Platte mit den zu testenden
Hefekolonien gelegt. Eingesetzt wurden nur Platten mit frisch herangezogenen
Kolonien ausreichender Grof3e. Die Membran wurde vorsichtig abgezogen und zur
Permeabilisierung der anhaftenden Zellen fur 10 s in flissigen Stickstoff Gberflhrt.
Nach Erwarmung der Membran auf Raumtemperatur wurde sie mit der Zellseite
nach oben in eine Petrischale gelegt, die ein mit 1 ml Z-Puffer (2.24.1) getranktes
Filterpapier enthielt. Der Z-Puffer wurde zuvor mit 10 ul einer frisch angesetzten
X-Gal-Stammldsung (100 mg/ml in DMF) versetzt. AnschlieRend wurde die
Membran 4-12 h bei 30°C inkubiert. Kolonien, in denen die B-Galaktosidase aktiv
ist, werden blau. Nach abgeschlossener Farbreaktion kénnen die Membranen
getrocknet, eingeschweilt und ohne Farbveranderung gelagert werden.

2.24.3 LacZ Overlay-Assay

10 ml Wasser und 0,1 g Agarose sowie 10 ml Phosphat-Puffer (1 M NaPOy;
pH 7,0) wurden getrennt in der Mikrowelle erhitzt und rasch gemischt. Nach
Zugabe von 200 yl 10% SDS und 0,5% X-Gal in DMF wurde des Gemisch
mdglichst heil} Uber eine Agarplatte mit frisch herangewachsenen Hefekolonien
gegeben. Gegebenfalls wurde die Sensitivitat des Tests durch Zugabe von
einigen Tropfen Toluol gesteigert. Kolonien mit LacZ-Aktivitat zeigen nach 2-12 h
einen blauen Hof.

2.25 Mikroskopische Untersuchungen

Alle mikroskopischen Untersuchungen wurden mit einem Zeiss Axioskop durchge-
fuhrt. Die Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (Sony) aufgenommen und mit
dem Programm ,,Adobe Photoshop 5.0 nachbearbeitet.
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2.251 GFP

Hefezellen wurden Uber Nacht exponentiell herangezogen und auf einem Objekt-
trager durch das Mischen mit ,low-melting“-Agarose fixiert. Die GFP-Fluoreszenz
wurde mit einem FITC-Filtersatz beobachtet.

2.25.2 Aufnahme von FM4-64

FM4-64 ist ein Farbstoff, der in der lebenden Zelle spezifisch Membranen des
endozytischen Weges anfarbt. Die Anwendung erfolgte nach (Vida und Emr,
1995): Die Zellen wurden exponentiell in Vollimedium (YEPD) herangezogen, 0,2
ODggo-Einheiten wurden abzentrifugiert und in 90 ul frischem Medium aufgenom-
men. Nach Zugabe von 10 pyl 40 mM FM4-64 (in Wasser) wurden die Ansatze bei
30°C und guter Bellftung inkubiert. Nach 15 min wurden die Zellen pelletiert und
in der gleichen Menge frischem Medium aufgenommen. Nach 30-60 min wurden
die Zellen mit low-melting“-Agarose vermischt und so auf einem Objekttrager
fixiert. Um die Energieabhangigkeit der FM4-64-Aufnahme zu testen, wurde
Vollmedium mit 10 mM NaN3; und 10 mM NaF verwendet. Die Beobachtung der
Fluoreszenz erfolgte mit einem Rhodamin-Filtersatz.

2.25.3 Immunfluoreszenz

Hefezellen einer logarithmisch Uber Nacht herangewachsenen Kultur wurden
durch Zugabe von Formaldehyd (5% Endkonzentration) zum Kulturmedium fur
vier Stunden fixiert. Das Spharoplastieren der Zellen sowie die Antikdrperreaktion
wurden wie bei (Pringle et al., 1989) beschrieben durchgefuhrt. Zum Nachweis
des c-Myc-Epitop markierten Ste6 wurde der anti-c-Myc Antikorper 9E10 verwen-
det. Zur Farbung der DNA wurde der DNA-bindende Farbstoff DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole) benutzt (Sigma Chemicals, St. Louis).

2.26 Bestimmung der Paarungs-Aktivitat

Nach Bestimmung der Zelldichte logarithmisch wachsender Hefekulturen wurden
jeweils 10" MATa- und MATo-Zellen vermischt, abzentrifugiert und mit frischem
Vollmedium Uberschichtet. Nach erneuter Zentrifugation wurde 4 h bei 30°C
inkubiert. AnschlieRend wurde die Zelldichte nochmals bestimmt und nach
geeigneter Verdlinnung 10? Zellen auf Vollmedium und jeweils 10%, 10 und 102
Zellen auf geeignetes Selektivmedium ausgebracht, auf dem nur diploide Zellen
wachsen koénnen. Die Angabe der Paarungsaktivitat erfolgte in Prozent der
Kolonien auf Minimalmedium zu Kolonien auf Vollmedium.
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2.27 Kreuzung von Hefestammen und Tetradenanalyse

Die haploiden Kreuzungspartner wurden auf einer YPD-Platte miteinander
gemischt und 5 h bei 25°C inkubiert. Danach wurden die Zellen auf Minimalmedi-
um ausgestrichen, auf dem durch geeignete Wahl der hinzugegebenen Amino-
sauren nur diploide MATal/o-Zellen wachsen konnen. Zur Sporulation wurden die
Zellen in YPD-Flissigmedium Uber Nacht herangezogen, dreimal mit sterilem
Wasser gewaschen und in 3 ml Sporulationsmedium (1% KOAc mit essentiellen
Aminosauren) aufgenommen. Nach dreitagiger Inkubation bei 25°C wurde 1 ml
des Ansatzes abzentrifugiert und die Zellen in 1 ml sterilem Wasser aufgenom-
men. Zur Entfernung der Ascuswand wurden 20 yl der Suspension mit 20 ul
Zymolyaselésung (0,2 mg/ml) gemischt und far 5 min bei 37°C inkubiert. An-
schlielend wurden die Sporen mit einem Mikromanipulator auf einer YPD-Platte
zum Auskeimen abgelegt.

2.28 EMS-Mutagenese

Zellen wurden Uber Nacht bis zu einer ODgy von 0,8 herangezogen. 7 ml der
Kultur wurden abzentrifugiert, gewaschen mit 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH
7,0) und in 1,7 ml des gleichen Puffers resuspendiert. Die Zellzahl wurde durch
Zahlung in einer Thoma-Kammer bestimmt. Nach Zugabe von 3% EMS (Endkon-
zentration) erfolgte eine Inkubation Gber 40 min bei 30°C. Nun wurden 100 ul des
Mutagenesegemischs mit 4 ml 5%igem Natriumthiosulfat gemischt und weitere
20 min bei 30°C inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz mit Kaliumphosphat-
puffer auf eine Zellzahl von 8-10°/ml verdiinnt und jeweils 100 pl auf eine YEPD-
Platte ausgebracht. Unter den gewahlten Bedingungen betrug die Uberlebensrate
30%.

2.29 Gen-Deletion und Gen-Modifikation in S. cerevisiae

Gen-Deletionen von S. cerevisiae wurden durch homologe Rekombination von
Markern in die chromosomale DNA bei gleichzeitiger Deletion des gewlinschten
Gens erzielt. Dazu wurden Disruptionsplasmide konstruiert, die eine Amplifikation
der Disruptionskassette in E. coli erlaubten. Mit PCR (2.10.2) wurden geeignete
Up- und Downstreamfragmente der jeweiligen Leserahmen mit einer Lange von
bis zu 1 kb erzeugt, welche durch die vorgegebene Primersequenz singulare
Restriktionsschnittstellen enthielten. Diese erlaubten die Klonierung in einen
Vektor, einen Selektionsmarker flankierend.
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Alternativ wurde die von (Longtine et al., 1998) beschriebene, auf PCR basieren-
de Methode der Gendeletion benutzt. Hierbei wurden 60mere Oligonukleotide
verwendet, deren 20 3’-standigen Basen die Amplifikation eines Selektionsmar-
kers erlauben, der auf einem Plasmid vorliegt. Die 40 5’-standigen Basen sind
genspezifisch und erlauben die homologe Rekombination. Diese Methode wurde
ebenfalls verwendet, um Proteine C-terminal mit einem Epitop zu markieren.

Der Erfolg der Genmanipulationen wurde mit mindestens zwei unabhangigen
PCR-Reaktionen verifiziert, indem sowohl die Disruptionskassette flankierende
Primer als auch interne Primer verwendet wurden. Dadurch konnten nur bei
gelungener Manipulation spezifische PCR-Produkte der erwarteten GroRe
entstehen.



Seite 39

3 ERGEBNISSE

3.1 Identifizierung von Ste6-Interaktionspartnern

3.1.1 Screen mit Two Hybrid-Genbanken

Wie in der Einleitung dargestellt wurde, vermittelt die D-Box von Ste6 die Ubiquiti-
nierung und den schnellen Turnover von Ste6. Deshalb kann davon ausgegangen
werden, dass Proteine mit diesem Bereich wechselwirken. Zur Suche nach
solchen Proteinen wurde das Two Hybrid-System eingesetzt.

Beim Two Hybrid-System handelt es sich um ein genetisches System zur Detekti-
on von Proteinwechselwirkungen in vivo (Fields und Song, 1989). Das Prinzip
beruht auf dem modularen Charakter eukaryontischer Transkriptionsfaktoren, wie
Gal4. Die Funktion des Volllangenproteins kann rekonstituiert werden, wenn die
Gal4-DNA-Bindedomane (BD) und die Gal4-DNA-Aktivierungsdomane (AD) in
raumliche Nahe gelangen. Dazu werden im Two-Hybrid-System ein Protein X an
die AD und ein Protein Y an die BD fusioniert. Bei physischer Interaktion von X mit
Y werden Aktivierungs- und DNA-Bindedomane zusammengebracht, sodass sie
wieder als Transkriptionsfaktor fungieren kénnen; dies geschieht nicht, wenn X
und Y nicht miteinander interagieren.

Zur Expression solcher Hybridproteine wurden 2u-Vektoren verwendet, welche fur
die Gal4-AD bzw. BD unter Kontrolle des ADH1-Promotors kodieren. Ein Polylin-
ker am 3’-Ende der Gene mit verschiedenen Restriktionsschnittstellen erlaubt die

A Integration von PCR- Frag-
s—Bow| ocA4eD | Taom |—2 menten, welche fir die zu
untersuchenden Proteinen
Sfil Bamhil kodieren (Abb. 4). Die GAL4-
CAT ATG GCC ATG GAG GCC CCG GGG ATC CGT CGAC

Ndel Neol Smal Sall AD-Domane von pRK296 ist
B mit einem Haemagglutinin-
5 P | caiino Al o 5 Epitop (HA-tag) markiert,
welches die Detektion des
sfil BamH Xhol Hybridproteins durch Wes-

CAT ATG GCC ATG GAG GCC CCG GGG ATC CGA ATT CGA GCT CGA GAGATC T
Ndel Neol Smal EcoRI sgir tern-Analyse erlaubt. Alle
konstruierten Plasmide

Abb. 4: Die GAL4-BD-Kassette von pRK329 (A) und die . .
_ , wurden im  Bereich der

GAL4-AD-Kassette von pRK296 (B): Polylinker am 3’-Ende ] )

der GAL4-Domaéanen erlauben die Konstruktion von Fusionsstelle sequenziert, um

Fusionsproteinen. sicherzustellen, dass die

Fusion im korrekten Leseras-
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ter erfolgt war. Zum Test auf Interaktion wurden die Plasmide in Testerstamme
transformiert, welche integrierte Gal4-abhangige Reportergene besitzen wie lacZ,
HIS3 und ADEZ2, vor deren Promotoren sich GAL4-Bindestellen befinden. Die
Expression des HIS3-Reportergens und des ADEZ2-Reportergens bewirkten
Wachstum der Zellen auf Medium ohne Histidin bzw. Adenin, die Expression der
B-Galaktosidase vom /acZ-Gen erlaubt die exakte Quantifizierung der Interakti-
onsstarke. Transformanten wurden zunachst unter plasmidselektiven Bedingun-
gen herangezogen und anschliefend auf Medien mit und ohne Histidin bzw.
Adenin getropft. Als Negativkontrolle dienten Einzeltransformanten oder Trans-
formanten mit den Vektoren, pRK296 bzw. pRK329. Als Positivkontrollen dienten
Doppeltransformanten mit den Plasmiden pSE1111 und pSE1112 (Fields und
Song, 1989) bzw. pVA3 und pTD1 (Iwabuchi et al., 1993)

Zur Suche nach Ste6-Interaktionspartnern wurden zunachst Teile von Ste6 mit
der Gal4-BD fusioniert. Es handelte sich um die Nukleotidbindedomane (NBD)
des ersten ,Ste6-repeats” (Abb. 2, AS 308-608, pRK483) und die D-Box (AS 593-
713, pRK333). Aullerdem wurde eine Fusion konstruiert, die beide Teile enthalt
(NBD1-D-Box, AS 308-713 , pRK381). Zur Durchfuhrung eines Genbankscreens
wurde der Two Hybrid-Testerstamm PJ69-4A mit dem GAL4-BD-Plasmid pRK381
und einer Genbank in einem GAL4-AD-Vektor transformiert. Es wurden drei
Genbanken benutzt: Eine cDNA-Bank im Lambdavektor A ACT (S.J. Elledge,
pers. Mitteilung), eine cDNA-Bank der Firma Clontech (Matchmaker Two Hybrid
System) sowie eine Genbank mit chromosomalen DNA-Fragmenten (James et al.,
1996). Transformanten, die in der Lage waren, ohne Histidin zu wachsen (Tab. 7),
wurden vereinzelt und mit Positiv-und Negativkontrollen verglichen.

Tab. 7: Two Hybrid-Genbankscreens

Anzahl der Transformanten mit

Genbank Anzahl der Transformanten erhéhter HIS3-Aktivitat
Clontech ~10° 18
Elledge ~10° 14
James ~6-10° 32

Im Folgenden wurden nur die Genbankplasmide weiter untersucht, die fur eine ,in
frame“-Fusion mit einem offenen Leseraster (ORF) kodieren, die allein, also ohne
Gegenwart einer BD-Fusion, keine Aktivierung der Reportergene bewirken und in
Verbindung mit einer BD-Ste6-Fusion mindestens zwei Reportergene aktivieren.
Die HIS3-Kassette erwies sich in Kontrollexperimenten als nur wenig stringent, die
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ADE2-Kassette dagegen als sehr stringent, d.h. sie ist nur bei sehr starken
Interaktionen aktiv. Diese Kriterien wurden von 13 der insgesamt 64 isolierten
Genbankplasmide erflllt. Da die drei positiven Klone der James-Genbank iden-
tisch waren, wurden somit 11 verschiedene Plasmide erhalten. Um den Bereich
weiter einzugrenzen, der flr die beobachtete Interaktion verantwortlich ist, wurden
die Genbankplasmide aus den Hefe-Transformanten isoliert und zusammen mit
verschiedenen Gal-BD-Fusionsplasmiden in PJ694A retransformiert. Abb. 5 zeigt
die Aktivitat der Reportergene in Transformanten mit den Genbankplasmiden in
Kombination mit den BD-Plasmiden pRK333, pRK381 und pRK483 im Vergleich
zu Positiv- und Negativkontrollen. Die Interaktionen sind in Tab. 8 zusammenge-
fasst.

Tab. 8: Reportergenaktivitdt mit verschiedenen Genbankplasmiden. Die Genbankplasmide
erhielten als Bezeichnung einen Buchstaben je nach verwendeter Genbank (pE, pC bzw. pJ) sowie
eine fortlaufende Nummer.

Genbankplasmid starkste Aktivitat der Reporterkassetten
Interaktion® HIS3 ADE?2 LacZ
pJ13 pRK381 ++ ++ ++
pC2 pRK381 ++ + -
pC3 pRK381 ++ ++ ++
pC8 pRK381 ++ + -
pC10 pRK381 ++ + -
pC17 pRK381 ++ ++ ++
pE4 pRK381 ++ + +
pE6 pRK333 ++ + +
pE9 pRK381 ++ + -
pE11 pRK381 ++ - +
pE12 pRK381 ++ + -

® Angegeben sind die Reportergenaktivitidten in Kombination mit dem BD-Plasmid, welches im
direkten Vergleich die starkste Interaktion bewirkte.
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A

BD-Fusion Wachstum auf Medium LacZ-Overlay-Assay

-Ade -His +Ade +His

pRK381
(NBD1-D-Box)

PRK483
(NBD1)

RK296
Kontrollen —>

Abb. 5: Two Hybrid-Interaktion zwischen BD-Ste6-Fusionen und Genbankplasmiden. Gleiche
Mengen Zellsuspension wurden auf selektive Platten getropft und drei Tage bei 30°C inkubiert. (A)
Aktivitat der Reporterkassetten in Kombination mit verschiedenen BD-STE6-Fragmenten: D-Box
(pPRK333), NBD1-D-Box (pRK381) und NBD171 (pRK483). Interaktion der Gal4-Hybridproteine
vermittelt Wachstum ohne Histidin und Adenin (linke Tafel) und LacZ-Aktivitat (rechte Tafel, die
Aktivitat fihrt in einem LacZ-Overlay-Assay zur Bildung eines blauen Farbstoffs). (B) Auftragungs-
schema der Kontrollen (obere Reihe) sowie der Transformanten mit Genbankplasmiden. Als
Negativkontrolle dienten Transformanten mit Vektoren (pRK296 und pRK329) sowie als Positivkon-
trolle Transformanten mit den Plasmiden pSE1111 und pSE1112 (Interaktion zwischen Snf1 und
Snf4) bzw. pVA3 und pTD1 (Interaktion zwischen T-Antigen und p53).

Auffallig ist hierbei die Beobachtung, dass in Kombination mit pRK483, welches
fur die BD-NBD1-Fusion kodiert, keine Aktivitat der Reportergene zu beobachten
ist. MaRgeblich fur eine Interaktion mit den genbankkodierten AD-Fusionen ist
also die Prasenz der D-Box. Andererseits ist die Interaktion mit der D-Box allein in
der Regel schwacher als mit der NBD1-D-Box; Transformanten mit pRK381 liefern
die jeweils starkeren Interaktionen als die Kombination mit pRK333. Grinde
hierfir kénnen in der Faltung der Fusionsproteine oder in deren raumlichen
Zuganglichkeit liegen. Mdglicherweise liegen fur die Interaktion mit der D-Box
wesentliche Erkennungssequenzen im Bereich der NBD1. Einzige Ausnahme
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hierbei ist das Genbankplasmid pE6, welches in Kombination mit der BD-D-Box
die starkste Aktivierung zeigte.

3.1.2 ldentifizierung der Genbankplasmid-kodierten AD-Fusionen

Zur Identifikation der genbankkodierten Interaktionspartner wurde die an die
GAL4-AD fusionierte DNA-Sequenz ermittelt und durch eine Datenbanksuche
(NCBI Blast search) einem offenen Leserahmen zugeordnet. Die Ergebnisse
dieser Suche sind in Tab. 9 zusammengefasst.

Tab. 9: Identifikation der Genbankplasmid-kodierten Gal4-AD-Fusionen. Angegeben ist der jeweils
identifizierte ORF mit seiner Gesamtlange in Aminosauren und das jeweils erste sequenzierte
Codon nach der AD-Domane.

