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1. Einleitung

1. Einleitung

Obwohl Zellen durch die sie umgebende Membran, und pflanzliche Zellen, Pilzzellen sowie
viele niedere Einzeller zusétzlich durch eine Zellwand gegeniber dem sie umgebenden
Medium isoliert und vor Umwelteinfliissen geschiitzt sind, kénnen sie ihr Uberleben nur
sicherstellen, indem sie ihren Stoffwechsel standig an Anderungen in ihrer Umgebung
anpassen. Zu den Faktoren, die solche Anderungen herbeifiihren gehéren z.B. Nahrstoffe,
Osmolaritét, Temperatur, mechanische Einfllsse und Molekile, die der Kommunikation unter
den Zellen dienen. Dieser Vorgang, bei dem Anderungen auRerhalb der Zelle detektiert
werden und die zellintern zu einer Anderung des Transkriptionsprofiles (Roberts et al., 2000)
und damit letztlich der enzymatischen Ausstattung der Zelle fihrt, wird allgemein as
Signaltransduktion bezeichnet. Die Bedeutung der Signaltransduktion fir die Funktion einer
Zelle bzw. eines Organismus wird dadurch deutlich, dal3 bei vielen Krankheiten eine Stérung
der Signaltransduktion vorliegt. So ist z.B. bel colorektalem Krebs haufig der ,Wnt-
Signaltransduktionsweg® gestort (Bienz und Clevers, 2000) und vererbbare Defekte in
Proteinen anderer Signaltransduktionswege fuhren neben der Krebsentstehung zu so
unterschiedlichen Krankheitsbildern, wie Chondrodysplasie (Stérung der Knorpelbildung),
Synostose (Verwachsung benachbarter Knochen), dem persistierenden Miullerschen Duct
Syndrom (Bestehenbleiben der weiblichen Geschlechtsanlagen beim Mann), dem Rendu-
Oder-Weber Syndrom (aufRert sich durch Blutungen im Gastro-Intestinal Trakt), dem
juvenilen Polyposis Syndrom (Dickdarmpolypen) und Holoprosencephalie (HPE, Fehler bel
der Auftellung der Hirnhdlften; alle beschrieben in Massague et al., 2000). Fur die as
» Proteinkinase C Superfamilie” (Mellor und Parker, 1998) bezeichnete Enzymklasse wurde
insbesondere eine allgemeine Beteiligung an der Tumorentwicklung (Kikkawa et al., 1983),
dem Unterdriicken des programmierten Zelltodes in Brustkrebszellen (Akkaraju und Basu,
2000) und dem Aushilden vaskularer Komplikationen bei Diabetes mellitus (Ishii et al., 1998)
beschrieben. Diese Beteiligung an der Auspragung verschiedenster Krankheitsbilder ist der
Grund fir intensive Bemuhungen zur Aufklarung des Aktivierungsmechanismus dieser
Proteine. Im Folgenden soll zundchst kurz der aktuelle Stand dieser Bemihungen

wiedergegeben werden.




1. Einleitung

1.1 Struktur und Funktion der Proteinkinase C , Super
Familie®

Die Proteinkinase C wurde zuerst von Takal et al. (1977) identifiziert. Schon bald entdeckte
man, dal3 diese Enzyme durch Phosphatidylserin, calcium-abhangig durch Diacylglycerin und
durch tumorférdernde Phorbolester aktiviert werden konnen (Nishizuka, 1984). Sowohl durch
chromatographische Aufreinigung (Huang et al., 1986) als auch durch die Klonierung der
Gene mit Hilfe einer c-DNA Genbank aus dem Hirn (Parker et al., 1986; Coussens et al.,
1986) wurde schnell klar, daf3 es sich bel der identifizierten Enzymaktivitdt um mehrere
Isoenzyme handelte, die man als Proteinkinase C o, B und y bezeichnete. Mittlerweile teilt
man die PKC-Familie in mehrere Untergruppen, basierend auf der Struktur und ihrer
Aktivierbarkeit ein (Ron und Kazanietz, 1999). Die erste Gruppe der konventionellen oder
klassischen PKC's (cPKC's) umfaldt die zuerst entdeckten PKC's o, BI, Bl (aternativ
gespleifite Varianten) und 7y. Diese Gruppe wird aktiviert durch die Bindung von
Calciumionen und/oder Diacylglycerin und Phorbolester. Die zweite Gruppe umfaldt die
sogenannte Gruppe der neuen PKC's (nPKC’'s) mit den Mitgliedern 9, €, 6 und 1. Diese
Gruppe kann auch durch Diacylglycerin und Phorbolester aktiviert werden. Im Gegensatz zu
der Gruppe der klassischen PKC's reagieren diese Enzyme jedoch nicht mit ener
Aktivitéatserhohung auf die Gegenwart von Calciumionen. Die dritte Gruppe wird auch als
atypisch bezeichnet (aPKC’s). Sie umfafdt die Proteinkinase C-Typen & und 1 (in der Maus A).
Die Enzyme dieser Gruppe sind weder durch Calciumionen noch durch Diacylglycerin oder
Phorbolester aktivierbar. Wie diese Klasse genau aktiviert wird, war bis vor kurzem nicht
bekannt. Es mehren sich jedoch Hinweise darauf, dal3 diese Aktivierung moglicherweise
durch die Bindung der kleinen GTPase Cdc42 erfolgt (Coghlan et al., 2000). Zusétzlich zu
diesen Mitgliedern der PKC Familie, die auch strukturell eine hohe Homologie besitzen, gibt
es noch weitere Enzyme, die im katalytischen Bereich eine groRRe Ahnlichkeit zeigen, deren
Struktur in der N-terminalen, regulatorischen Region jedoch stark von den oben erwahnten
Gruppen der Proteinkinase C-Familien abweicht. Dazu gehéren die Proteinkinase C
verwandten Enzyme (PRK’s; Palmer et al., 1994, Watanabe et al., 1996). Einige Autoren
(Ron und Kazanietz, 1999) rechnen auch die PKC p (bzw. PKD in der Maus) (Johannes et al.,
1994; Vaverde et al., 1994) dazu, wahrend andere Autoren (Mellor und Parker, 1998) sie
wegen ihrer abweichenden Substratspezifitdt und Sensitivitét gegentiber Hemmestoffen eher in
die Klasse der CaMKIl (Camodulin-abhdngige Kinasen Typ Il) &hnlichen Proteine