Genbank- ORF Gesamt-  erstes sequenziertes Beschreibung
plasmid lange Codon nach Gal4-AD
pJ13 YFLOO7w/ 1804 AS 1 Vermittelt
BLM3 Bleomycinresistenz
pC2 SMT4 1034 AS 194 Annlichkeit zu Ubiquitin-
ahnlicher Protein-Protease
pC3 YNL201c 858 AS 308 Unbekannt, schwache
Ahnlichkeit zu RTS1
pC8 RTS1 757 AS 527 B’ regulatorische Unter-
einheit des PP2A-
Komplexes
pC10 PKC1 1151 AS 626 Reguliert MAP-Kinaseweg
zur Zellwandintegritat
pC17 YGL211w 193 AS 25 Unbekannt
pE4 STM1 273 AS 1 DNA-bindendes Protein
pE6 GCR3 858 AS 787 Hat eine Funktion beim
Splicing
pE9 YDL097¢c/ 434 AS 181 Bestandteil der regulato-
RPN6 rischen (19S)-
Unterheinheit des
Proteasoms
pE11 YGR168¢ 376 AS 5 Unbekannt
pE12 SRP54 540 AS 174 Bestandteil des

Signalerkennungspartikels

Im Two Hybrid-System gemessene Interaktionen sind nicht unbedingt von
physiologischer Relevanz. Fir einige Interaktionen ist es sehr unwahrscheinlich,
dass sie in vivo eine Rolle spielen, so z.B. die Wechselwirkungen mit Stm1 (ein
DNA-bindendes Protein, das im Zellkern lokalisiert sein sollte), mit Gecr3 (spielt
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eine Rolle beim Splicing) oder mit SRP54 (Untereinheit des ,signal recognition
particle“, das zur Translokation neu-synthetisierter Proteine in das ER gebraucht
wird).

Andere Interaktionspartner kdnnten von Bedeutung sein. BIm3, das 1803 AS lang
ist und 7-10 Transmembrandomanen aufweist, wird der ,Major Facilitator‘-Familie
zugeordnet (Nelissen et al., 1997). Es konnte sich daher um einen Transporter
handeln. Mutationen in diesem Gen flhren zu einer Hypersensitiviat gegenuber
Bleomycin, einem DNA-schadigenden Agens (Moore, 1991). Ein weiterer mogli-
cher Interaktionspartner von Ste6 ist Smt4. Dieses Protein zeigt Ahnlichkeit zu
Ulp1 (Li und Hochstrasser, 1999), welches Smt3, ein Ubiquitin-ahnliches Protein,
aus Protein-Konjugaten abspaltet. Es konnte jedoch keine Interaktion zwischen
Ste6 und dem Volllangenprotein Smt4 nachgewiesen werden (Ingrid Schwien-
horst, personliche Mitteilung). Dieses Protein wurde daher nicht weiter untersucht.

Interessant ist die Interaktion von Ste6 mit dem Protein Ynl201c. Uber dessen
Funktion ist noch nichts bekannt, es zeigt aber eine Ahnlichkeit zu dem Protein
Rts1, das ebenfalls als Interaktionspartner von Ste6 identifiziert wurde. Rts1 ist
eine Untereinheit der Serin/Threonin-Phosphatase PP2A. Es handelt sich dabei
um einen in Eukaryonten hochkonservierten Komplex, der regulatorisch in den
Metabolismus, die Replikation, die Translation und den Zellzyklus eingreift. Er
besteht aus drei Untereinheiten: Aus einer katalytischen, einer regulatorischen
und einer variablen B’-Untereinheit. Bei Rts1, und moglicherweise auch bei
Ynl201c, handelt es sich um eine solche B’-Untereinheit, die das Holoenzym zu
verschiedenen zellularen Funktionen dirigiert (Stark, 1996; Zhao et al., 1997). Im
Falle von Rts1 sind dies regulatorische Aufgaben bei der Expression von Protei-
nen, die eine Funktion austben bei der zellularen Stressantwort (Evangelista et
al., 1996). Der isolierte Genbankklon kodiert nur flr eine Fusion mit den letzten
230 Aminosauren des Proteins, die beobachtete Interaktion ist daher mit Vorsicht
zu bewerten. Allerdings scheint ein N-terminal verklrztes Protein die meisten
Defekte einer rts7-Mutante zu supprimieren. Es wird vermutet, dass der C-
terminale Teil des Proteins eine Funktion bei der Stressantwort Ubernimmt,
wahrend der N-terminale Teil eine Rolle im Zusammenhang mit der Zellzykluskon-
trolle spielt (Shu et al., 1997). Die Konstruktion einer Volllangenfusion von
YNL201c an GAL4-AD (pRK495) konnte die mit dem Genbankplasmid erzielte
Aktivierung der Reportergene im Two Hybrid-System in Kombination mit BD-
STEG6-Fragmenten nicht reproduzieren. Allerdings lieferte das Plasmid pRK495 in
Kombination mit pRK494, welches eine GAL4-BD-PPH22-Fusion kodiert, eine
schwache Aktivierung aller Reportergene des Testerstamms PJ69-4A (nicht
gezeigt); PPH22 ist eines der Gene von S. cerevisiae, das fur katalytische
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Untereinheiten des PP2A-Komplexes kodiert. Dies kann als Hinweis darauf
gewertet werden, dass es sich bei Ynl201c tatsachlich um eine bisher nicht
bertcksichtigte regulatorische Untereinheit des PP2A-Komplexes handelt.

Im Screen konnten weitere Interaktionspartner von Ste6 identifiziert werden, Gber
deren Funktion nichts bekannt ist, darunter Ygl211w, ein kleines Protein mit einer
Grofle von 193 AS und Ygr168c. Dieses Protein hat eine GroRe von 376 AS,
besitzt drei vorhergesagte Transmembrandomanen und zeigt Ahnlichkeit zu
einem humanen Peptidrezeptor. Da die Aktivierung der ADEZ2- und LacZ-
Reporterkassetten nur schwach ist, wurde dieser Interaktionspartner bei den
weiteren Untersuchungen nicht mehr beriicksichtigt. Uber das Gen RPN6 war
zum Zeitpunkt des Genbankscreens ebenfalls nichts bekannt. Da im Two Hybrid
Assay auch in quantitativen Enzymtests keinerlei Aktivitat des lacZ-Repotergens
nachzuweisen war, wurde es nicht weiter berlcksichtigt. Inzwischen wurde Rpn1
als Bestandteil des regulatorischen Partikels (19S) des Proteasoms identifiziert
(Glickman et al., 1998).

Ein weiterer Klon kodiert fur eine Fusion mit der C-terminalen Halfte der Proteinki-
nase C (Pkc1). Dieses Protein reguliert einen MAP-Kinaseweg, der fur die
Zellintegritat von Bedeutung ist (Ammerer, 1994). Obwohl die im Two Hybrid-
System beobachtete Interaktion zwischen Ste6 und Pkc1 nicht stark war (schwa-
che Aktivitat des ADE2-Reporters und keine Aktivitat des LacZ-Reporters), kdnnte
es sich dabei trotzdem um eine echte Interaktion handeln. Ein indirektes Indiz fur
eine physiologische Bedeutung liefert das humane MDR1-Protein, das eng mit
Ste6 verwandt ist. MDR1 wird durch PKC phosphoryliert, was in Zusammenhang
mit der Regulation eines Chloridkanals steht (Fine et al., 1996). Es ist deshalb
mdglich, dass auch Ste6 von Pkc1 phosphoryliert wird. Abb. 6 zeigt die Phospho-
rylierungsstellen von MDR1 im Sequenzvergleich mit zwei Bereichen der D-Box,
bei denen es sich mdglicherweise ebenfalls um Phosphorylierungsstellen handelt.
Aus diesem Grund wurden weitere Experimente zum Einfluss von Pkc1 auf Ste6
durchgefuhrt.

@ @ Abb. 6: Phosphorylierungsstellen fir PKC
im humanen MDR1-Protein im Vergleich

MDR1 661 S LARESEET REFPVREGS -

Ste6 Box 1 661 - - YQreEN v TTTVN zu potentiellen PKC1-sites in der D-Box

Ste6 Box2 703 - -HTESEV - TRKETRIVISK  yon Stes. Angegeben sind die jeweiligen

Positionen in Aminosauren. Die in MDR1 phosphorylierten Serinreste sind durch ein umrandetes

-P* gekennzeichnet. Identische Aminosduren sind schwarz und ahnliche Aminosduren sind grau

hinterlegt.
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3.1.3 Einfluss von Pkc1 auf die Funktion und Stabilitat von Ste6
3.1.3.1 Two Hybrid-Experimente mit verschiedenen PKC1-Varianten

Die Ergebnisse der Two Hybrid-Genbanksuche sollten unabhangig vom urspriing-
lich isolierten Genbankplasmid nachvollzogen werden. Dazu stand das Plasmid
pGAD-PKC1 zur Verfigung, das fur eine GAL4-AD-PKC1-Fusion kodiert (J.
Heinisch, personliche Mitteilung). Eine Eigenschaft von Pkc1 kann jedoch die Two
Hybrid-Interaktionen mit Substraten beeinflussen: Das Protein besitzt eine Region,
die als Pseudosubstrat fungiert und wichtig flr die Regulation der Aktivitat und die
Bindung an das zu phosphorylierende Protein ist. Ein Austausch eines Arginins
der Pseudosubstratstelle zu einem Alanin (R398A) fuhrt zu einem hyperaktiven
Protein (Watanabe et al., 1994). Im Two Hybrid-System konnte jedoch auch mit
dem hyperaktiven Allel von Pkc1 keine Interaktion mit Ste6 gezeigt werden.

3.1.3.2 Einfluss von Pkc1 auf Funktion und Umsatz von Ste6

Wenn Ste6 Pkc1-vermittelt phosphoryliert wird, ist es sehr wahrscheinlich, dass
Ste6 dadurch entweder in seiner Funktion und/oder in seinem Turnover beein-
flusst wird. Deshalb sollten die Effekte der hyperaktiven Pkc1-Variante auf das
Paarungsverhalten der Hefe sowie auf die Halbwertszeit von Ste6 untersucht
werden. Hierzu wurden die Plasmide pRK577 und pRK578 konstruiert, mit deren
Hilfe die PKC1-Varianten kupferinduziert exprimiert werden kénnen. Es konnte
jedoch im Vergleich zu einer Vektorkontrolle kein Effekt auf die Paarungseffizienz
von Zellen beobachtet werden, die wahrend der Paarung PKC1 oder PKC1
R398A exprimieren (Daten nicht gezeigt). Zur Bestimmung der Halbwertszeit von
Ste6 wurden Gal-Depletion-Experimente durchgeflhrt: Hierbei wurden die zu
testenden Zellen in Galaktose-haltigem Medium far mehrere Generationen
angezogen, wobei die Expression von Ste6 uber den GAL7-Promotor erfolgt.
Werden die Zellen in Medium mit 5% Glukose aufgenommen, so wird die Neubil-
dung reprimiert. Wird nun zu verschiedenen Zeitpunkten die jeweils vorhandene
Proteinmenge durch eine Western-Analyse bestimmt, so kann auf die Proteinsta-
bilitat zurtckgeschlossen werden. Dazu wurden die Plasmide pRK577 und
pRK578 in den Stamm RKY1039 transformiert, dessen chromosomale STEG6-
Kopie unter Kontrolle des GAL7-Promotors steht. Die Induktion der Pkc1-
Varianten erfolgte eine Stunde vor dem Experiment mit 500 uM Cu?*. Auch aus
diesem Experiment ergab sich kein Hinweis auf eine Beeinflussung von Ste6, die
Halbwertszeit von Ste6 war in allen Transformanten gleich (Daten nicht gezeigt).
Ste6-Mutanten, in denen die potentiellen PKC1-Phosphorylierungsstellen ausge-
schaltet sind, zeigten ebenfalls ein unverandertes Paarungsverhalten und eine
unveranderte Proteinstabilitat.
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3.1.3.3 Wachstumsdefekt durch Uberexpression von PKC R398A

Die starke Uberexpression des hyperaktiven Allels von PKC1, z.B. durch den
GAL1-Promotor, bewirkt einen Wachstumsdefekt, dessen Ursache noch unver-
standen ist (Watanabe et al., 1994). Die Wachstumseigenschaften von Transfor-
manten mit pBM743-PKC1::HA bzw. pBM743-PKC1::HA R398A sind in Abb. 7
gezeigt: Auf Platten mit Raffinose als einziger Kohlenstoffquelle, also unter
Bedingungen, unter denen der GAL7-Promotor nicht induziert ist, zeigen alle
Transformanten ein gleiches Wachstumsvermdgen (Abb. 7A). Transformanten
des Wildtyps zeigen ein deutlich verringertes Wachstumsvermogen, wenn die
hyperaktive PKC1-Variante auf Galaktose durch Induktion des GAL7-Promotors
Uberexprimiert wird (Abb. 7B). Der isogenetische ste6-Deletionsstamm RKY 1001
vermag jedoch die Expression von PKC1 R398A zu tolerieren: Auch auf Galakto-
se wird sein Wachstum nicht beeintrachtigt.

A Raffinose B Galaktose

wit
Vektor

Gal1,-PKC1\/Gal1,-PKC1

wt
Gal1,-PKC1

Abb. 7: Wachstumseigenschaften bei Uberexpression von PKC1-Varianten. JD52 (wt) und der
isogenetische ste6-Deletionsstamm RKY1001 wurden transformiert mit YCplac33 (Vektor), mit
pBM743-PKC1::HA und pBM743-PKC1::HA R398A und ausgestrichen auf Minimalmedium mit (A)
Raffinose und (B) Galaktose.

3.1.4 Einfluss von BLM3, YNL201c und YGL211c auf Ste6

Als mogliche Interaktionspartner von Ste6 wurden die Proteine BIm3, Ynl201c und
Ygl211c identifiziert. Wenn diese Proteine mit Ste6 interagieren und dabei eine
noch unbekannte Funktion auslben, so sollten die korrespondierenden Dele-
tionsstdmme eine Veranderung bezuglich Ste6-Umsatz oder Funktion zeigen. Um
diese Vorhersage zu testen, wurden die Gene im Ausgangsstamm RKY1001
(Aste6::HIS3) disruptiert. Dazu wurden Deletionskassetten konstruiert, in denen
der Selektionsmarker LEU2 von Sequenzen flankiert wird, die oberhalb und
unterhalb des zu deletierenden Gens liegen. Durch homologe Rekombination
uber diese Bereiche kommt es im Genom zu einem Austausch des Leserasters
durch den Selektionsmarker. Alle Deletionsstamme erwiesen sich unter Stan-
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dardbedingungen als lebensfahig. Zur Durchfiihrung von Paarungsexperimenten
wurden die Disruptanten mit pRK278 transformiert (STE6-Gen auf Vektor
YCplac33). Hierbei zeigte sich bei mehrmaliger Wiederholung des Experiments
kein Einfluss der Deletionen auf die Paarungshaufigkeit (Daten nicht gezeigt). Zur
Durchfihrung von Gal-Depletion-Experimenten wurden die Deletionsstamme mit
pPRK504 (GAL1p-STE6(c-myc)) transformiert. Die Kulturen wurden uber Nacht bei
30°C exponentiell in galaktosehaltigem Minimalmedium zur Selektion auf Plasmi-
derhalt herangezogen. Jeweils gleiche Zellmengen wurden in Medium mit 5%
Glukose aufgenommen, was zur Repression des GAL7-Promotors fuhrte. In
regelmafigen Abstanden wurden gleiche Kulturmengen geerntet und die enthal-
tene Ste6-Menge durch SDS-PAGE und anschlieBender Western-Analyse
bestimmt (Abb. 8). Die densitometrische Analyse erbrachte keinen Hinweis auf
eine Veranderung der Halbwertszeit von Ste6.

kDA wt Abem3 Aygl211w  Aynl201c
[ | | | [ | | l

205 —

112 —

[ [T [T [ 1 I
0 153045 0 153045 0 1530 45 0 15 30 45

Chase [min]

Abb. 8: Stabilitdt von Ste6 in Deletionsstdmmen. Zur Durchflhrung von Gal-Depletion-
Experimenten wurden die Stamme RKY1001 (wt), RKY1241 (Abem3), RKY1242 (Aygl211w) und
RKY1243 (Aynl201¢) mit pRK504 (GAL1p-STE6 c.myc)) transformiert. Die Zellen wurden fur mehrere
Generationen auf Galaktose herangezogen. Nach Aufnahme der Zellen in Medium mit 5% Glukose
wurde aquivalente Mengen in 15minltigen Abstand geerntet und die noch vorhandene Ste6-Menge
durch SDS-Page und Western-Blot-Analyse bestimmt. Der Nachweis des Proteins erfolgte mit
c-myc-Antikérpern.

3.2 Screening nach Mutanten mit erhdhter Ste6-Stabilitat

Um Genfunktionen zu identifizieren, die am raschen Transport von Ste6 in die
Vakuole beteiligt sind, sollte nach Genen gesucht werden, deren Mutation Ste6
stabilisiert. Ist der Transportweg in die Vakuole blockiert, so sollte die Halbwerts-
zeit von Ste6 verlangert werden, was wiederum zu einem erhohten ,Steady-State-
Level” fuhrt. Da die Proteinmenge aufgrund der Ste6-Aktivitdt, dem a-Faktor-
Transport, nur schwerlich zu quantifizieren ist, wurden Reportergene an den
C-Terminus von Ste6 fusioniert. Bereits zur Verfugung stand der Mutagene-
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sestamm RKY901, dessen chromosomale STE6-Kopie mit E. coli
B-Galactosidase (LacZ) fusioniert ist, deren Aktivitat leicht bestimmt werden kann.
Das Ste6-LacZ-Fusionsprotein erwies sich als voll funktional in Paarungsexperi-
menten, und es akkumulierte in einer Endozytosemutante an der Plasma-
membran. Dies deutet darauf hin, dass das Protein korrekt zur Zelloberflache
transportiert wird. Tatsachlich konnten, wie Pulse-Chase-Experimente zeigten,
eine Reihe von Mutanten mit diesem Stamm isoliert werden, die Ste6 stabilisie-
ren. Das Testsystem zeigte jedoch in der Praxis zwei entscheidende Schwachen,
die den Einsatz flr einen Screen mit hohem Durchsatz erschwerten: Zum einen
war die Eliminierung von falsch-positiven Mutanten zeitaufwendig, weil nur Pulse-
Chase-Experimente durchgefiihrt werden konnten, um die mogliche Ste6-
Stabilisierung zu verifizieren. Andererseits war die ldentifizierung der betroffenen
Gene in den Mutantenstammen schwierig, da die STE6-LacZ-Fusion unter
Kontrolle des MATa-spezifischen STE6-Promotors stand. Wurden die Mutanten
mit einer Genbank transformiert, um nach Kolonien mit verringerter LacZ-Aktivitat
zu suchen, zeigten diejenigen Transformanten die geringste Enzymaktivitat, deren
Genbankplasmide den MATo-Locus enthielten: In diesen Transformanten wird
das STE6-LacZ-Gen reprimiert.

Ein verbesserter Mutagenesestamm sollte daher die folgenden Anforderungen
erflllen: Der erhdhte Steady-State-Level eines Ste6-Fusionsproteins sollte zu
einem verbesserten Wachstum gegentber dem nicht-stabilisierenden Ausgangs-
stamm flhren. Die Expression des Fusionsproteins sollte dabei unabhangig vom
STE6-Promotor erfolgen. Der Mutagenesestamm sollte auRerdem eine GAL17p-
STEG6-Kassette enthalten, damit die Ste6-Halbwertszeitbestimmung auch mit Gal-
Depletion-Experimenten als Alternative zu Pulse-Chase-Experimenten erfolgen
kann. Damit die unterschiedlich modifizierten Ste6-Proteine bei einem immunolo-
gischen Nachweis klar unterscheidbar sind, sollte das GAL1p-abhangige STE6-
Allel mit einem c-myc-Epitop markiert werden.

3.2.1 Konstruktion eines Mutagenesestammes

Zur EinfUhrung einer GAL1p-STE6-Kassette am STE6-Locus wurde der ,URA-
Blaster* pNKY51 verwendet (Alani et al., 1987). Dieser besteht aus dem URA3-
Gen der Hefe, flankiert von 1,1 kb grol3en hisG-Sequenzen aus Salmonella. Wird
dieses Konstrukt, flankiert von geeigneten Sequenzen, in Hefe transformiert, so
kénnen durch homologe Rekombination stabile Integranten durch Selektion auf
den Ura"-Phanotyp isoliert werden. Durch die direkte Wiederholung von hisG
kann mit hoher Wahrscheinlichkeit (z10'4) Rekombination zwischen diesen
Sequenzen erfolgen. Dadurch geht das URA3-Gen wieder verloren, und dieser
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Selektionsmarker steht flr weitere Manipulationen zur Verflgung. Zur Konstrukti-
on des Plasmids pRK378, aus dem die GAL1p-STE6—Kassette herausgeschnitten
werden kann, wurde zunachst ein GAL7-Promotorfragment und ein N-terminales
STE6-Fragment einzeln mit PCR amplifiziert. Als Template fur das STEG6-
Fragment wurde ein Plasmid verwendet, das fur eine Ste6-Variante kodiert, die
ein c-myc-Epitop im ersten extrazellularen Loop tragt (Abb. 2). Da der am Startco-
don von STEG6 hybridisierende Primer zusatzlich Sequenzen enthalt, die komple-
mentar zum ,downstream“-Primer des GAL1-Fragments sind, konnten die beiden
Fragmente anschlieRend mit einer ,Assembly-PCR" verknUpft werden (Abb. 9A).
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Abb. 9: Konstruktion des Stammes RKY1039. (A) Mit Hilfe einer ,Assembly-PCR" wurden einzeln
amplifizierte DNA-Fragmente verknipft, indem durch Primer #159 homologe Sequenzen zum
GAL1-Promotorfragment in das STE6-Fragment eingefthrt wurden. (B) Durch homologe Rekombi-
nation mit der Integrationskassette aus pRK378 kann das chromosomale STE6-Gen durch eine
epitop-markierte Variante, die unter Kontrolle des GAL7-Promotors steht, ersetzt werden. Die
hisG-Repeats, die den URA3-Selektionsmarker flankieren, erlauben dessen nachtraglichen Verlust
durch Rekombination. Pfeile markieren die Hybridisierungstellen der verwendeten Primer.

Die Integration der Kassette ins Genom erfolgte durch homologe Rekombination
Uber das Fragment des STE6-Leserasters und ein Fragment ,upstream® vom
STEG6-Promotor (Abb. 9B). Die Integrationskassette wurde aus pRK378 herausge-
schnitten und in den Stamm JD52 transformiert. Eine Transformante mit der
gewunschten Integration der Kassette wurde durch spezifische PCR-Reaktionen
identifiziert, aullerdem wurde das Expressionsmuster von Ste6 durch Western-
Blot-Experimente bestimmt: Ste6 konnte nur in solchen Zellen nachgewiesen
werden, die auf Galaktose heranwachsen; dieses Protein konnte sowohl mit
anti-Ste6- als auch mit anti-c-myc-Antikdrpern nachgewiesen werden (nicht
gezeigt). Auf 5-FOA-haltigen Platten wurde auf den Verlust des URA3-Markers
selektioniert. Der so erhaltene Stamm erhielt die Bezeichnung RKY1039.
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3.2.2 Konstruktion von Ste6-Fusionsproteinen

Es sollten Ste6-Fusionsproteine gefunden werden, deren erhohter Steady-State-
Level zu einem verbesserten Wachstumsvermdgen fihrt. Um verschiedene
Fusionsproteine testen zu kénnen, wurde das Plasmid pRK328 konstruiert; es
dient der Integration von Fusionsproteinen in den chromosomalen SUCZ2-Lokus,
womit Kopienzahleffekte, wie sie bei der Verwendung von Plasmiden auftreten
kénnen, minimiert werden (Abb. 10). Das unter Kontrolle des CUP1-Promotor
stehende STE6-Gen besitzt am C-Terminus eine singulare Sall-Restriktionsstelle,
wodurch die Fusion mit PCR-Fragmenten ermdglicht wird.

Abb. 10: Integration von
CUP1p-STEG6-Fusionsgenen
am chromosomalen SUC2-
CUP1,- Lokus. Hierzu diente das

STES Plasmid pRK328, welches flr
i , Wi U
pRK328 >
Ap

Sall Sall
i i

HIS3 (pRK395)
LEU2 (pRK396)
URA3 (pRK397)

ein kupferinduzierbares Ste6-
Gen mit einer Sall-
Restriktionsstelle am  C-

SUC2-Fragment Terminus des Gens kodiert.

Sall

7 Diese Schnittstelle diente der

Hpal Konstruktion von Fusionen

X mit HIS3 (pRK395), LEU2

(PRK396) oder URA3

(pPRK397). Eine singulare

chromosomaler SUC2-Lokus Hpal-Schnittstelle im SUC2-

Fragment der Plasmide erlaubt die Linearisierung vor der Transformation, wodurch die Integration

des Plasmids am SUC2-Locus beguinstigt wird.

Fusionen mit den Proteinen His3, Leu2 und Ura3 wurden auf ihre Verwendbarkeit
hin getestet: Die Fusionsproteine sollten die Auxotrophien entsprechender
Deletionsstamme komplementieren und somit das Wachstum in Abwesenheit der
entsprechenden Aminosauren bzw. Basen ermdglichen, wenn der CUP1T-
Promotor stark induziert wird. Eine niedrige Kupferkonzentration kénnte dann fir
einen Screen nach stabilisierenden Bedingungen benutzt werden. Dies traf nur
auf die Fusion mit HIS3 zu. Der auf RKY1039 basierende Stamm mit der am
SUC2-Lokus integrierten CUP1p-STEG6-HIS3-Kassette erhielt die Bezeichnung
RKY1050.
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3.2.3 Charakterisierung des Ste6-His3-Fusionsproteins
3.2.3.1 Test auf Funktionalitat des Fusionsproteins

Notwendige Voraussetzung flr den erfolgreichen Einsatz der Ste6-His3-Fusion
bei der Suche nach Ste6-stabilisierenden Mutanten ist, dass sich das Fusionspro-
tein bezlglich Funktion und intrazellularem Transport wie das Wildtypprotein
verhalt. Einen ersten Hinweis auf die korrekte Faltung des Fusionsproteins lieferte
die Beobachtung, dass der Stamm RKY1050 in Gegenwart von Glukose und
500 pM Cu®* mit annahernd Wildtypaktivitat paart; der Ausgangsstamm RKY1039
paart unter diesen Bedingungen etwa um den Faktor 100 schlechter, da das
GAL1p-STE6c.myc)-Konstrukt in Gegenwart von Glukose nicht exprimiert wird und
daher auch kein Ste6 vorhanden ist.

3.2.3.2 Stabilisierung von Ste6-His3 in einer pep4-Mutante

Ste6 wird in pep4-Mutanten stabilisiert. Erreicht auch das Fusionsprotein die
Vakuole, sollte der ,Steady-State-Level des Fusionsproteins in dieser Mutante
ebenfalls erhoht sein. Um den Steady-State-Level des Fusionsproteins in einem
pep4-Hintergrund untersuchen zu kénnen, wurde im Stamm RKY1392, der eine
ins Genom integrierte CUP1p-STE6-HIS3-Kassette besitzt (3.2.5.2), pep4 disrup-
tiert. Die Disruption wurde phanotypisch mit einem Fast-Garnet-Plattentest
verifiziert; der Stamm erhielt die Bezeichnung RKY1582. Zellextrakte wurden
hergestellt und die Ste6-Menge wurde durch quantitative Western-Blot-
Experimente bestimmt (Abb. 11). Deutlich zu erkennen ist die héhere Signalinten-
sitdt der Ste6-Bande in der pep4-Mutante RKY975 gegenlber dem isogeneti-
schen wt-Stamm JD52. Gleiches gilt fir das Ste6-His3-Fusionsprotein: Im pep4-
Stamm RKY1582 ist das Signal deutlich starker als im ansonsten isogenetischen
Stamm RKY1392. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werden, dass Ste6-His3
die Vakuole erreicht.

QQIX Abb. 11: Western-Analyse zur Bestimmung des

,5§ Steady-State-Levels von Ste6-Varianten im wit-
6 .6 va ‘?‘ und Apep4-Zellen. Es wurden jeweils dquivalen-

kDa X0 «Q, ,&Q/ « .
Y S 9 5 é\ te  Mengen Zellextrakt elektrophoretisch
aufgetrennt, der Nachweis von Ste6 erfolgte mit
195— Hilfe von Ste6-Antikérpern. Alle Zellen wuchsen

#% (€ Ste6-His3  exponentiell in Gegenwart von 300 uM Cu®*
- '|€ Ste6 heran. Die eingesetzten Stdmme waren
110 RKY1001 (Aste6), JD52 (STE6), RKY975 (STE6
Apep4), RKY1392 (CUP1,-STE6-HIS3) und

RKY1582 (CUP15-STE6-HIS3 Apep4).
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3.2.3.3 Vergleich der intrazelluldren Lokalisation von Ste6 und Ste6-His3

Zum Vergleich der intrazellularen Lokalisation von Ste6 und Ste6-His3 wurden
Fraktionierungsexperimente durchgefuhrt. Dazu wurde aus Zellen, die uber
mehrere Generationen exponentiell herangezogen wurden, ein Rohextrakt
hergestellt. Dieser wurde mit Sucrosegradienten fraktioniert, und die Fraktionen
wurden Uber SDS-PAGE und Western-Blot-Experimente immunologisch auf die
Verteilung von Ste6 und Ste6-His3 hin getestet. Abb. 12A zeigt die Verteilung von
Ste6 im Vergleich zu Ste6-His3: Beide zeigen die flr Ste6 typische Anhaufung im
mittleren Bereich des Gradienten (Kolling und Hollenberg, 1994). Die grole
Signalstarke der Ste6-Bande ruhrt von der starken Expressionsrate des GAL17-
Promotors her, unter dessen Kontrolle das STE6c.m,c-Gen steht; die Uberproduk-
tion hat jedoch keinen Einfluss auf die Lokalisation.

A wt Abb. 12: Fraktionierung von Ste6 und
Ty < Ste6-His3 Ste6-His3. Zellextrakte von (A)
- - <« Ste6 RKY1050 (wt) und (B) RKY1053

(end4ts) wurden mit  Sucrose-
Gradienten fraktioniert (20-50%
< SteB-His3 Sucrose, Fraktion 1: niedrige Dichte).

B end4°, 37°C

—--(—-“ “h U&.

-

Aliquots der Fraktionen wurden mit

Western-Blot-Experimenten analysiert.

| rl‘t.m' < Pmat Die Zellen wuchsen auf galaktosehal-

2 4 6 8 10 12 14 16 18 tigem Medium heran, Ste6-His3 wurde
Fraktionen mit 500 uM Cu?* induziert. RKY1053

wurde bei 25°C herangezogen und 1 h

vor dem Zellaufschlu® bei 37°C

inkubiert, bevor die Extrakte herge-

stellt wurden.

In end4™-Mutanten akkumuliert Ste6 bei nicht-permissiver Temperatur in ubiquiti-
nierter Form in der Plasmamembran (Koélling und Hollenberg, 1994). Um zu
klaren, ob sich das Ste6-His3-Fusionsprotein ebenso verhalt, wurde der Aste6
end4®-Stamm RKY1053 konstruiert, der ebenfalls die STE6-HIS3-Kassette
enthalt. Der Stamm wurde bei 25°C herangezogen, und der Block der Endozytose
wurde durch eine Inkubation fir 1 h bei 37°C etabliert. In Ubereinstimmung mit
der Verteilung von Ste6 in end4-Mutanten ist eine Verschiebung der Ste6-His3-
Signale zu den Fraktionen mit héherer Dichte zu beobachten (Abb. 12B, obere
Tafel), in denen das Plasmamembranprotein Pma1 nachgewiesen werden kann
(Abb. 12B, untere Tafel).
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Zusammen mit der Beobachtung, dass das Fusionsprotein voll funktional ist und
in pep4-Mutanten stabilisiert ist, lasst sich aus diesem Experiment folgern, dass
Ste6-His3 dieselben intrazellularen Transportwege wie das Wildtypprotein Ste6
beschreitet und somit alle gestellten Voraussetzungen fur die Verwendbarkeit in
einem Screen erfullt.

3.2.4 Mutageneseversuche mit RKY1050

Mit dem Stamm RKY1050 wurden mehrere Mutagenesen durchgeflhrt. Zur
Selektion wurden die Zellen auf einem Medium ausgebracht, welches 150 uM
Cu?* enthielt. Bei dieser Kupferkonzentration wies der Stamm RKY1050 kein
Wachstum ohne Histidin auf. Zur Mutagenese wurde sowohl EMS verwendet als
auch die Transformation mit einer Transposon-Genbank, der ,Snyder-Library“.
Diese enthalt chromosomale Fragmente von S. cerevisiae mit einem integrierten
bakteriellen Transposon (Snyder et al., 1986). Werden diese Fragmente zur
Mutagenese transformiert, so bewirken sie nicht nur die Disruption von Genen,
sondern auch die gleichzeitige Markierung mit einer in der Hefe natlrlich nicht
vorkommenden Nukleotidsequenz. Dies ermoglicht die spezifische Amplifikation
der Transposon-markierten DNA-Sequenzen mit einer zweistufigen PCR-Reaktion
(ST-PCR), bei der degenerierte Primer zum Einsatz kommen (Chun et al., 1997).
Die erhaltenen linearen Reaktionsprodukte kénnen direkt zu einer Sequenzierung
herangezogen werden.

Beide Methoden der Mutagenese erbrachten eine hohe Zahl von Kolonien mit
einem gesteigerten, kupferabhangigen Wachstumsvermdégen. Diese Zellen
wuchsen ohne Induktion des CUP7-Promotors in Abwesenheit von Histidin nicht,
nur in Gegenwart von 150 uM Cu®. Die gesteigerte His3-Aktivitat hing also sehr
wahrscheinlich mit einem erhdhten Steady-State-Level des kupferinduzierten
Ste6-His3-Proteins zusammen. Die durchgefihrten Gal-Depletion-Experimente
zeigten jedoch, dass nur rund 10% dieser Zellen Ste6 tatsachlich stabilisierten.
Kontrollexperimente zeigten, dass der Stamm RKY1050 unter bestimmten
Bedingungen falsch-positive Kolonien mit einer Wahrscheinlichkeit von bis zu
5x10™ hervorbringt; diese Rate liegt weit Uber der natlrlichen Mutationsrate. Ihr
Auftreten wurde vor allem durch die Transformationsprozedur geférdert. Dieses
Phanomen erschwerte aulRerdem die Identifikation der betroffenen Gene von
Steb6-stabilisierenden Mutanten, die mit EMS-Mutagenese erhalten wurden, da
dazu die Transformation mit einer Genbank notwendig ist.

Mit Hilfe von spezifischen PCR-Reaktionen konnte nachgewiesen werden, dass
die CUP1p-STE6-HIS3-Kassette bereits im Ausgangsstamm RKY1050 mindes-
tens verdoppelt vorliegt. Die Verdopplung wird durch die Integration ins Genom
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ermdglicht, bei der flankierende ,direct repeats” entstehen (Abb. 10). Die Enste-
hung von ,Falsch-positiven beruht also sehr wahrscheinlich auf einem Gen-
dosiseffekt durch Amplifikation der Reporterkassette. Die Verwendung der
~onyder-Library“ erwies sich ebenfalls als problematisch. Zwar konnten die
Insertionsstellen der Transposon-markierten Genbankfragmente oftmals durch
ST-PCR identifiziert werden, haufig war die Integration jedoch in endogene 2u-
DNA erfolgt. Dies machte die Konstruktion eines neuen Mutagenesestammes
notwendig, bei dem keine Amplifikation der Reporterkassette mehr erfolgen kann
und der keine endogene 2u-DNA mehr enthalt.

3.2.5 Konstruktion eines verbesserten Mutagenesestammes
3.2.5.1 ,,Curing” von endogenem 2u-Plasmid

Zur Eliminierung endogener 2u-Plasmide wurde das 2u-Plasmid pJDuP-15.2
eingesetzt. Dieses Plasmid enthalt einen URA3-Selektionsmarker sowie ein
LEUZ2d-Allel. Dieses Allel besitzt einen stark verkurzten Promotor, wodurch die
Expression des Gens stark herabgesetzt wird. Bei der Selektion auf leucinfreiem
Minimalmedium erfolgt deshalb die Amplifikation des Plasmids, wodurch endoge-
ne 2u-Plasmide verdrangt werden konnen. Der URA3-Marker erlaubt anschlie-
Rend die Selektion auf Verlust des eingesetzten Plasmids auf 5-FOA-haltigem
Medium.

Transformanten von RKY1039 mit pJDuP-15.2 wurden dreimal in Folge in
Minimalmedium ohne Leucin und Uracil herangezogen und anschlieRend auf
Vollmedium vereinzelt. Nach Ausstrich auf 5-FOA erfolgte der Nachweis eventuell
zurlckgebliebener 2u-Sequenzen per PCR. Zeigten die Transformanten kein
spezifisches PCR-Produkt, so wurden sie mit einem 2u-Vektor transformiert, und
die spontane Plasmidverlustrate wurde abgeschatzt: Da die Standardvektoren
endogene 2u-Funktionen in trans zur stabilen Replikation bendtigen, ist die
Verlustrate in Zellen ohne endogenes 2u besonders hoch. Der so erhaltene
Stamm (circ/eo) erhielt die Bezeichnung RKY1285.

3.2.5.2 Stabile Integration von CUP1p-STEG6-HIS3 in SUC2

FiUr eine alternative Integrationsstrategie der STE6-HIS3-Kassette, bei der keine
,direct repeats“ entstehen kdnnen, wurde ein ,one-step gene replacement®
gewahlt, basierend auf der Disruptionskassette des Vektors pFAG6-kanMX4 (Wach
et al., 1994). Diese Kassette ermdglicht die Selektion von Transformanten durch
Resistenz gegen Geneticin (G418). Die Integration erfolgt durch homologe
Rekombination mit SUC2-Sequenzen (Abb. 13). Das Integrationsplasmid erhielt
die Bezeichnung pRK582, die Integration erfolgte in den Stammen RKY1039
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(circle’) und RKY1285 (circleo), die Mutagenesestamme erhielten die Bezeich-
nung RKY 1392 bzw. RKY1393.

Suc2 r Suc2
upstream| | kan — CUP1, STE6 HIS3 1 downstream
_| Ssucz sucz |
upstream downstream

Abb. 13: Die Integrationskassette aus pRK582 erlaubt die Integration einer CUP15-STE6-HIS3-
Kassette durch homologe Rekombination in den SUC2-Lokus. Durch das ,one-step gene replace-
ment* wird dabei die Bildung von rekombinogenen ,direct repeats” vermieden. Zur Selektion auf
das Integrationsereignis dient das Kanamycinresistenzgen kan'.

3.2.5.3 Wachstumsvergleich der Mutagenesestiamme

Vor der Durchflihrung eines neuen Genbankscreens wurde die Wachstumsfahig-
keit beider Mutagenesestamme, RKY1050 und RKY1392, in Abhangigkeit von
Histidin und Kupferzugabe verglichen. Da Ste6 in pep4-Mutanten bis zu zehnfach
stabilisiert wird, wurde aul’erdem der zu RKY1392 isogene pep4-Deletionsstamm
RKY 1582 konstruiert und ebenfalls fir den Vergleich herangezogen.