einordnen.
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Die oben geschilderte Vielfalt an Isoenzymen in der Proteinkinase C ,, Superfamilie® ist der
Grund dafor, warum bisang kaum zellulare Funktionen einem einzelnen Enzym
zugeschrieben werden konnten. Durch die mangelnde Mdéglichkeit zur Differenzierung
zwischen der Aktivitét der einzelnen Enzyme wird haufig von einem Anstieg oder Riickgang
der PKC-AKktivitét gesprochen. Gemeint ist hiermit die Summe der Aktivitdten aler PKC-
Isoenzyme einer Zelle. Die Bemihungen, die Funktionen der einzelnen Isoenzyme besser zu
verstehen, fuhrten dazu, dald man auf sogenannte Modellorganismen auswich. Diese bieten
haufig den Vorteil, leichter fir molekularbiologische Methoden zuganglich zu sein und
besitzen oft auch deutlich weniger 1soenzyme des Proteinkinase C-Types. In Tabelle 1.1 ist
die Anzahl der Proteine in verschiedenen Organismen mit einer Domanenstruktur, die dhnlich
der Proteinkinase C ,Superfamilie” ist, aufgefthrt. Proteinkinasen dieser Klasse wurden
bislang nur in eukaryontischen Zellen nachgewiesen. Mit Zunahme der Komplexitéat eines

Organismus kommt es auch zu einer deutlichen Zunahme in der Anzahl der Proteinkinase C-

| soenzyme.

Organismus Anzahl Proteine Tabelle1.1: Anzahl von Proteinen
mit einer PKC-typischen Domé-
Homo sapiens 22 nenstruktur in  verschiedenen

Spezies
Mus muscul us 17 Aufgefihrt ist die jeweilige Anzahl
von Proteinen mit einer
- Domanenstruktur, die entweder eine
Caenorhabditis elegans 15 C1- oder eine HR1-Doméane und
- zusdtzlich  eine  Serin/Threonin
Drosophila melanogaster 12 Proteinkinase-Doméne  besitzen.
- Die Daten wurden mit Hilfe der
Schizosaccaromyces pombe 2 SMART Datenbank (Schultz et al.,
1998) ermittelt und leiten sich aus
Saccharomyces cerevisiae 1 gbe” kodierenden DNA-Sequenzen

Man sieht, dal3 in der Bier- oder Béckerhefe, wie man spétestens seit der Fertigstellung der
Genomsequenz 1996 (Goffeau et al., 1996) weil3, lediglich ein Proteinkinase C-Homologes
existiert . Somit erscheint dieser Organismus gut geeignet fur Untersuchungen zur Struktur
und Funktion des Proteins. Hinzu kommt, dal3 Genetik und Anzucht dieses Einzellers gut
etabliert sind. Zudem liegen dadurch, dal3 Saccharomyces cerevisiae der erste Eukaryont war,
dessen Genomsequenz vollsténdig verfligbar war, zahlreiche genomweite Untersuchungen der
transkriptionellen Regulation vor (DeRisi et al., 1997, Wyrick et al., 1999, Roth et al., 1998,
Chu et al., 1998, Spellman et al., 1998, Roberts et al., 2000). Diese Vorteile fihrten dazu, dafi3
die Proteinkinase C aus S. cerevisiae fur diese Arbeit als Modellsystem zur Untersuchung der
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1. Einleitung

Struktur und Funktion der Proteinkinase C ,,Superfamilie gewidhlt wurde. Abbildung 1.1
fasst die auf Sequenzhomologien beruhende Doménenstruktur verschiedener Mitglieder der
Proteinkinase C ,,Superfamilie® zusammen und stellt sie der von Pkclp aus S. cerevisiae

gegentiiber.

klassische PKC's: (o, f3,Y)