\Q@Q \%q% Gaq’q’ Abb. 14: His3-Aktivitdt in den Mutagenesestam-
men RKY1050 und RKY1392 sowie in RKY1582
(RKY1392 Apep4) Gleiche Zellmengen wurden
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menten (bendtigte Nahrstoffe + Histidin und +
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Wie aus Abb. 14 ersichtlich ist, wachsen alle Stdamme in Gegenwart von Histidin
gut (Abb. 14D); die zusatzliche Zugabe von 0,5 mM Cu®" schrankt das Wachs-
tumsvermogen der Zellen kaum ein (Abb. 14C). Fehlen sowohl Histidin als auch
Kupfer, ist keine His3-Aktivitat vorhanden: Die Zellen wachsen nicht (Abb. 14B).
Auffallig ist das unterschiedliche Wachstumsvermdgen der Mutagenesestamme
auf Medium ohne Histidin bei Zugabe von 0,5 mM Cu®": Wahrend RKY1050 unter
diesen Bedingungen gut wachst, scheint die His3-Aktivitat von RKY1392 dazu
nicht auszureichen (Abb. 14A). In quantitativen Western-Blot-Experimenten
konnte gezeigt werden, dass bei Zugabe jeweils gleicher Kupfermengen der
~Steady-State-Level“ des Fusionproteins in RKY1050 generell groRer ist als in
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RKY1392. Ursache hierfur ist moglicherweise die Amplifikation der Reporterkas-
sette in RKY1050.

Obwohl der pep4-Deletionsstamm RKY1582 im Vergleich mit dem kongenen
Wildtypstamm RKY 1392 deutlich mehr Fusionsprotein anhauft (Abb. 11), weist er
trotzdem kein erhdhtes Wachstumsvermogen auf (Abb. 14A). Der His3-Anteil des
Hybridproteins, der an den C-Terminus von Ste6 fusioniert ist, sollte nach dem
topologischen Modell von Ste6 (Abb. 2) zum Zytoplasma hin orientiert sein und
kann dort die Auxotrophie des his3-Stammes komplementieren. In einer pep4-
Mutante hauft sich Ste6 jedoch in der Vakuole an (Koélling und Hollenberg, 1994),
wodurch der His3-Anteil keinen Kontakt mehr mit dem Zytoplasma hat und
demzufolge keine His3-Aktivitat vermitteln kann. Wird die Ste6-His3-Fusion fur
eine Suche nach Ste6-stabilisierenden Mutanten benutzt, so kdnnen also keine
Funktionen erwartet werden, deren Einfluss auf die Ste6-Stabilitat einzig auf einer
Veranderung der proteolytischen Aktivitat der Vakuole beruht.

3.2.6 Mutagenese von RKY1393

Da der Stamm RKY1393 (circ/eo) erwartungsgemall keine falsch-positiven
Mutantenstdmme hervorbrachte, konnte er fir eine Mutagenese eingesezt
werden. Dazu erfolgte die Transformation mit der ,Snyder-Library“. Die Selektion
erfolgte auf Medium ohne Leucin (die Transposon-markierten Fragmente der
Library enthalten einen LEUZ2-Selektionsmarker) und ohne Histidin in Gegenwart
von 500 yM CuSO4 zur Induktion des STE6-HIS3-Reportergens. Von insgesamt
rund 20 000 Transformanten zeigten nach mehrmaliger Vereinzelung insgesamt
19 Deletionsstamme eine deutlich verbesserte His3-Aktiviat (Abb. 15): Das
Wachstum der Transformanten auf Platten ohne Histidin war eindeutig kupferab-
hangig, d.h. die Transformanten wuchsen nur, wenn Kupfer zugegeben wurde.
Dabei war das Wachstumsvermdgen der Transformanten gegenuber der Negativ-
kontrolle (RKY1392 mit YEplac181) deutlich verbessert, was sich besonders
deutlich bei langerer Inkubation zeigte (Abb. 15D). Als Positivkontrolle diente in
diesem Versuch RKY1392 mit dem 2u-VPS4-Plasmid pRK567, welches einen
stabilisierenden Effekt auf Ste6 ausubt (3.3).

Mit Hilfe der ST-PCR konnte bereits flr einige Stamme der Integrationsort der
Transposon-markierten Snyder-Kassette bestimmt werden (Tab. 10). So wurde
z.B. vom Stamm RKY1393-S8, der eine mit der Positivkontrolle vergleichbare
His3-Aktivitat zeigt, ein spezifisches ST-PCR-Produkt sequenziert. In diesem
Stamm erfolgte die Integration der Transposon-markierten Genbankkassette in
das Gen YOR343c, uUber dessen Funktion bislang nichts bekannt ist. Es kodiert
fur ein kleines, hydrophobes Protein von 108 AS ohne Sequenzahnlichkeiten zu
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bekannten Proteinen. In der Mutante 1393-S7, die ebenfalls eine hohe His3-
Aktivitat aufweist, ist das Gen SNX4 (YJLO36w) disruptiert. Es kodiert flr ein
mutmalliches ,sorting nexin“ und weist Homologien zu den humanen Genen
SNX1, 2 und 4 auf (Haft et al., 1998). Verwandte Proteine in S. cerevisiae sind
Mvp1 und Vps5, die beide fur den Transport von CPY zur Vakuole bendétigt
werden (Ekena und Stevens, 1995; Horazdovsky et al., 1997) und Grd19, das
eine Rolle beim Rucktransport von Golgiproteinen aus dem pravakuolaren
Kompartiment spielt (Voos und Stevens, 1998). Uber die Funktion von Snx4 in
Hefe ist noch nichts bekannt.

A B Abb. 15: Erhdhte His3-Aktivitat in Snyder-Library-

-his +his, 500 uM Cu” Transformanten. Jeweils gleiche Zellmengen
wurden auf SM-Agarplatten mit verschiedenen
Supplementen getropft (bendtigte Nahrstoffe, *
Histidin, = Kupfersulfat) und 3 bzw. 5 Tage bei
30°C inkubiert. In der oberen Reihe links wurden
als Positivkontrolle RKY1392 mit dem 2u-VPS4-
Plasmid pRK567 sowie oben rechts als Negativ-
(o4 D kontrolle RKY1392 mit dem Vektor YEplac181
aufgebracht. Bei den Transformanten handelt es

sich um (ab der 2. Reihe, von links oben nach
rechts unten) RKY1393-S1, -S2, -S3, -S5, -S7,
-88, -89, -S10, -S11, -S15, -S17, -S19, -S20, -S22,
-S24, -S27, -S30, -S31 und —S33.

Tab. 10: Transformanten der ,Snyder-Library“ mit erhdhter His3-Aktivitat.

Transformante His3-Aktivitat spezifisches ST-PCR-

Produkt®

S1 ++ Vektorsequenzen

S2 ++ n.d.

S3 + 2u, PPH22

S5 +4++ n.d.

S7 +++ SNX4

S8 +++ YOR343c

S9 + n.d.

S10 ++ +

S11 ++ 2u

S15 + +
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S17 +++ +
S19 +++ n.d.
S20 ++ +
S22 + +
S24 + +
S27 + +
S30 + +
S31 +++ n.d.
S33 ++ +

® n.d. = nicht detektierbar; + = spezifisches ST-PCR-Produkt wurde erhalten, aber noch nicht

sequenziert

3.3 Identifizierung von Genfunktionen, die bei Uberproduktion Ste6
stabilisieren

Nicht nur der Verlust von Proteinen kann zu einer Blockade des Ste6-Transports
fihren, sondern auch deren Uberexpression. Mit einem solchen Screen konnten
Komponenten von multimeren Proteinkomplexen isoliert werden, da Komplexe
sensitiv auf die Veranderung der Stochiometrie ihrer Komponenten reagieren. So
kann z.B. die Uberproduktion eines Bestandteils die Komplexbildung behindern,
indem Bindungspartner weggefangen werden.

Um solche Funktionen zu suchen, wurde eine auf dem ,multy copy“-Plasmid
YEp13 basierende Genbank eingesetzt (Yoshihisa und Anraku, 1989) und in die
Reporterstamme RKY901 (STE6-lacZ unter Kontrolle des STE6-Promotors) und
RKY1050 (STEG6-HIS3 unter Kontrolle des CUP7-Promotors) transformiert.
Transformanten von RKY901 wurden auf Nitrozellulosemembranen Ubertragen
und durch Inkubation mit X-Gal auf LacZ-Aktivitat hin untersucht. X-Gal wird durch
die Enzymaktivitat in einen blauen Farbstoff umgesetzt. Von rund 25 000 Trans-
formanten mit einer gelb-grinen Farbung im LacZ-Filtertest wurden von 16
verschiedenen Transformanten Plasmide isoliert, die auch nach Retransformation
eine starkere Blaufarbung hervorriefen. Transformanten von RKY1050 wurden auf
ein verbessertes Wachstumsvermdgen auf Medium ohne Histidin mit 150 uM
CuSO4 hin selektioniert. Obwohl der Stamm zur Bildung von falsch-positiven
Kolonien neigt (3.2.4), konnten von insgesamt 50 000 Transformanten drei
Plasmide isoliert werden, die dem Testerstamm auch nach Retransformation ein
erhdhtes Wachstumsvermdgen vermittelten.
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Alle Genbankplasmide wurden einer Restriktionsanalyse zur Identifikation mehr-
fach isolierter, aber identischer Plasmide unterzogen. Unterschiedliche Plasmide
wurden zur Bestimmung der plasmidkodierten Funktionen ansequenziert. Die
Ergebnisse sind in Tab. 11 zusammengefasst. Von insgesamt 19 isolierten
Plasmiden wiesen sechs das Gen STE5 auf. Da bekannt ist, dass die Uberpro-
duktion von Ste5 zu einer Induktion des Signalweges zur Pheromonantwort flhrt
(Akada et al., 1996) und da die Expression von STE6 erhéht wird durch Phero-
mongabe (Erdman et al., 1998), ist die erhdhte Ste6-lacZ-Aktivitat in diesem Fall
sehr wahrscheinlich durch eine Induktion des STE6-Promotors bedingt. STES
wurde deshalb im Folgenden nicht weiter berlcksichtigt.

Tab. 11: Ubersicht der isolierten YEp13-Genbankplasmide.

Genbankplasmid  Testerstamm separate enthaltene
Isolationen Gene
YEp13-12.2 RKY901 1x YGR068w, YGR069w
YEp13-18 RKY901 2% BMH?2, YDR100w, YDR101c,
YDR102¢, STE5
YEp13-19 RKY901 2x YDR485¢c, YDR486¢/MOS1, RIB3
YEp13-1 16 RKY901 2x YDR100w, YDR101c, YDR102c,
STE5
YEp13-1 24 RKY901 3x SNF7, YLR024c
YEp13-1 26 RKY901 1x SNF7, YLR024c
YEp13-1 27 RKY901 1% YDR100w, YDR101c, YDR102c,
STE5
YEp13-128 RKY901 1x BMH?2, YDR100w, YDR101c,
YDR102c, STE5
YEp13-129 RKY901 1x FBP26, VPS35, INO1, YJL151c,
YJL152w, YJL150w, YJL149w
YEp13-1 30 RKY1050 2x YPR172w, VPS4, YPR174c
YEp13-1 32 RKY901 1x SNF7
YEp13-1 44 RKY901 1x YPR172w, VPS4, YPR174c
YEp13-1 53 RKY1050 1x YPR172w, VPS4, YPR174c

Die ubrigen Leserahmen, die verantwortlich fur die erhohte Ste6-lacZ- bzw. Ste6-
His3-Aktivitat waren, wurden durch Subklonierung identifiziert. Dazu wurden
basierend auf dem 2p-Vektor YEplac181 Plasmide erstellt, die jeweils nur einen
ORF enthielten. Diese wurden in die Testerstamme RKY1392 (STE6-HIS3) und
RKY901 (STE6-LacZ) zur Bestimmung der jeweiligen Fusionsproteinaktivitat
transformiert. So konnten die Gene VPS4, YGR069w, SNF7, VPS35 und
YDRA486¢ identifiziert werden, die gegeniiber der Vektorkontrolle bei Uberexpres-
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sion zu einer erhohten LacZ-Aktivitat im Testerstamm RKY901 fuhrten (Abb. 16B).
Besonders hoch war die Aktivitat in Transformanten mit 2u-VPS4, 2u-SNF7 und
2u-YDR486¢. Transformanten von RKY1392 zeigten eine erhdhte His3-Aktivitat
im Vergleich mit der Vektorkontrolle (Abb. 16B) mit Ausnahme von 2u-YGR069w
(Abb. 16A).

A o J Abb. 16: Erhéhte Aktivitat von
© O \W® . _
X Q° A % i Ste6-Fusionsproteinen  durch
S & & O KA P
\
W ,QQ 7\6 ,%$ ,QQ ﬂOQO% Uberproduktion von Genpro-
@ QN QN QN ¥ N

dukten. (A) Der Testerstamm
RKY1392 wurde mit 2p-

Plasmiden transformiert, die

+his

-his verschiedene Gene ftragen.

Transformanten wurden auf

. 2+
-his, 500uM Cu \ Minimalmedium getropft (mit

den bendtigten Nahrstoffen,
+ Histidin und Kupfer wie
angegeben) und vier Tage bei
30°C inkubiert. Ste6-His3-

Aktivitat fuhrt zu einem von

der Kupferzugabe abhangigen

Wachstum auf Medium ohne
Histidin (untere Tafel). (B) Der
Testerstamm RKY901 (STE6-LacZ) wurde mit den gleichen 2u-Plasmiden transformiert, und die

LacZ-Aktivitdt wurde mit einem LacZ-Filtertest bestimmt: Erhohte Aktivitat fihrt zur Bildung eines
blauen Farbstoffs. Die verwendeten Plasmide waren YEplac181 (Vektor), pRK567 (2u-VPS4),
pRK584 (2u-YGRO069w), pRK 585 (2u-SNF7), pRK586 (2u-VPS35) und pRK587 (2u-YDR486¢).

Ein erhdhter Steady-State-Level der Ste6-Fusionsproteine kann entweder durch
eine erhdhte Expression oder durch einen verlangsamten Abbau hervorgerufen
werden. Um zwischen diesen beiden Mdglichkeiten zu unterscheiden, wurde die
Halbwertszeit von Ste6 mit Pulse-Chase-Experimenten bestimmt. Hierzu wurde
der Wildtypstamm JD52 mit den identifizierten Genen auf multi-copy-Plasmiden
transformiert. Die Zellen wurden uUber Nacht exponentiell in Mininmalmedium
herangezogen und 15 Minuten mit [**S]-Methionin radioaktiv markiert (,pulse®).
Nach Zugabe eines Uberschusses an nicht-radioaktivem Methionin (,chase®)
wurden in regelmaligen Abstanden Proben enthommen und durch Immunprazipi-
tation, SDS-PAGE und Autoradiographie auf die Anwesenheit von Ste6 hin
untersucht. Wie bereits beschrieben (Kolling und Hollenberg, 1994), wurde mit der
Vektorkontrolle eine sehr kurze Halbwertszeit von 13 Minuten beobachtet (Abb.
17A). Uberexpression von VPS4 (Abb. 17B), SNF7 (Abb. 17D) oder YDR486¢c
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(Abb. 17F) stabilisiert Ste6 etwa 2-5fach. Transformanten mit 2u-VPS35 zeigten
keine signifikante Stabilisierung von Ste6 (Abb. 17E). Es scheint jedoch ein sehr
starker Selektionsdruck gegen eine hohe Kopienzahl des Plasmids zu bestehen:
Ein wiederholtes Ausstreichen fuhrte zu einer deutlichen Verringerung der LacZ-
Aktivitat im Filtertest von Transformanten des Stammes RKY901. Gute Ergebnis-
se konnten nur mit frischen Transformanten erreicht werden. In Transformanten
von RKY1392 wird hingegen auf eine hohe Kopienzahl selektioniert, wenn die
His3-Aktivitat des Reporterproteins limitierend fur das Wachstum ist. Keinen
Einfluss auf die Ste6-Halbwertszeit hat die Uberexpression von YGR069w (Abb.
17C). Da Transformanten des Testerstamms RKY1392 keine erhohte His3-
Aktivitat aufwiesen, der Testerstamm RKY901 aber eine hohere LacZ-Aktivitat,
konnte der erhdhte Steady-State-Level auf einer erhdhten Expression durch den
STEG6-Promotor beruhen. Die Funktion von YGR069w wurde deshalb nicht naher
untersucht.

Abb. 17: Stabilisierung von Ste6 durch

A Vektor hm =13 MiN  (Jberexpression von Genprodukten. Der
Stamm JD52 wurde mit 2p-Plasmiden
B 2,U-VPS4 W e s s =35 min transformiert und die Ste6-Halbwertszeit
mit Pulse-Chase-Experimenten bestimmit.
. . .. 35

C 2/J-YGR069W - =14 min Die Zellen wurden 15 min mit [*S]-Trans-
Label markiert, nach Zugabe eines
- Uberschusses kalten Methionins wurden,

D 2u-SNF7 - o . =60 min . .
wie  angegeben, in  regelmafigen
Abstadnden Proben zur Bestimmung der
E 2u-VPS35 MRS & =17 min Ste6-Menge entnommen. Der spezifische

Nachweis erfolgte durch Immunprazipita-

F 2H-YDR4SEC/ |y

" =25 min tion, SDS-PAGE und Autoradiographie.
MOS1

Bei den verwendeten Plasmiden

0 20 40 60

) handelte es sich um YEplac181 (Vektor),
Chase [min]

pRK567  (2u-VPS4), pRK584 (2u-
YGRO069w), pRK585 (2u-SNF7), pRK586 (2u-VPS35) und pRK587 (2u-YDR486¢). Die Signalinten-
sitdten wurden densitometrisch quantifiziert, die daraus berechneten Halbwertszeiten von Ste6 sind

auf der linken Seite der Abbildung angegeben.

Fir drei der urspringlich sechs isolierten Gene, VPS4, SNF7/VPS32 und VPS35
(Babst et al., 1998; Seaman et al., 1998), ist eine Funktion im intrazellularen
Transport zur Vakuole bekannt. Zusatzlich zu den bekannten Genen konnte ein
bislang uncharakterisiertes Gen isoliert werden, YDR486¢c, welches den Namen
MOS1 erhielt (fur ,more of Ste6“).
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3.4 Charakterisierung einer am spaten Endosom wirkenden Protein-
familie

3.4.1 Stabilisierung von Ste6 in vps4-, snf7-, mos1- und mos2-Stammen

Die weiteren Experimente hatten zum Ziel, die Funktionen von Snf7, Vps4 und
Mos1 beim Transport von Ste6 zu charakterisieren. Um die Effekte auf den
Umsatz von Ste6 bei Verlust dieser Genfunktionen zu untersuchen, wurden
ansonsten isogenetische Deletionsstamme konstruiert; alle Deletionsmutanten
erwiesen sich als lebensfahig unter Standardbedingungen (Abb. 20). Die Halb-
wertszeit von Ste6 in den Mutantenstdmmen wurde mit Pulse-Chase-
Experimenten bestimmt. Wie in Abb. 18 ersichtlich, ist Ste6 in Amos7- und Avps4-
Zellen rund zehnfach stabilisiert (1=100 min), der Asnf~-Stamm stabilisiert Ste6
etwa funffach (=49 min). Diese Experimente zeigen, dass nicht nur die Uberpro-
duktion dieser Gene Ste6 stabilisieren, sondern auch deren Deletion.

A B 100 S
wt |- = =11 min ] -
T —— — — }
mos1* .'.‘ =108 min °\E
2
mos2 - =63 min o 10 +
|aeee g ]
g
snf7 ! ! =W =49 min i
vps4 . !! ! 8 =100 min - vpsd
1 i i
0 20 40 60 0 20 40 60
Chase [min] Chase [min]

Abb. 18: Ste6-Stabilitdt in Deletionsstdmmen. (A) Die Halbwertszeit von Ste6 wurde in einem
Wildtyp- und in diversen Deletionsstdmmen mit Pulse-Chase-Experimenten bestimmt. Die Zellen
wurden mit radioaktiv markiertem Methionin fiir 15 Minuten markiert, ein UberschuR an nicht-
radioaktiven Methionin wurde zugegeben. Danach wurden in den angegebenen Abstanden Proben
entnommen. Der spezifische Nachweis von Ste6 erfolgte durch Immunpréazipitation, SDS-PAGE
und Autoradiographie. Verwendet wurden die Stdmme (von oben nach unten): JD52 (wildtyp),
RKY1509 (Amos1), RKY1590 (Amos2), RKY1510 (Asnf7) und RKY1511 (Avps4). Eine unspezifi-
sche Hintergrundbande ist mit einem Stern markiert. (B) Halblogarithmische Auftragung der
densitometrisch quantifizierten Signalstarken. Die daraus kalkulierten Halbwertszeiten sind in (A)
gezeigt.
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Abb. 19: Angehodrige der ,.Snf7-Familie” im Sequenzvergleich und deren Fahigkeit zur Bildung von
superspiralisierten o-Helices (,coiled-coils®). (A) Mos1 (Ydr486¢c), Snf7 und Mos2 (YmrQ77c)
wurden mit dem Programm Macstripe 2.0a1 von Alex Knight analysiert, das auf dem Coils-
Algorithmus von Andrei Lupas basiert (Lupas, 1996). Gezeigt wird die Wahrscheinlichkeit der
scoiled-coil“-Bildung. Die Balken Uber den Diagrammen geben den mdglichen Rahmen der
Heptadenwiederholung an. (B) Mit ClustalX generierter Sequenzvergleich der Proteine. Identische

Aminosauren in zwei der drei Sequenzen sind eingerahmt.

3.4.2 Sequenzvergleich der Proteine

Das MOS1-Gen kodiert fir ein 29,7 kDa grof3es, hydrophiles Protein. Ein ,BLAST"
Datenbankvergleich zeigte eine signifikante Ahnlichkeit zu Snf7, das ebenfalls in
dem Screen isoliert worden war, und zu einem weiteren noch uncharakterisierten
Protein, das von dem ORF YMRO077c kodiert wird. Da die Deletion dieses Gens
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ebenfalls zu einer Stabilisierung von Ste6 fihrt (Abb. 18), erhielt es den Namen
MOS2.

Der Sequenzvergleich zeigt, dass sich die Ahnlichkeit der Proteine iiber deren
gesamte Lange hin erstreckt ( Abb. 19B). Zwischen Snf7 und den anderen
Proteinen ergibt sich eine Ahnlichkeit von rund 30%, die Ahnlichkeit zwischen
Mos1 und Mos2 betragt aber nur rund 15%. Dies deutet darauf hin, dass Snf7 der
Urvater dieser kleinen Proteinfamilie ist und dass sich Mos1 und Mos2 von der
Snf7-Sequenz ableiten. Ein auf Basis des COILS-Algorithmus arbeitendes
Computerprogramm (Lupas, 1996) sagt fur alle drei Proteine ,coiled-coil“-bildende
Bereiche voraus ( Abb. 19A). Im Allgemeinen spielt dieses Proteinmotiv eine Rolle
bei Protein-Protein-Wechselwirkungen mit anderen ,coiled-coil“-bildenden Protei-
nen. Dies deutet an, dass die Mitglieder der ,Snf7-Familie“ einen Komplex mit sich
selbst oder mit anderen Proteinen bilden. Die ,coiled-coil“-Motive befinden sich bei
den drei Proteinen interessanterweise nicht an exakt der gleichen Position. Dies
konnte ein Hinweis darauf sein, dass jeweils verschiedene Bereiche der Proteine
an der Wechselwirkung mit Interaktionspartnern beteiligt sind.

3.4.3 Wachstumseigenschaften der Deletionsstamme

SNF7 (,sucrose non-fermenting“) wurde urspringlich als eine Mutante isoliert, die
unter glukoselimitierenden Bedingungen nicht mehr in der Lage ist, SUC2 (Inver-
tase) vollstandig zu dereprimieren. Die Zellen kénnen deshalb nicht mehr auf
Medium mit Raffinose als einziger Kohlenstoffquelle wachsen (Tu et al., 1993).
AulRerdem wurde eine Temperatursensitivitat beschrieben. Es wurde untersucht,
ob auch die Deletionen von MOS1, MOS2 und VPS4 zu ahnlichen Phanotypen
fuhren. Die Deletionsstamme wurden dazu auf Vollimediumsplatten mit Glukose
oder Raffinose als einzige Kohlenstoffquellen ausgestrichen und bei 30°C oder
37°C inkubiert (Abb. 20). Hierbei zeigte der Amos2-Stamm ahnliche Wachstums-
eigenschaften wie der Asnf7-Stamm: Beide zeigten Temperatursensitivitat und ein
schwaches Wachstum auf raffinosehaltigem Medium (Abb. 20B, C). Der Amos1-
Stamm zeigte jedoch die Wachstumseigenschaften des Wildtyps. Trotz ihrer
Ahnlichkeit scheinen Snf7 und Mos1 also unterschiedliche Funktionen auszuiiben.
Diese Interpretation wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass eine Uberpro-
duktion von Mos1 die Asnf7-Wachstumsphanotypen nicht supprimieren kann
(nicht gezeigt). Der Avps4-Stamm zeigte intermediare Wachstumseigenschaften,
seine Wachstumsrate ist bei hohen Temperaturen sowie auf Raffinose leicht
verringert.
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YPD, 37° Abb. 20: Wachstumseigenschaften
der Deletionsstdmme. Die Stamme
JD52 (wildtyp), RKY1509 (Amos1),
RKY1590  (4mos2), RKY1510
(Asnf7) und RKY1511 (Avps4)
wurden auf Vollmediumsplatten mit
(A, B) Glukose oder Raffinose (C)
als Kohlenstoffquelle ausgestri-
chen. Die Inkubation erfolgte Uber
drei Tage bei 30°C (A, C) oder
37°C (B).

3.4.4 Vergleich des CPY-Transports

In snf7- und vps4-Mutanten ist der Transportschritt vom Endosom zur Vakuole
blockiert, und die Zellen bilden ein ,class E“-Kompartiment aus, welches einem
vergrolderten, spat-endosomalen Organell entspricht (Babst et al., 1998). Um zu
untersuchen, ob auch die mos7-Mutation zu einem Block im vakuolen Biogene-
seweg fuhrt, wurde der intrazellulare Transport von CPY in den Deletionsstammen
untersucht. Diese vakuolare Hydrolase erfahrt verschiedene kompartiment-
spezifische Modifikationen bei ihrem Transport zur Vakuole: Die Prapro-Form wird
im ER kernglykosyliert zur p1-Form, die Golgi- oder p2-Form zeichnet sich durch
eine noch geringere Mobilitat durch fortscheitende Glykosylierung aus, die reife
oder m-Form entsteht schlieRlich durch Abspaltung der Prosequenz beim Errei-
chen der Vakuole. Die ineinander Ubergehenden CPY-Formen kénnen mit einem
Pulse-Chase-Experiment eines Wildtypstamms (Abb. 21, Spur 1-4) gezeigt
werden. In weiteren Experimenten wurden die Reifung und Lokalisation von CPY
in den Deletionsstammen mit dem Wildtyp verglichen. Dazu wurden die Zellen 10
Minuten lang mit radioaktivem Methionin markiert. Nach einem Chase von 40
Minuten wurden die Zellen zur Unterscheidung zwischen intrazellularer und
sekretierter CPY spharoplastiert. Die Spharoplasten stellen die interne Fraktion
dar, die Proteine des Kulturiberstands stellen die externe Fraktion dar. Im
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Wildtypstamm findet sich ausschlielYlich reife CPY in der internen Fraktion (Abb.
21, Spur 5 und 6). Das bedeutet, dass CPY vollstandig in die Vakuole transportiert
wurde. Der Asnf7- und der Avps4-Stamm zeigten jedoch eine Fehlsortierung von
CPY, ein bestimmter Anteil des Proteins findet sich in der golgispezifischen p2-
Form in den externen Fraktionen (Abb. 21, Spur 9-12), wie bereits zuvor be-
schrieben (Babst et al., 1997; Robinson et al., 1988). Der grof3te Anteil des
Proteins ist jedoch weiterhin in seiner reifen Form in den internen Fraktionen zu
finden; p1-modifizierte CPY kann nicht nachgewiesen werden. Auch der Amos1-
Stamm zeigt eine Fehlsortierung von CPY, es kommt zu einer Anhaufung der p2-
Form und einer intermediaren Form, die in der Abbildung mit einem Stern markiert
ist (Abb. 21, Spur 7 und 8). Diese Formen finden sich jedoch ausschliellich in der
internen Fraktion, eine Sekretion der unreifen Formen ist im Gegensatz zu dem
Asnf7- oder dem Avps-Stamm nicht zu beobachten. Die intermediare CPY-Form
unterscheidet sich geringfligig in ihrer Mobilitat von der kernglykosylierten p1-
Form; es gibt Hinweise, dass diese Form durch eine abweichende Spaltung der
p2-Form in spaten Endosomen entsteht, wenn der Transport vom Endosom in die
Vakuole blockiert ist (Babst et al., 1997). Es ist mdglich, dass die intermedare
CPY-Form ein solches Spaltungsprodukt darstellt.
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Abb. 21: CPY-Sorting in Deletionsstammen. Die Zellen wurden 10 min lang mit [35S]Trans—LabeI
markiert. 40 min nach Zugabe eines Uberschusses an nichtmarkiertem Methionin und Cystein
wurde CPY von Spharoplasten (I, interne Fraktion) und vom Kulturiiberstand (E, externe Fraktion)
immunprazipitiert. Die prazipitierten Proteine wurden mit SDS-PAGE und Autoradiographie
analysiert. Eingesetzt wurden die Stamme JD52 (Wildtyp, Spuren 5, 6), RKY1509 (Amos1, Spuren
7, 8), RKY1510 (4snf7, Spuren 9, 10), RKY1511 (Avps4, Spuren 11, 12) und RKY1452 (MOS1-
13myc, Spuren 13, 14). Zum Vergleich wurde die Reifung von CPY im Wildtypstamm JD52 (ber 20
min hinweg verfolgt. Dazu wurden die Zellen funf Minuten lang radioaktiv markiert, nach Zugabe
von nicht-radioaktivem Methionin wurde CPY nach den angegebenen Zeiten von ganzen Zellextrak-
ten prazipitiert. Die Positionen der verschiedenen CPY-Formen sind markiert. Eine Form mit
intermedarer Mobilitat ist mit einem Stern markiert.
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3.4.5 Lokalisation des in den Deletionsstammen betroffenen Transport-
schritts

3.4.5.1 Aufnahme von FM4-64

Die Anhaufung von unreifen CPY-Formen deutet darauf hin, dass der Transport
vom Golgi zur Vakuole in diesen Stammen blockiert ist, auf die genaue Lokalisati-
on des Transportblocks kann jedoch nicht geschlossen werden. Die Stabilisierung
von Ste6 deutet darauf hin, dass der Transportblock sowohl den endozytischen
als auch den vakuolaren Transport betrifft, also eine Funktion zwischen pravakuo-
larem Kompartiment und Vakuole. Ist dies der Fall, so sollte auch der Transport
anderer endozytischer Marker eingeschrankt sein. Eine Moglichkeit, die Integritat
des endozytischen Transports zu testen, ist die Aufnahme von FM4-64 fluores-
zenzmikroskopisch zu verfolgen. Dieser lipophile Farbstoff folgt der Aufnahme von
Membranen und dem Transport zur Vakuole in der lebenden Zelle (Vida und Emr,
1995). Andere membranumschlossene Kompartimente werden dabei nicht
angefarbt. Wildtypzellen nehmen den Farbstoff rasch auf, wo er sich spezifisch an
der Vakuolenmembran anhauft (Abb. 22A): Die Farbung umgibt die Vakuolen
gleichmalig, die im Nomasky-Bild als flache Vertiefungen erscheinen. Der
Transport zur Vakuole ist energieabhangig. Werden die Zellen in Gegenwart von
Azid, das die Atmung blockiert, mit FM4-64 inkubiert, so akkumuliert der Farbstoff
in kleinen punktférmigen, peripheren Strukturen, die wahrscheinlich frihen
Endosomen entsprechen (Abb. 22B). Die Vakuole erscheint in einer typischen
,class D“-Mutante, Apep712, besonders grol3 und gleichmallig intensiv gefarbt
(Abb. 22C). Ein vdllig anderes Bild zeigen Asnf7- und Avps4-Stamme. Wie bereits
bekannt, gehoéren sie zu den ,class E“-vps-Mutanten mit einem Block im endozyti-
schen Weg. FM4-64 hauft sich asymmetrisch an der Vakuolenmembran an,
entweder in Form eines Halbmondes oder in Form einer kleinen runden Struktur
nahe der Vakuole. Diese Struktur kann in einigen Fallen auch im Nomarsky-Bild
erkannt werden (Abb. 22F, G). Diese Struktur entspricht sehr wahrscheinlich dem
,class E-compartment®, welches einem vergroRerten spaten Endosom entspricht
(Raymond et al., 1992a). Ein ahnliches Farbungsmuster weisen die Amos7- und
die Amos2-Zellen auf (Abb. 22D, E), was darauf hindeutet, dass in diesen Zellen
der gleiche Transportschritt betroffen ist wie in den Asnf7- und Avps4-Zellen.
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Abb. 22: FM4-64-Aufnahme der Deletionsstdmme. Die
Zellen wurden 15 min mit dem lipophilen Farbstoff inkubiert
und anschlieBend in frischem Medium ohne Farbstoff
aufgenommen. Nach 45-60 min ohne Farbstoff wurde die
Fluoreszenz beobachtet. (A) JD52 (Wildtyp), (B) JD52
(Inkubation mit FM4-64 und 10 mM NaNj; und NaF), (C)
RKY1427 (Apep12), (D) RKY1509 (Amos7), (E) RKY1590
(Amos2), (F) RKY1510 (4Asnf7) und (G) RKY1511 (Avps4).
Linke Bilder: FM4-64-Fluoreszenz, rechte Bilder: Nomarsky-
Optik.
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Abb. 23: Immunfluoreszenz zur Lokalisation von Ste6. Die Stamme wurden mit dem Plasmid
PYKS2 (2u-STEG6(.myc)) transformiert und Gber Nacht exponentiell herangezogen. Die Zellen wurden
fur vier Stunden mit Formaldehyd fixiert, als Primarantikorper wurde der anti-c-myc-Antikdrper
9E10 verwendet, als Sekundarantikérper dienten FITC-gekoppelte anti-Mausantikorper. (A) JD52
(wildtyp), (B) RKY1511 (4vps4), (C) RKY1509 (4mosT) und (D) RKY1510 (Asnf7). Rechte Bilder:
FITC-Fluoreszenz, linke Bilder: Phasenkontrast.

3.4.5.2 Lokalisation von Steb

Auch Ste6 folgt dem endozytischen Transportweg und gelangt in die Vakuole, wo
es abgebaut wird (Kolling und Hollenberg, 1994; Kdélling und Losko, 1997). Ste6
selbst kann deshalb als endozytisches Markerprotein herangezogen werden. Die
intrazellulare Lokalisierung von Ste6 wurde deshalb mit Immunfluoreszenzexperi-
menten in den Deletionsstdammen bestimmt. Dazu wurde ein c-myc-
epitopmarkiertes Ste6-Protein von einem 2u-Plasmid exprimiert. Die erhdhte
Expressionsrate des 2p-Plasmids sowie die Verwendung von Antikdrpern gegen
das Epitop erwiesen sich als unvermeidlich, um ein deutliches Signal zu erhalten.
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Beides hat jedoch keinen Einfluss auf die Stabilitat und die Verteilung von Ste6 in
Sucrose-Dichtegradienten, das Protein verhalt sich also wie das Wildtypprotein
bei normaler Expression. Wie bereits beschrieben (Kodlling und Losko, 1997),
erscheint die Farbung von Ste6 als ein Ring um die Vakuole (Abb. 23A). Die
Vakuolen erscheinen im Phasenkontrast hell auf dem dunklen Hintergrund des
Zellkérpers. Der Umril3 der Vakuole ist ebenfalls in den anderen Stammen,
Amos1, Asnf7 und Avps4 angefarbt. Zusatzlich ist eine helle Struktur nahe der
Vakuole zu erkennen (Abb. 23B, C, D), die Signale waren insgesamt starker (zur
besseren Darstellung wurden die Bilder auf eine vergleichbare Signalstarke hin
angeglichen). Bei dieser Struktur handelt es sich sehr wahrscheinlich um diejeni-
ge, die auch mit FM4-64 angefarbt werden kann, namlich das ,class E*-
Kompartiment.

Die Darstellung von vakuolaren Strukturen mit Hilfe der Immunfluoreszenz hangt
in grolem Male von der Art und Dauer der Fixierung ab. Um madgliche Fixie-
rungsartefakte zu vermeiden, wurde die intrazellulare Ste6-Verteilung in lebenden
Zellen mit Hilfe einer Ste6-GFP-Fusion, die von einem ,multicopy“-Plasmid
exprimiert wird, untersucht. Auch diese Fusion verhalt sich bezlglich des intrazel-
luldren Transports wie das Wildtyp-Protein: Wird die Endozytose blockiert, z.B.
durch eine end4®-Mutante bei restriktiver Temperatur, so zeigt sich eine Anhau-
fung der GFP-Fluoreszenz an der Zelloberflache (Abb. 24A). Bei einem Block der
vakuolaren Degradation des Proteins in einer Apep4-Mutante zeigt sich ein
diffuses Leuchten des Vakuolenlumens (Abb. 24B). Das Fluoreszenzmuster der
Samme Avps4, Asnf7, und Amos1 entspricht weitestgehend dem Bild der Immun-
fluoreszenzexperimente: Es zeigt sich eine schwache und gleichmafige Farbung
der Vakuolenmembran sowie ein hell leuchtender Fleck in direkter Nahe der
Vakuole (Abb. 24C, D, E). Das gleiche Verteilungsmuster findet sich auch im
Amos2-Stamm (Abb. 24F). Die GFP-Fusion eignet sich jedoch nicht zu Lokalisati-
onsstudien im Wildtypstamm, da die Halbwertszeit von Ste6 zu kurz ist im Ver-
gleich zu der langen Zeit, die zur Ausbildung des Chromophors von GFP bendtigt
wird (Tsien, 1998).
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Abb. 24: Intrazellulare Verteilung von Ste6-GFP. Eingesetzt wurden exponentiell herangewachsene
Transformanten mit dem Plasmid pRK599 (2u-STE6-GFP) der Stamme (A) RKY1203 (end4ts), (B)
RKY975 (Apep4), (C) RKY1511 (Avps4), (D) RKY1510 (4snf7), (E) RKY1509 (Amos17) und (F)
RKY1590 (Amos2). Mit Ausnahme von RKY1203 wurden alle Zellen bei 30°C herangezogen:
Dieser Stamm wuchs bei 25°C und wurde eine Stunde vor dem Experiment auf die restriktive
Temperatur von 37°C Uberflihrt. Links: GFP-Fluoreszenz, Rechts: Nomarsky-Optik.
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Abb. 25: Fraktionierung von Ste6 durch Dichtegradientenzentrifugation. Ein Zellextrakt vom
Wildtypstamm JD52 wurde mit einem Sucrosegradienten (20-50% Sucrose, geringste Dichte in
Fraktion 1) fraktioniert. Mittels SDS-PAGE und Western-Analyse wurden die Fraktionen auf die
Anwesenheit von Markerproteinen hin untersucht. Eingesetzt wurden spezifische Antikorper gegen
(A) Ste6, (B) Pep12, (C) ALP und (D) Pma1. Eine densitometrische Analyse der Signalintensitaten
ist in Abb. 27 gezeigt.

Die bisherigen Experimente wurden mit verschiedenen Uberexprimierten Ste6-
Varianten duchgeflhrt. Zur Untersuchung der intrazellularen Verteilung von Ste6,
das von der chromosomalen Kopie des STE6-Gens exprimiert wird, wurden
Fraktionierungsexperimente durchgeflhrt. Zellextrakte von exponentiell herange-
zogenen Kulturen wurden mit Sucrosegradienten fraktioniert und durch Western-
Blotting auf die Anwesenheit von Markerproteinen hin untersucht. Die Verteilung
der Proteine im Wildtypstamm JD52 ist in Abb. 25 gezeigt, Abb. 26 zeigt exempla-
risch die Verteilung der Proteine im Amos7-Stamm RKY1509. Eine densitometri-
sche Quantifizierung der Signalstarken im Western-Blot ist in Abb. 27 gezeigt. Bei
der Betrachtung der Blots fallt zunachst das diffuse Laufverhalten von Ste6 im
Fraktionierungsexperiment mit dem Amos7-Stamm auf (Abb. 26A). Erfahrungs-
gemal entsteht dieses Laufverhalten durch die Ubiquitinierung von Ste6 und ist
besonders ausgepragt bei einem Block der Endozytose (Kdélling und Hollenberg,



Ergebnisse Seite 74

1994). Zur Qantifizierung des Ubiquitinierungsgrades wurde in den Stammen ein
HA-epitopmarkiertes Ubiquitin exprimiert. Dieses erlaubte nach einer Immunprazi-
pitation mit Ste6-spezifischen Antikdrpern den Nachweis von kovalent an Ste6
gebundenem Ubiquitin mit HA-spezifischen Antikorpern. Das Verhaltnis zwischen
den Signalstarken von Ste6 und Ubiquitin ist hierbei ein Mal} fur den Ubiquitinie-
rungsgrad von Ste6. Aus diesen Experimenten ergab sich jedoch kein Hinweis auf
eine veranderte Ubiquitinierung im Amos7-Stamm gegenuber dem Wildtypstamm
(nicht gezeigt). Ursache fir das diffuse Laufverhalten ist wahrscheinlich der
erhdhte Steady-State-Level des Proteins.
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Abb. 26: Fraktionierung von Ste6 durch Dichtegradientenzentrifugation. Ein Zellextrakt vom Amos1-
Stamm RKY1509 wurde mit einem Sucrosegradienten (20-50% Sucrose, geringste Dichte in
Fraktion 1) fraktioniert. Mittels SDS-PAGE und Western-Analyse wurden die Fraktionen auf die
Anwesenheit von Markerproteinen hin untersucht. Eingesetzt wurden spezifische Antikorper gegen
(A) Ste6, (B) Pep12, (C) ALP und (D) Pma1. Eine densitometrische Analyse der Signalintensitaten
ist in Abb. 27 gezeigt.
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Abb. 27: Fraktionierungsprofile der Markerproteine vom Wildtysptamm JD52 (A) und Amos1-
Stamm RKY1509 (B). Zellextrakte wurden mit Sucrosegradienten (20-50% Sucrose, geringste
Dichte in Fraktion 1) fraktioniert und mittels Western-Blotting auf die Anwesenheit von Markerprote-
inen hin mit spezifischen Antikérpern untersucht. Die Western-Blots wurden gescannt und die
Signalstarken mit dem Programm ,NIH Image“ quantifiziert. Das jeweils starkste Signal wurde als
100% definiert. Gezeigt werden Ste6 (Quadrate), Pep12 (Kreise), ALP (Dreiecke) und Pma1
(Rauten).

Das Fraktionierungsprofil vom Wildtypextrakt zeigt, dass Ste6 in der Mitte des
Gradienten fraktioniert und dabei zwei Uberlappende Peaks in den Fraktionen 7
und 10 bildet (Abb. 27A). Dieses Profil deckt sich weitgehend mit dem Profil des
endosomalen t-SNAREs Pep12. Der Peak in Fraktion 10 deckt sich mit dem
einzelnen Peak des vakuolaren Markers ALP (alkalische Phosphatase). Beides
zusammen spricht fur eine endosomale/vakuolare Lokalisation von Ste6. Ein
Markerprotein fur die Plasmamembran, Pma1 (Plasmamembran-ATPase),
fraktioniert deutlich getrennt von den anderen betrachteten Proteinen in den
dichtesten Fraktionen des Gradienten. Das Verteilungsmuster der Proteine ALP,
Pep12 und Pma1 aus dem Fraktionierungsexperiment eines aus dem Amos7-
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Stamm praparierten Zellextrakts ahnelt im wesentlichen den Profilen aus dem
Wildtypstamm (Abb. 27B). Das Ste6-Profil ist jedoch verandert, es zeigt nur noch
einen Peak in Fraktion 10, der mit dem Signal von ALP weitgehend Uberein-
stimmt. In dieser Fraktion findet sich ebenfalls der ,schwere® Anteil des Pep12-
Peaks. Da ALP unabhangig vom CPY-Weg bzw. unabhangig vom endozytischen
Weg in die Vakuole transportiert wird (Cowles et al., 1997b), ist ALP auch bei
einem Block des endozytischen Weges in der Amos7-Mutante ein zuverlassiges
Markerprotein zum Nachweis von Fraktionen mit vakuolaren Anteilen. Die Vertei-
lung des endosomalen Pep12-Proteins zeigt zwei Peaks, wobei der ,schwere”
Peak in Fraktion 10 mit dem vakuolaren Marker ALP kolokalisiert. Dies deutet
darauf hin, dass in diesen Fraktionierungsexperimenten endsomale Strukturen
nicht klar von der Vakuole zu unterscheiden sind. Die Kofraktionierung von Ste6
mit dem vakuolaren Marker sowie mit einem Peak des endosomalen Markers
stimmt jedenfalls mit den Fluoreszenzexperimenten Uberein, die ebenfalls eine
Anhaufung von Ste6 an der Vakuolenmembran bzw. in einer mit der Vakuole
assoziierten Struktur zeigen. Das Fraktionierungsprofil der Proteine von Zellex-
trakten der Stamme Asnf7 (RKY1510) und Avps4 (RKY1511) unterschied sich nur
unwesentlich von der Verteilung in RKY1509, weshalb diese Daten hier nicht
gezeigt wurden.

Zusammengenommen deuten die FM4-64-Aufnahme und die Versuche zur
Lokalisation von Ste6 darauf hin, dass in der Amos7-Mutante der Transport vom
Endosom in die Vakuole gestort ist. Der Deletionsstamm zeigt in Hinsicht auf
diese Marker einen ,class E“-Phanotyp. Die Aufnahme von FM4-64 und die
Verteilung von Ste6-GFP wurde ebenfalls in der Amos2-Mutante untersucht, die
Verteilungsmuster waren dabei nicht zu unterscheiden von denen der Asnf7- und
Avps4-Zellen. Folglich scheinen alle drei Angehdrigen der ,snf7-Familie“ eine
Funktion am spatem Endosom zu erflllen.

3.4.6 Lokalisation von Mos1

Um Hinweise auf die intrazellulare Lokalisation von Mos1 zu erhalten, wurde
Mos1 zum Nachweis durch Integration einer PCR-Kassette hinter dem chromo-
somalen MOS71-ORF mit 13 c-myc-Epitopen an seinem C-Terminus markiert.
CPY-Sorting (Abb. 21) und Ste6-Stabilitat (=19 min, nicht gezeigt) in dem so
erzeugten Stamm RKY1452 waren normal, wodurch die Funktionalitdt des
markierten Proteins demonstriert wurde.
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Abb. 28: Fraktionierung von Mos1 durch differentielle Zentrifugation. Zellextrakte wurden zur
Abtrennung intakter Zellen fir 5 min bei 500 g zentrifugiert. AnschlieRend wurden sie zentrifugiert
bei 13 000 g fir 10 min zum pelletieren der P13-Fraktion. Der Uberstand wurde durch erneute
Zentrifugation flr eine Stunde bei 100 000 g weiter in ein P100-Pellet und einen S100-Uberstand
fraktioniert. Gleiche Anteile der Fraktionen wurden durch Western-Blotting mit anti-c-myc-
Antikorpern (9E10) auf die Anwesenheit von Mos1-13myc hin analysiert. (A) RKY1452 (MOS1-
13myc), (B) RKY1517 (MOS1-13myc Avps4) und (C) RKY1452 (MOS7-13myc mit 2% Triton-
X100). Obere Tafeln: Western-Blots, untere Tafeln: Quantifizierung der Signalstarken im Western-
Blot. Die Signalintensitdt des Gesamtextrakts wurde als 100% definiert. Gezeigt werden die
durchschnittlichen Signalintensitaten mit Standardabweichungen mehrer Experimente (n=2-4).

Zunachst wurden differentielle Zentrifugationen mit Zellextrakten aus diesem
Stamm durchgeflhrt. Die Extrakte wurden durch eine Zentrifugation bei 13 000 g
fir 10 min in ein P13-Pellet und einen S13-Uberstand getrennt. Der S13-
Uberstand wurde erneut fiir eine Stunde bei 100 000 g zentrifugiert, wobei das
P100-Pellet und der S100-Uberstand erhalten wurden. Etwa die Halfte des
hydrophilen Proteins Mos1 konnte pelletiert werden (Abb. 28A). Dies bedeutet,
dass Mos1 entweder mit Membranen assoziiert ist oder Bestandteil eines sedi-
mentierbaren Proteinkomplexes ist. Da der P13-Anteil des Proteins durch Be-
handlung mit dem Detergenz Triton X-100 solubilisiert werden kann, konnte
gezeigt werden, dass Mos1 tatsachlich membranassoziiert ist; die P100-Fraktion
(rund 15% des Proteins) erwies sich als resistent gegen die Behandlung mit
Detergenzien (Abb. 28C).

Fur Snf7 wurde ein ahnliches Verteilungsmuster beschrieben. Die Membranasso-
ziation von Snf7 erwies sich als abhangig von der Vps4-Aktivitat: Ist Vps4 inaktiv,
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so findet sich der Uberwiegende Anteil von Snf7 in der P13-Fraktion. Dies wird
dahingehend interpretiert, dass Vps4 verantwortlich ist fur die Dissoziation des
Proteins von der Membran (Babst et al., 1998). Um zu untersuchen, ob auch die
Membranassoziation von Mos1 von der Vps4-Aktivitat abhangig ist, wurde der
Zellextrakt eines Avps4 MOS-13myc-Stamms in gleicher Weise durch differentiel-
le Zentrifugation fraktioniert. Hierbei konnte eine kleine, aber signifikante Verande-
rung der Verteilung beobachtet werden: Der Anteil von Mos1 in der P13-Fraktion
erhohte sich von 38% im Wildtypstamm auf 58% im vps4-Hintergund (Abb. 28B).
Zum Vergleich wurden in analoger Weise SNF7-13myc-Stamme konstruiert und
mit deren Zellextrakten differentielle Zentrifugationsexperimente durchgefuhrt. Mit
diesen Stammen konnte eine ahnliche Verschiebung der Proteinverteilung zur
P13-Fraktion im vps4-Hintergrund beobachtet werden (nicht gezeigt). Da sich die
epitop-markierte Snf7-Variante jedoch als nicht funktional erwies (nicht gezeigt),
muss dieses Kontrollexperiment mit Vorsicht bewertet werden. Obwohl der Effekt
auf die Verteilung von Mos1 Kleiner ist als fur Snf7 beschrieben (Babst et al.,
1998), deuten die Experimente doch darauf hin, dass die Funktion von Vps4 eine
Rolle bei der Membranassoziation von Mos1 spielt.
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Die gemachten Beobachtungen erlauben jedoch allein noch keine Aussage Uber
die intrazellulare Lokalisation von Mos1. Im Allgemeinen finden sich in der P13-
Fraktion Proteine der Plasmamembran, der Vakuole, des endoplasmatischen
Retikulums, der Mitochondrien und des Zellkerns. Die P100-Fraktion enthalt
Proteine des Golgi-Apparats und von Transportvesikeln. Durch Western-Blotting
wurde die Verteilung von Mos1 zwischen den verschiedenen Fraktionen mit der
Verteilung von Markerproteinen verglichen (Abb. 29). Der vakuolare Marker ALP
und das Plasmamembranprotein Pma1 finden sich dabei, wie erwartet, haupt-
sachlich in der P13-Fraktion. Wie bereits beschrieben wurde, verteilt sich der
endosomale Marker Pep12 gleichmafig zwischen der P13- und der P100-Fraktion
(Becherer et al., 1996). Die Verteilung von Ste6 ahnelt der Verteilung von Pep12,
was im Einklang mit den Erkenntnissen der Fraktionierung mit Dichtegradienten
steht, dass Ste6 und Pep12 kolokalisieren (Abb. 27). Es ist unklar, ob die Vertei-
lung von Pep12 zwischen den beiden Fraktionen durch eine Lokalisation von
Pep12 in zwei verschiedenen Kompartimenten mit unterschiedlichen Sedimentati-
onseigenschaften verursacht wird oder durch eine teilweise Sedimentation des
Pep12-Kompartiments bei der 13 000 g-Zentrifugation. Das Fraktionierungsprofil
im Sucrose-Gradienten, das zwei Peaks zeigt (Abb. 27), spricht jedoch fur die
erste Annahme. Wie bereits beschrieben, sedimentiert Mos1 hauptsachlich im
P13-Pellet. Die Phanotypen der mos17-Deletion lassen es unwahrscheinlich
erscheinen, dass Mos1 auf der Ebene des ER oder der Plasmamembran wirkt
und dort lokalsiert ist; hdchstwahrscheinlich kolokalisiert Mos1 entweder mit der
vakuolaren Membran, die ebenfalls im P13-Pellet zu finden ist, oder mit einem
von mehreren ,Pep12“-Kompartimenten, dessen Sedimentationseigenschaften
denen der Vakuole entsprechen. Hierbei kdnnte es sich um eine spate endosoma-
le Struktur handeln.
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Abb. 30: Fraktionierung von Mos1 durch Sucrosegradienten. Ein Zellextrakt des Stamms RKY 1452
(MOS1-13myc) wurde mit einem Sucrosegradienten (20-50% Sucrose, geringste Dichte in Fraktion
1) fraktioniert. (A) Mittels SDS-PAGE und Western-Analyse wurden die Fraktionen auf die
Anwesenheit von Markerproteinen hin untersucht. (B) Densitometrische Quantifizierung der
Signalstarken im Western-Blot. Die Blots wurden eingescannt und mit dem Programm ,NIH Image*®
quantifiziert. Das jeweils starkste Signal wurden als 100% definiert. Gezeigt werden Mos1 (gefillte
Quadrate), Pep12 (offene Kreise) und ALP (offene Dreiecke).

Um genauere Informationen Uber die intrazellulare Verteilung von Mos1 zu
erhalten, wurden Fraktionierungsexperimente mit Sucrosedichtegradienten
durchgefuhrt. Die so erhaltenen Fraktionen wurden durch Western-Blotting auf die
Anwesenheit von Mos1, Pep12 und ALP hin analysiert (Abb. 30). Wie bereits
beschrieben, zeigt das Fraktionierungsprofil von Pep12 eine Schulter, was darauf
hindeutet, dass Pep12 in zwei verschiedenen Kompartimenten lokalisiert ist. Der
Peak von Pep12 ist klar vom Fraktionierungsprofil des vakuolaren Markers ALP zu
unterscheiden. Das Profil des membranassoziierten Anteils von Mos1 stimmt
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weitgehend mit dem Pep12-Peak Uberein. Dies deutet darauf hin, dass membran-
gebundenes Mos1 an einem ,Pep12-Kompartiment lokalisiert, das heil3t an einer
pravakuolaren oder spat-endosomalen Struktur, die klar unterscheidbar ist von der
ALP-enthaltenden vakuolaren Membran. Ein Teil des Mos1-Proteins ist in den
Fraktionen 1-4 enthalten, in denen die I6slichen Proteine gefunden werden. Diese
Aufspaltung steht in Einklang mit den differentiellen Zentrifugationen, mit denen
gezeigt werden konnte, dass rund die Halfte von Mos1 I6slich ist.

3.4.7 Suche nach Interaktionspartnern von Mos1

Der stabilisierende Effekt bei Uberproduktion von Mos1 und Snf7 deutet darauf
hin, dass die Proteine Bestandteile eines Proteinkomplexes sein kdonnten, dessen
Zusammensetzung und Funktion sensitiv auf die Stochiometrie der beteiligten
Komponenten reagiert. Die Ausbildung von ,coiled-coils“ kénnte Grundlage der
Protein-Protein-Wechselwirkungen sein. Ein ,coiled-coil“-Protein, mit dem die
Proteine der ,Snf7-Familie® modglicherweise interagieren, ist das ebenfalls im
Screen isolierte Vps4, dessen Deletion zum gleichen Phanotyp flhrt wie der
Funktionsverlust von Mos1, Mos2 und Snf7. Hierflr sprechen die Beobachtungen,
dass das losliche Snf7 teilweise membranassoziiert vorliegt, wobei der Anteil an
membrangebundenem Snf7 bei Inaktivierung von Vps4 steigt (Babst et al., 1998).
Vps4 selbst kann in Assoziation mit Membranen vorliegen, wobei das ,coiled-coil“-
Motiv hierflr notwendig ist (Babst et al., 1998).

Zur Untersuchung moglicher Protein-Interaktionen wurde das Two Hybrid-System
(3.1) eingesetzt. Dazu wurden MOS17 und SNF7 an die GAL4-BD fusioniert. Die
gleichzeitige Expression eines dieser BD-Hybridproteine und einer GAL4-AD-
VPS4-Fusion fluhrte jedoch zu keinerlei Reportergenaktivitat im Two Hybrid-
Testerstamm PJ69-4A (Daten nicht gezeigt). Um unbekannte Interaktionspartner
von Mos1 zu finden, wurden Genbanksuchen durchgefihrt. In den Testerstamm
PJ69-4A wurden das Plasmid pRK581 (GAL4-BD-MOS1) und eine Genbank
transformiert. Verwendet wurden eine cDNA-Bank der Firma Clontech (Matchma-
ker Two Hybrid System) und eine Genbank mit chromosomalen Fragmenten
(James et al., 1996). Von rund 15 000 Transformanten jeder Genbank zeigten
insgesamt 30 Transformanten eine erhdhte Aktivitat des wenig stringenten HIS3-
Reportergens. Im Folgenden wurden nur die Genbankplasmide weiter untersucht,
die fur eine ,in frame“-Fusion mit einem offenen Leseraster (ORF) kodierten, und
die allein, also ohne Gegenwart einer BD-Fusion, keine Aktivierung der Reporter-
gene bewirkten. Diese Kriterien erflllten nur vier von den urspringlich 30 isolier-
ten Genbankplasmiden.
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Abb. 31 zeigt die durch die Genbankplasmide hervorgerufene Reportergenaktivitat
im Vergleich zu Positiv- und Negativkontrollen. Weder die Genbankplasmide noch
pRK581 bewirkten in Kombination mit einem Vektor die Aktivitat eines Reporter-
gens. Nur Doppeltransformanten von pRK581 mit einem Genbankplasmid zeigten
eine Aktivierung von Reportergenen, die beobachteten Interaktionen sind also
spezifisch (mittlere Reihe, Abb. 31B, C, D). Alle Transformanten zeigten eine
Aktivierung des wenig stringenden HIS3-Reporters, Transformanten mit pMC1
und pMJ2 zeigten dartber hinaus eine schwache Aktivitat des ADE2-Reporters
(Abb. 31C). Keine Transformante zeigte eine deutliche Erhdéhung der LacZ-
Aktivitat (Abb. 31D). Die Interaktionen sind in Tab. 12 zusammengefasst.

Zur ldentifizierung der vier genbankkodierten Interaktionspartner wurde der an die
GAL4-AD-Sequenz fusionierte Genbankanteil ansequenziert und mittels einer
Datenbanksuche (NCBI Blast search) einem ORF zugeordnet. Die Ergebnisse
dieser Recherche sind in Tab. 13 zusammengefasst.

Tab. 12: Reportergenaktivitat mit verschiedenen Genbankplasmiden.

Genbankplasmid Aktivitat der Reporterkassetten

HIS3 ADE2 LacZ
pMC1 ++ + -
pMJ1 ++ - B
pMJ2 ++ ++ -
pMJ5 ++ - (+)

Tab. 13: Identifizierung der Genbankplasmid-kodierten Gal4-AD-Fusionen. Angegeben ist der
jeweils identifizierte ORF mit seiner Gesamtldnge in Aminosduren und das jeweils erste
sequenzierte Codon nach der AD-Domane.

Genbank- ORF Gesamt-  erstes sequenziertes Beschreibung
plasmid lange Codon nach Gal4-AD
pMCH1 APG1 897 AS 794 Serin/Threonin-Kinase,
involviert in Autophagie
pMJ1 EMP47 445 AS 258 Protein des ER und Golgi
mit unbekannter Funktion
pMJ2 YFLO42¢c 674 AS 325 Membranprotein
unbekannter Funktion
pMJ5 TLG1 224 AS 132 t-SNARE
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A +Ade +His B +Ade -His Abb. .31: Two Hybrid-
- - Interaktion zwischen MOS7
und Genbankplasmiden. Die
Genbankplasmide  erhielten
als Bezeichnung einen
Buchstaben je nach verwen-
deter Genbank (pMC bzw.

pMJ) sowie eine fortlaufende

Nummer. Gleiche Mengen
D +Ade +His Zellsuspension wurden auf
selektive Platten getropft und
drei Tage bei 30°C inkubiert.
(A) Wachstum in Gegenwart
von Histidin  und Adenin
erfordert keine Aktivierung der
Reporterkassetten. (B) In
Abwesenheit von Histidin ist
Wachstum nur bei Aktivitat

des HIS3-Reportergens
pVA3 pRK296 pRK296
@ moglich. (C) Ohne Histidin
und Adenin erfordert
PRKS81 Wachstum die Aktivitat des
(GAL4-BD-MOS1)™"
HIS3- und des ADE2-
pRK329 Reportergens. (D) Bestim-
(Vektor) mung der LacZ-Aktivitat (die

Aktivitat fihrt in einem LacZ-

Overlay-Assay zur Bildung eines blauen Farbstoffs). In der oberen Reihe wurden als Positiv- und
Negativkontrollen Doppeltransformanten aufgebracht (von links nach rechts) mit den Plasmiden
pVA3 und pTD1 (Interaktion zwischen T-Antigen und p53) bzw. pSE1111 und pSE1112 (Interaktion
zwischen Snfl und Snf4) sowie als Negativkontrollen pRK581 (GAL4-BD-MOS1) mit dem AD-
Vektorplasmid pRK296 und den Plasmiden pRK296 und 329 (Vektoren). In der mittleren Reihe
wurden Doppeltransformanten der jeweils angegebenen Genbankplasmide mit pRK581 (BD-
MOST) aufgebracht, die untere Reihe zeigt Doppeltransformanten der Genbankplasmide in

Kombination mit dem Vektorplasmid pRK329.

Es ist unklar, ob die beobachteten Interaktionen von physiologischer Bedeutung
sind. Da Mos1 eine Funktion am spaten Endosom erflillt, ist es unwahrscheinlich,
dass Mos1 mit dem Protein Emp47 interagiert, bei dem es sich um ein Protein
unbekannter Funktion mit einem C-terminalen Dilysinmotiv handelt, das den
Rucktransport vom Golgi-Apparat in das ER vermittelt (Schroder et al., 1995). Es
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konnten jedoch zwei Interaktionspartner identifiziert werden, die eine Funktion
beim Proteintransport in die Vakuole spielen: Die Serin/Threonin-Kinase Apg1, die
eine Rolle bei der Autophagie und der vakuolaren Proteindegradation bei
Stickstoffmangelbedingungen spielt (Matsuura et al., 1997; Straub et al., 1997)
und TIg1, dem eine Funktion beim intra-Golgi-Transport (Coe et al., 1999) und bei
der Endozytose zugeschrieben wird: Es handelt sich um ein frihes endosomales
t-SNARE, dessen Verlust zu einer verringerten Aufnahme des endozytischen
Markers Ste2 fuhrt (Holthuis et al., 1998). Hochkonserviert bei allen Mitgliedern
der Syntaxin-Familie ist ein C-terminal an den Membrananker angrenzendes
,coiled-coil“-Motiv, welches im isolierten Genbankplasmid vollstandig enthalten ist.
Um eine mogliche Interaktion zwischen den beiden Proteinen durch eine zweite
Methode zu verifizieren, wurde der hydrophile C-terminale Bereich von TIg1 an
GST fusioniert, in E. coli exprimiert und mit Hilfe von Glutathion-Sepharose-Beads
aufgereinigt. An das so immobilisierte TIig1 konnte jedoch eine epitopmarkierte
Variante von Mos1 nicht spezifisch gebunden werden (Daten nicht gezeigt).
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4 DISKUSSION

4.1 Identifizierung von Ste6-Interaktionspartnern

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Faktoren identifiziert werden, die im Two
Hybrid-System mit der Ste6-Linker-Region interagieren, welche die Ubiquitinie-
rung und den schnellen Turnover von Ste6 vermittelt (Kolling und Hollenberg,
1994; Kolling und Losko, 1997). Es bleibt jedoch unklar, ob die im Two Hybrid-
System gemessenen Interaktionen von physiologischer Bedeutung sind. Bedeut-
sam flur die Funktion und den Turnover von Ste6 kdnnten jedoch die identifizierten
Faktoren sein, bei denen man annimmt, dass sie den Phosphorylierungsgrad von
Proteinen bestimmen. Wie bei zytosolischen Proteinen, die ubiquitiniert und
anschlieBend am Proteasom abgebaut werden, scheint die Ubiquitinierung von
Plasmamembranproteinen durch Phosphorylierung positiv reguliert zu werden.
Hierfir sprechen mehrere Beobachtungen: Das Protein Ste2 ist ein G-Protein
gekoppelter Sieben-Transmembranrezeptor, der bei Kontakt mit Pheromon
phosphoryliert wird. In einer verklrzten Version des o-Faktor-Rezeptors werden
drei Serine, die fur die Phosphorylierung des C-terminalen Teils bendtigt werden,
auch fir die Ubiquitinierung und den raschen Abbau gebraucht (Hicke und
Riezman, 1996; Hicke et al., 1998). Aulierdem zeigen Mutanten mit Defekten in
den beiden Kinasen Yck1 und Yck2 eine drastische Reduzierung in der Phospho-
rylierung, Ubiquitinierung und Internalisierung. Ein Zusammenhang zwischen
Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Aufnahme von Zelloberflache wurde u.a.
fur die Proteine Ste3 und Furd gezeigt (Marchal et al., 1998; Roth und Davis,
2000). Es gibt Hinweise, dass der Phosphorylierungsgrad von ABC-Transportern
auch durch Phosphatasen reguliert werden kann: Das humane CFTR-Protein wird
aktiviert durch Phosphorylierung und inaktiviert durch Dephosphorylierung. Die
Aktivierung kann durch die Kinasen PKA und PKC erfolgen, die Inaktivierung
durch die Phosphatase 2B (PP2B) (Fischer et al., 1998). Im Two Hybrid-System
konnte eine regulatorische Untereinheit der Phosphatase 2A (PP2A), Rts1, als
Interaktionspartner der D-Box identifiziert werden sowie ein weiteres, noch
unbekanntes Protein, Ynl201c. Da Ynl201c Ahnlichkeit zu Rts1 aufweist und im
Two Hybrid-System mit einer katalytischen Untereinheit des PP2A-Komplexes
(Pph22) interagiert, ist es sehr wahrscheinlich, dass beide Proteine regulatorische
Untereinheiten von PP2A sind. Diese Untereinheiten bestimmen die Substratspe-
zifitat und die zellulare Lokalisation des Holoenzyms (Kamibayashi et al., 1994),
das aulerdem eine katalytische und eine strukturelle Untereinheit enthalt. Bei
Ynl201c, das im Two Hybrid-System starker mit Ste6 interagiert als Rts1, kdnnte
es sich daher um einen Spezifitatsfaktor handeln, der die Dephosphorylierung von
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Ste6 durch PP2A vermittelt. Die Deletion von ynl201c hatte keinen Einfluss auf die
Paarungseffizienz der Zellen oder den Turnover von Ste6. Nach dem derzeitigen
Modell férdert Phosphorylierung die Ubiquitinierung und damit die Endozytose und
den raschen Abbau von Proteinen der Plasmamembran. Die Aktivitat einer
Phosphatase wirde diesem Prozess entgegenwirken und die Stabilisierung der
Proteine bewirken. Wird die Phosphataseaktivitat z.B. durch Deletion der regulato-
rischen Untereinheit Ynl201c verringert, so wirde man deshalb keine Stabilisie-
rung, sondern eine Destabilisierung erwarten. Es ist jedoch fraglich, ob eine
Destabilisierung des ohnehin kurzlebigen Ste6-Proteins mit den durchgefuhrten
Experimenten erkannt werden kdnnte. Umgekehrt musste eine Erhdhung der
PP2A-Aktivitat zu einer Stabilisierung von Ste6 fluhren. Erste Experimente deuten
darauf hin, dass die Uberexpression von Ynl201c¢ in einem Testerstamm mit einer
STEG6-HIS3-Fusion zu einer erhdhten His3-Aktivitat fihrt, was auf einen erhdhten
Steady-State-Level des Fusionsproteins hindeutet.

Es ist unbekannt, durch welche Kinase Ste6 phosphoryliert wird. Die Kinase PKC
spielt eine Rolle bei der Phosphorylierung eines nahe verwandten Proteins von
Ste6, dem humane P-Glykoprotein oder MDR1. Ein Sequenzvergleich zwischen
Ste6 und MDR1 zeigt, dass Ste6 mit MDR1 naher verwandt ist als mit irgendei-
nem anderen der insgesamt 29 ABC-Transporter der Hefe. Der hohe Verwandt-
schaftsgrad wird durch die Komplementation der ste6-Deletionsmutante durch die
Expression des zu MDR1 homologen Proteins der Maus, mdr3, belegt (Raymond
et al., 1992b). Im Two Hybrid-System interagierte die C-terminale Halfte der
Proteinkinase C (Pkc1) mit der D-Box von Ste6. Pkc1 reguliert einen MAP-
Kinaseweg, der fir die Zellintegritat von Bedeutung ist (Ammerer, 1994). Die
Interaktion konnte allerdings mit selbstkonstruierten Two Hybrid-Konstrukten nicht
reproduziert werden, und die Expression einer hyperaktiven Variante hatte keinen
Einfluss auf die Aktivitdt und den Turnover von Ste6. Trotzdem konnte ein
physiologischer Zusammenhang zwischen Ste6 und Pkc1 bestehen, denn bei
einer erhdhten Pkc1-Aktivitat wirde Ste6 starker phosphoryliert und damit
schneller ubiquitiniert und abgebaut werden. Das ohnehin kurzlebige Ste6 wirde
also weiter destabilisiert werden. Um einen solchen Zusammenhang deutlich
zeigen zu kdnnen, mussen Experimente in einem pkc1-Deletionsstamm durchge-
fuhrt werden, oder es mussen Bedingungen gefunden werden, unter denen die
Endozytose von Ste6 herunterreguliert wird.

Die Uberexpression einer hyperaktiven Pkc1-Variante fiihrte in einem Wildtyp-
stamm zu einem Wachstumsdefekt, der isogenetische ste6-Deletionsstamm war
davon jedoch nicht betroffen. Dieser Effekt deutet an, dass ein Zusammenhang
zwischen der Aktivitat von Pkc1 und Ste6 besteht. Dieser Zusammenhang muss
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sich jedoch nicht in einer Veranderung der Ste6-Funktion, also der a-Faktor-
Sekretion und der Paarung, oder in einem veranderten Turnover bemerkbar
machen. Sowohl CFTR als auch die MDR-Proteine sind nicht nur Transporter, sie
regulieren auch die Funktion anderer Membranproteine: Die PKC-vermittelte
Phosphorylierung des humanen MDR1 reguliert die Aktivitdt von Chloridkanalen
(Hardy et al., 1995), und die Phosphorylierung von CFTR durch die Proteinkinase
A (PKA) reguliert einen Natriumkanal (Ismailov et al., 1996). Fir die Interaktion mit
dem Natriumkanal wird die erste Nukeotidbindedomane (NBD) von CFTR bendétigt
(Schreiber et al., 1999). Es ist nicht bekannt, ob Ste6 ein anderes Protein regu-
liert, aber im Two Hybrid-System interagierte das Protein BIm3 mit einem Frag-
ment von Ste6, das die NBD1 und die Linker-Region umfasst. BIm3 ist moglicher-
weise ein Transportprotein und besitzt 7-10 Transmembrandomanen. Ein weiterer
Interaktionspartner mit Transmembrandomanen ist das noch unbekannte Protein
Ygr168c.

Von physiologischer Bedeutung kénnte die Interaktion von Ste6 mit Rpn6 sein.
Rpn6 ist Bestandteil des regulatorischen Partikels (19S) des Proteasoms
(Glickman et al., 1998), der wichtigsten nicht-lysosomalen Protease eukaryonti-
scher Zellen. Das Proteasom ist verantwortlich fur den Abbau von lI6slichen
ubiquitinierten Proteinen. Man geht davon aus, dass die 19S-Untereinheit verant-
wortlich fur die Erkennung des polyubiquitinierten Substrats und fur die Abspal-
tung der Ubiquitinmolekile vor seinem Abbau ist (Ferrell et al.,, 2000). Das
Proteasom spielt keine Rolle beim Abbau von Ste6, denn Mutationen in den
proteasomalen Untereinheiten Pre1 und Pre2 (Heinemeyer et al., 1993; Heine-
meyer et al., 1991) haben keinen Einfluss auf die Halbwertszeit von Ste6 (Kolling
und Losko, 1997). Studien am humanen ,growth hormone receptor” (GHR) haben
jedoch gezeigt, dass das Proteasom trotzdem eine Rolle bei der Endozytose von
Oberflachenproteinen spielen kdénnte: Obwohl das Protein im Lysosom abgebaut
wird, wird das Proteasom fir die Internalisierung nach Ligandbindung bendtigt
(van Kerkhof et al., 2000). Wenn das Proteasom mit Membranproteinen der
Oberflache interagiert und deren Aufnahme auslost, so erfolgt die Interaktion
wahrscheinlich Uber den 19S-regulatorischen Partikel. Dabei kénnte Rpn6 eine
Rolle spielen.

4.2 Suche nach Mutanten mit erhohter Ste6-Stabilitat

Ste6 ist ein extrem kurzlebiges Protein mit einer Halbwertszeit von rund 15
Minuten. Das Protein gelangt Uber den sekretorischen Weg zur Plasmamembran,
wo es ubiquitiniert und endozytiert wird. Der Abbau erfolgt schlie3lich in der
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Vakuole. Der Verlust von Genfunktionen, die am raschen Transport von Ste6 in
die Vakuole beteiligt sind, sollte zu einem erhdhten Steady-State-Level von Ste6
fuhren. Zur Suche nach solchen Funktionen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
Hefestamm konstruiert, bei dem die Erhdhung des Steady-State-Levels eines
funktionalen Ste6-Fusionsproteins zur Komplementation einer Auxotrophie und
damit zu einem verbesserten Wachstum fuhrt. Die Transformation mit einer
Genbank, die zur gleichzeitigen Disruption und Markierung von Genen flhrt,
ermdglichte die Isolation von Deletionsstammen mit einer erhdhten Aktivitat des
Ste6-Fusionsproteins. Erste Versuche zur Identifikation der betroffenen Gene
hatten gezeigt, dass das Gen SNX4 in einem dieser Stamme deletiert ist. Uber die
Funktion von Snx4 in Hefe ist noch nichts bekannt. Es gehoért zur sogenannten
,sorting nexin“-Familie, einer kleinen Familie hydrophiler Proteine. Alle sonstigen
Angehdrigen dieser Familie in der Backerhefe, Vps5, Mvp1 und Grd19, sind
Bestandteile von Komplexen, konnen mit Membranen assoziieren und spielen
eine Rolle beim Proteintransport (Ekena und Stevens, 1995; Horazdovsky et al.,
1997; Voos und Stevens, 1998). Einen Hinweis auf die mogliche Funktion von
Snx4 liefern Studien zur Funktion von Nexinen in Saugerzellen. Dort konnte
gezeigt werden, dass die Nexine an verschiedene Rezeptoren der Plasma-
membran binden kdnnen (Haft et al., 1998). Es ist denkbar, dass die Nexine dabei
regulierend bei der Aufnahme eingreifen, denn die Uberproduktion des humanen
Nexins SNX1 fuhrt zu einem beschleunigten Abbau des Rezeptors fir den
.epidermal growth factor* EGF (Kurten et al., 1996). WeiterfUhrende Experimente
sind noétig, um zu untersuchen, an welchem Transportschritt Snx4 in der Hefe
eingreift, und ob der Transport anderer Proteine durch den Funktionsverlust des
Nexins betroffen ist.

4.3 Charakterisierung einer am spaten Endosom wirkenden Familie
,coiled-coil“-bildender Proteine

Es konnten Genfunktionen identifiziert werden, deren Uberproduktion zu einer
erhohten Aktivitat von Ste6-His3- und Ste6-LacZ-Fusionsproteinen fuhrt. Mit Hilfe
von Pulse-Chase-Experimenten konnte gezeigt werden, dass der erhdhte Steady-
State-Level der Proteine durch die Beeintrachtigung des raschen Abbaus von
Ste6 hervorgerufen wird. Da die Funktion multimerer Komplexe von der Stochio-
metrie der beteiligten Proteine abhangt, sollten sich solche Proteine unter den
gefundenen Funktionen befinden. Diese Vorhersage wurde bestatigt durch die
Identifizierung von Proteinen, deren Rolle beim intrazellularen Transport bekannt
ist: Snf7/Vps32, Vps4 und Vps35 (,vesicular protein sorting“). So ist z.B. Vps35
Bestandteil eines ,Retromer-Komplexes®, der am Rucktransport von Proteinen
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aus dem Endosom in den frans-Golgi (TGN) beteiligt ist (Seaman et al., 1998).
Unklar ist, warum die Stérung des Ruicktransports vom Endosom in den Golgi zu
einer Stabilisierung von Ste6 flhrt. Eine mogliche Erklarung ist, dass ein Faktor im
TGN flur den vorwartsgerichteten Transport von Ste6 bendétigt wird, der vom
Endosom zurtck in das TGN transportiert werden muss. Fir die Carboxypeptida-
se Y (CPY) wurde gezeigt, dass der Transport von CPY gestort ist, wenn der
Rucktransport des CPY-Rezeptors Vps10 vom Endosom in das TGN durch
,Retromer-Mutanten® verhindert wird (Seaman et al., 1997). Eine weitere Erkla-
rung fiir den Ste6-stabilisierenden Effekt der Vps35-Uberproduktion kdnnte eine
reduzierte proteolytische Aktivitdt der Vakuole sein, hervorgerufen durch die
Misslokalisation der vakuolaren Hydrolasen. Sehr wahrscheinlich sind auch Vps4
und Snf7 Komponenten von hetero-oligomeren Proteinkomplexen (Babst et al.,
1998).

In den Screens konnte ein bislang uncharakterisiertes Genprodukt, Ydr486¢c,
identifiziert werden, das bei Uberproduktion zu einer Stabilisierung von Ste6 fiihrt.
Da CPY bei einer Deletion des Gens nicht mehr effizient in die Vakuole transpor-
tiert wird, handelt es sich um eine bislang unbekannte VPS-Funktion. Da der
Verlust dieser Genfunktion zu einer Stabilisierung von Ste6 fuhrt, erhielt das Gen
die Bezeichnung MOS1 (,more of Ste6“). In einem mos7-Deletionsstamm hauft
sich der lipophile Farbstoff FM4-64, der spezifisch Membranen des endozytischen
Systems anfarbt, in einer halbmond-, punkt- oder ringférmigen Struktur in direkter
Nahe der Vakuole an. Immunfluoreszenzexperimente und die Verteilung eines
Ste6-GFP-Fusionsproteins haben gezeigt, dass sich Ste6 in der gleichen Struktur
anhauft. Dabei handelt es sich sehr wahrscheinlich um eine vergroferte Form des
spaten Endosoms, die das Kennzeichen der sogenannten ,class E“-vps-Mutanten
ist (Raymond et al., 1992a). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der mos1-
Deletionsstamm in einem spaten Transportschritt defekt ist, der zur Aufnahme des
Materials in die Vakuole fihrt, und sowohl den endozytischen als auch den CPY-
Weg betrifft. Ein ahnliches Verteilungsmuster endozytischer Marker wurde bei den
Asnf7 and Avps4-Stammen beobachtet, die bereits zuvor als ,class E“-Mutanten
klassifiziert wurden und im durchgefihrten Screen ebenfalls als Funktionen
identifiziert wurden, die bei Uberproduktion Ste6 stabilisieren.

4.3.1 Lokalisierung von Mos1

Bei der Fraktionierung von Zellextrakten mit Sucrose-Dichtegradienten zeigt der
endosomale Marker Pep12 einen breiten Peak mit einer Schulter zu den weniger
dichten Fraktionen. Dies deutet darauf hin, dass das Verteilungsmuster von
Pep12 aus der Uberlagerung von zwei Pep12- enthaltenden Kompartimenten
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entsteht. Mos1 fraktioniert zusammen mit dem ,schweren“ Pep12-Peak. Da es
sich bei Pep12 um ein endosomales t-SNARE handelt (Becherer et al., 1996),
entspricht der ,schwere“ Pep12-Peak, bei dem es sich um den Hauptpeak
handelt, sehr wahrscheinlich endosomalen Membranen. Die Fraktionierungsexpe-
rimente deuten deshalb darauf hin, dass Mos1 an endosomalen Membranen
lokalisiert ist.

Durch die Fusion von Endosomen mit der Vakuole sollte Pep12 in vakuolare
Membranen gelangen. Es konnte jedoch keine Kofraktionierung von Pep12 mit
dem vakuolaren Marker ALP beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass
Pep12 sehr effizient von der vakuolaren Membran zum Endosom zurlicktranspor-
tiert wird. Der ,leichte* Pep12-Peak bzw. die Schulter zu den weniger dichten
Fraktionen konnte daher Transportvesikeln entsprechen, die am Rucktransport
von Pep12 aus der Vakuole in das Endosom beteiligt sind. Im mos17-
Deletionsstamm fraktioniert der schwere Pep12-Peak zusammen mit dem vakuo-
laren Marker ALP. Dies konnte bedeuten, dass sich Pep12 durch einen Defekt im
Rucktransport zum Endosom in der Vakuole anhauft. Eine weitere Moglichkeit
besteht darin, dass die Dichte des spaten Endosoms und die Dichte der Vakuole
im Amos1-Stamm gleich sind, weswegen die Kompartimente mit Hilfe von Dichte-
gradienten nicht mehr aufgetrennt werden kénnen. Immunfluoreszenzexperimente
anderer Gruppen zeigen, dass Pep12 in ,class E“-Mutanten noch immer mit
endosomalen Strukturen (dem ,class E“-Kompartiment) assoziiert ist (Conibear
und Stevens, 2000).

4.3.2 Mogliche Funktionen von Mos1

Die Experimente zur Lokalisierung von Mos1 sind ein Anhaltspunkt, dass Mos1
peripher mit der endosomalen Membran assoziieren kann. Die Anhaufung
endozytischer Marker im ,class E“-Kompartiment und die ineffiziente Reifung von
CPY in einem mos1-Deletionsstamm deutet darauf hin, dass ein Transportschritt
zwischen dem pravakuoldaren Kompartiment und der Vakuole betroffen ist.
Wahrscheinlich ist es Bestandteil eines grofieren Proteinkomplexes, denn wie
bereits dargestellt, begunstigt der durchgeflihrte Screen die Isolierung von
Faktoren, die ihre Funktion innerhalb eines Komplexes erflllen. Die Existenz von
,coiled-coil“-Regionen ist ein weiteres Indiz fir die Fahigkeit von Mos1, homo-
oder heteromere Komplexe mit anderen Proteinen bilden zu kénnen. Der Triton-
resistente Anteil von Mos1, der in differentiellen Zentrifugationen erst bei
100 000 g sedimentiert, kdnnte in einem solchen Komplex gebunden sein. Mos1
konnte Bestandteil einer vesikularen Hulle sein, die wichtig fur die Vesikelbildung
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und die Selektion der zu transportierenden Proteine ist, oder es kdnnte eine
Funktion bei der Bindung und Fusion von Vesikeln mit ihrer Zielmembran erfullen.

4.3.3 Die Snf7-Proteinfamilie

Mos1 erwies sich als Angehoériger einer kleinen Familie sequenzverwandter
Proteine, die alle ,coiled-coil“-Regionen aufweisen. Diese Familie umfasst die
Proteine Mos1, Snf7 und das bislang unbekannte Protein YmrO77c. Es konnte
gezeigt werden, dass auch die Deletion dieses Gens zu einer Stabilisierung von
Ste6 fuhrt. Dieses Gen erhielt deshalb den Namen Mos2.

Alle drei Angehorigen dieser Proteinfamilie scheinen eine Funktion auf der Ebene
des Endosoms zu erflllen, denn die Inaktivierung jedes einzelnen Gens fuhrt zur
Bildung eines ,class E“-Phanotyps, was darauf hindeutet, das alle drei Proteine
fur den normalen Transport vom Endosom in die Vakuole bendtigt werden. Sie
sind entweder Bestandteil einer gemeinsamen Struktur, wie z.B. einer Protein-
halle, oder sie funktionieren unabhangig voneinander am gleichen Transport-
schritt.

Die entsprechenden Deletionsstamme zeigten jedoch auch phanotypische
Unterschiede, die nur schwer mit einer gemeinsamen oder gleichen Funktion der
drei Proteine in Einklang zu bringen sind. Fir Snf7 defekte Mutanten zeigen einen
,sucrose non-fermenting“-Phanotyp, kdnnen also auf Sucrose als einziger Koh-
lenstoffquelle nicht wachsen. Dies wird verursacht durch einen Defekt in der
Derepression von Invertase, wenn Glukose in limitierender Menge vorhanden ist
(Tu et al., 1993). Offensichtlich ist in dieser Mutante die Wahrnehmung von
Glukose im umgebenden Milieu gestort. Der ,Snf-Phanotyp“ kann mit einem
gestdrten Abbau eines Glukosesensors wie z.B. Snf3 erklart werden. In ahnlicher
Weise konnte der Wachstumsdefekt von Asnf7-Zellen bei hohen Temperaturen
durch einen Block beim Abbau von hitzegeschadigten Proteinen der Zelloberfla-
che hervorgerufen werden. Wahrend der Amos2-Stamm unter diesen Bedingun-
gen sehr ahnliche Wachstumsphanotypen wie der Asnf7-Stamm aufweist, ist der
Amos1-Stamm weder temperatursensitiv, noch zeigt er Probleme bei der De-
repression von Invertase. Dies lasst auf eine Art von Selektiviat bezlglich der zu
transportierenden Proteine schlielen. Es kdnnte sich bei den Angehdrigen der
~onf7-Familie um Spezifitatsfaktoren handeln, welche die Bindung und Fusion
unterschiedlicher Transportvesikel mit dem Endosom steuern. Wenn jedes der
drei Proteine die Fusion einer anderen Art von Transportvesikeln mit dem Endo-
som reguliert, sollte sich die Proteinzusammensetzung des ,class E*
Kompartiments in jedem Mutantenstamm unterscheiden. Dieses Modell wird
durch die unterschiedliche Anhaufung von CPY-Formen im Amos7- und im Asnf7-
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Stamm unterstiutzt. Wie bereits zuvor beschrieben, kann das endosomale Kom-
partiment der ,class E“-Mutanten proteolytische Aktiviat aufweisen: In vps4-Zellen
erfolgt die Reifung CPY in Endosomen Uber eine intermediare Form (Babst et al.,
1997). Diese Form ahnelt der im Amos1-Stamm beobachteten Zwischenform. Da
diese Zwischenform im Amos1-Stamm deutlicher hervortritt als im Asnf7-Stamm,
konnte dies ein Indiz flr die unterschiedliche Aktivitdt von Hydrolasen in den
,class E“-Kompartimenten der verschiedenen Stamme sein.

Alternativ kdnnten die Proteine eine Funktion im MVB (,multivesicular body“) —
Weg (Odorizzi et al., 1998) austben. Der MVB-Weg trennt im Endosom Memb-
ranproteine, die fir den Abbau in der Vakuole bzw. im Lysosom bestimmt sind,
von Proteinen, die im Endosom verbleiben sollen. Erstere gelangen uUber einen
rezeptorvermittelten Prozess in rohrenformige Strukturen oder Vesikel, die sich in
das Endosom hinein abschnlren. ZurlUckbleibende Proteine in der aulieren
Membran werden stufenweise zu friheren Transportzwischenprodukten beférdert,
wodurch ein ,multivesicular body“ zurlckbleibt. Dabei handelt es sich um ein
membranumschlossenes Partikel, das mit Vesikeln angefillt ist und schlie3lich
seinen Inhalt in die Vakuole entleert. Da sich im ,class E“-Kompartiment keine
solchen Vesikel anhaufen, geht man davon aus, dass die ,class E“-Vps-Proteine
an der Bildung von MVBs beteiligt sind. Die Proteine der ,Snf7“-Familie kdnnten
Teil einer allgemeinen Hullstruktur zur MVB-Bildung sein, dann wirde der Verlust
einer Komponente allerdings zur voélligen Unterbindung des Transports vom
Endosom zur Vakuole fihren. Wenn die Proteine der ,Snf7-Familie“ jedoch die
spezifische Aufnahme von Proteinen in MVBs regulieren, indem sie transient an
endosomale Membranen und an verschiedene zu transportierende Proteine
binden, kdénnten die verbliebenen Untereinheiten den Transport von einzelnen
Substraten weiterhin vermitteln. Dies kdnnte eine Erklarung fur die unterschiedli-
chen Wachstumsphanotypen dieser Deletionsstamme sein.

4.3.4 Suche nach Interaktionspartnern von Mos1

Mit differentiellen Zentrifugationen konnte gezeigt werden, dass das hydrophile
Protein Mos1 mit Membranen assoziieren kann. In einem vps4-Deletionsstamm
steigt der Anteil an membrangebundenem Mos1. Ein ahnliches Verteilungsmuster
wurde unter anderem flr das Protein Snf7 beschrieben (Babst et al., 1998). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Vps4 die Dissoziation verschiedener VPS-
Proteine von Membranen steuert. Eine direkte Interaktion zwischen Vps4 und
Mos1 oder Snf7 konnte mit dem Two Hybrid-System jedoch nicht nachgewiesen
werden. Wie bereits dargestellt, beglnstigt der durchgefuhrte Screen den Erhalt
von Proteinen, die Bestandteile multimerer Komplexe sind. Méglicherweise erfolgt
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die Wechselwirkung mit Vps4 indirekt Uber andere Bestandteile eines Protein-
komplexes.

Zur Suche nach Interaktionspartnern von Mos1 wurde ein Two Hybrid-Screen
durchgefuhrt. Dabei konnten keine anderen bekannten ,class E“-vps-Proteine
identifiziert werden. Zwei der identifizierten Interaktionspartner spielen eine Rolle
beim Proteinstransport in die Vakuole, Tig1 und Apg1. TIg1 ist ein frih-
endosomales t-SNARE, dessen Verlust zu einer verringerten Aufnahme des
endozytischen Markers Ste2 flhrt (Holthuis et al., 1998). Die Interaktion konnte
jedoch mit einer unabhangigen Methode nicht reproduziert werden. Apg1 ist eine
Serin/Threonin-Kinase die eine Rolle bei der Autophagie und der vakuolaren
Proteindegradation bei Stickstoffmangelbedingungen spielt. In apg7-Mutanten ist
jedoch weder die Aufnahme endozytischer Marker noch das CPY-Sorting beein-
trachtigt (Matsuura et al., 1997; Straub et al., 1997). Es ist deshalb unwahrschein-
lich, dass die Interaktion von Apg1 und Mos1 von physiologischer Bedeutung ist.

Die starkste Two Hybrid-Interaktion wurde mit dem Protein Yfl042c beobachtet. Es
gehort zusammen mit drei weiteren Proteinen, YIr072w, Yhr080c und Ydr326¢ zu
einer Familie von Membranproteinen, Uber deren Funktion noch nichts bekannt
ist. Moglicherweise handelt es sich bei Yfl042c um ein Protein, das als Bindungs-
partner von Mos1 dessen Membranassoziation ermaéglicht.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Um Funktionen zu identifizieren, die am intrazellularen Transport und Turnover
von Membranproteinen beteiligt sind, wurde ein Screen nach Funktionen durchge-
fuhrt, welche den Transport von Ste6 in die Vakuole bei Uberproduktion blockie-
ren. Ste6 ist ein kurzlebiges, ubiquitiniertes Membranprotein, das in der Vakuole
abgebaut wird. Dabei konnten bekannte VPS-Gene (,vacuolar protein sorting®)
identifiziert werden, die Bestandteile von Proteinkomplexen sind: VPS35,
VPS32/SNF7 und VPS4. Aullerdem wurde ein noch unbekanntes Gen isoliert,
welches den Namen MOS1 (,more of Ste6“) erhielt. SNF7 und VPS4 gehodren zu
den sogenannten ,class E“-VPS-Genen, bei denen der Transport zwischen einem
spat-endosomalen Kompartiment und der Vakuole blockiert ist. Es konnte gezeigt
werden, dass auch ein mos7-Deletionsstamm einen ,class E“-Phanotyp aufweist:
Die Reifung der vakuolaren Hydrolase CPY ist verzdgert, und der endozytische
Marker FM4-64 hauft sich in einer halomond-, punkt- oder ringférmigen Struktur in
direkter Nahe der Vakuole an. Immunfluoreszenzexperimente und die Verteilung
eines Ste6-GFP-Fusionsproteins zeigten, dass sich Ste6 in der gleichen Struktur
anhauft. In Fraktionierungsexperimenten wurde gezeigt, dass rund die Halfte des
hydrophilen Proteins Mos1 mit Membranen assoziiert. In Fraktionierungsexperi-
menten mit Sucrosedichtegradienten kofraktioniert Mos1 mit dem endosomalen
t-SNARE Pep12, was auf eine endosomale Lokalisation von Mos1 hindeutet. Im
Two Hybrid-System konnte ein bislang unbekanntes Membranprotein identifiziert
werden, dass als Interaktionspartner von Mos1 mdglicherweise dessen Membran-
assoziation erlaubt. Sequenzanalysen haben gezeigt, dass Snf7 und Mos1 zu
einer Familie von ,coiled-coil“-bildenden Proteinen gehdren. Zu dieser Familie
gehort noch ein weiteres bislang unbekanntes Protein, das den Namen Mos2
erhielt. Der Verlust der MOS2-Funktion fuhrte ebenfalls zu einem ,class E*-
Phanotyp und zur Stabilisierung von Ste6. Verschiedene Mutanten der ,Snf7-
Familie“ zeigten unterschiedliche Wachstumsphanotypen. Dies deutet darauf hin,
dass die einzelnen Proteine den Transport unterschiedlicher Substrate vermitteln.

Weitere Faktoren, die mdglicherweise an der Regulation des Ste6-Transports und
Turnovers beteiligt sind, konnten mit dem Two Hybrid-System identifiziert werden.
Sie interagieren mit einem Bereich von Ste6, der die Ubiquitinierung von Ste6
vermittelt. Einige dieser Faktoren, eine Kinase und zwei Untereinheiten einer
Phosphatase, kdnnten die Phosphorylierung von Ste6 beeinflussen. Da flir andere
Oberflachenproteine eine positive Regulation der Ubiquitinierung durch Phospho-
rylierung berichtet wird, handelt es sich bei den gefundenen Proteinen mdglicher-
weise um Regulatoren des schnellen Turnovers von Ste6.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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5-FOA
Ade
AK
ALP
ARS
AS
BCIP
Bp
CEN
CFTR
Ci
CPY
CVT
Cys
DMF
DNA
dNTP
DTAF
DTT
E. coli
EDTA
ER
EtBr
GFP
Glu
GST

His
Kb
kDa
KOAc
Leu
LiOAc
Lys
MDR
Met
min
MOPS
NBD
NBT

radioaktives Schwefelisotop
5-Fluoro-Orotic-Acid

Adenin

Antikérper

»alkaline phosphatase”
Autonom replizierende Sequenz
Aminosaure
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat
Basenpaare
Centromersequenz

“cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”
Curie

Carboxypeptidase Y
~cytoplasm-to-vacuole targeting”
Cystein

Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleotid
Dichlorotriazinylamino-Fluorescein
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz
Endoplasmatisches Reticulum
Ethidiumbromid

~green fluorescent protein”
Glutamat
Glutathion-S-Transferase
Stunde

Histidin

Kilobasen

Kilodalton

Kaliumacetat

Leucin

Lithiumacetat

Lysin

»-multi drug resistence”
Methionin

Minuten
Morpholinopropansulfonsaure
»nucleotide binding domain”
4-Nitroblautetrazoliumchlorid
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ONPG
ORF
PAGE
PCR
PEG
PMSF
rpm
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S.c.

S. pombe
SDS
TEMED
TGN
Tris

Trp
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UAS
Ura
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X-Gal
YNB
z.B.

optische Dichte bei 600 nm
2-Nitrophenyl-B-d-galaktopyranosid
»open reading frame*
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Polyethylenglykol
Phenylmethylsulgonylfluorid
Umdrehungen pro Minute
Sekunde

Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
Natriumdodecylsulfat

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
trans-Golgi-Netzwerk
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tryptophan

temperatursensitiv

Einheit der Enzymaktivitat
Lupstream activating sequence*
Uracil

Wildtyp
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galaktosid
Lyeast nitrogen base”

zum Beispiel
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