W E
PA B C2 Kinase Domédne V5
—
C1
neue PKC's: (3,¢,0,1M)
W E
C2 PA B Kinase Domédne V5
C1

atypische PKC's: (1, {)

W E
C2 P C1 Kinase Domédne V5

Proteinkinase C verwandte Kinasen: (PRK's 1,2,3)

H E
A B C C2 Kinase Domane V5
HR1

Proteinkinase C verwandte Kinasen: (PKCL/PKD)

™ A B PH Kinase Domane V5
C1

S. cerevisiae Pkc1p:

e —— -~

A B C2 PA B Kinase Domane V5
S——? S——r
HR1 C1

Abbildung 1.1: Vergleich der konservierten Doménen in verschiedenen Vertretern der Proteinkinase C
wouperfamilie“ (verindert nach Mellor und Parker, 1998 und Ron und Kazanietz, 1999)

Graue Bereiche markieren nicht konservierte, variable Regionen. Die variable Region V5, die manchmal
funktionelle Bedeutung besitzt, ist rot markiert. Die Kinase-Doméne ist orange wiedergegeben. C1 (hellblau)
kennzeichnet die Cystein-reiche Region, wobei A und B jeweils eine Wiederholung desselben Motives
darstellen. P kennzeichnet die Pseudosubstratbindestelle (blau). Die C2 Doméne ist hellbraun markiert. Die
Homologie Region 1 (HR1, griin) kommt ebenfalls in Wiederholungen (A,B,C) vor. Zusétzlich finden sich in
PKCu (bzw. PKD) eine mogliche Transmembrandoméne (TM, dunkelblau) und eine ,,Pleckstrin-homologe
Doméne* (PH, rosa)




1. Einleitung

Abgesehen von der, in seiner Domanenstuktur und Substratspezifitét stark abweichenden
PKC W, vereinigt Pkclp ale Domanen, die in den anderen Mitgliedern der Enzymfamilie
vorkommen, in einem Protein. Dies, zusammen mit der Tatsache, dal3 Pkclp das einzige
PKC-Homologein S cerevisiae ist, fihrte dazu, dal? einige Autoren Hefe Pkclp als Urahn der
gesamten Familie ansehen (Mellor und Parker, 1998). In den nun folgenden Abschnitten soll
kurz auf die bisher bekannten Fakten zu den einzelnen Domanen eingegangen werden

1.1.1 Die Kinase-Domane

Die Enzymfamilie der Proteinkinase C gehotrt zu den sogenannten Serin/Threonin-Kinasen.
Sie besitzen wie ale eukaryontischen Proteinkinasen ein @hnlich gefaltetes katalytisches
Zentrum (Johnson et al., 1998) und werden in die Familie der ,,AGC Kinasen* eingeordnet
(Parekh et al., 2000). Die Kinase-Domane wird noch einmal unterteilt in eine Subdomane, die
verantwortlich fir die Bindung von ATP ist, welches den Phosphatrest fur die
Phosphotransferase-Aktivitdt bereitstellt und eine Subdoméne, die fur die Proteinbindung
verantwortlich ist (Ron und Kazanietz, 1999). Letztere bindet im inaktiven Zustand an die
Pseudosubstratbindestelle und verhindert die Bindung des Proteinsubstrates (Ron und
Kazanietz, 1999). Fir die Substratspezifitét von PKC Enzymen, mit Ausnahme von PKCy,
sind die Reste an Position -3 und +2 vom phosphorylierten Serin-Rest von Bedeutung. Die
hochste Spezifitét zeigen die Enzyme in der Regel bel Peptiden, welche an diesen Positionen
Reste besitzen, die mit den entsprechenden Resten der jeweiligen Pseudosubstratbindestelle
identisch sind (Nishikawa et al., 1997). Fur Pkclp aus S cerevisiae sind dies z.B. Glycin-
reste. Desweiteren findet sich in der Kinasedoméne der sogenannte Aktivierungsbogen, der
einen Threonin-rest enthalt, dessen Phosphorylierung fur eine Aktivitat des Enzyms essentiell
ist (Le Good et al., 1998, Chou et al., 1998). Fur diese Phosphorylierung ist in Saugerzellen
die Proteinkinase PDK 1 (,, 3-phoshoinositide-dependent kinase") verantwortlich, zu der auch
In S cerevisiae ein homologes Protein (Pkh2p) existiert, das dieselbe Funktion erfillt (Inagaki
et al., 1999).
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1.1.2 Die Cystein-reiche Domane

Die Cystein-reiche Domane (C1) ist die Region in den PKC-Enzymen, die fur die Bindung
der sogenannten Phorbolester verantwortlich ist. Als solche wurde sie zuerst in den
klassischen Proteinkinase C-Enzymen identifiziert (Kikkawa et al., 1989; Bell und Burns,
1991). Die Definition einer C1 Doméane umfald zwei Wiederholungen eines Cystein-reichen
Motives mit zusammen ca. 120 Aminosdureresten. Das zugehérige Muster in I[UPAC
Nomenklatur ist:

H-x-[LIVMFYW]-x(8,11)-C-x(2)-C-x(3)-[LIVMFC]-x(5,10)-C-x(2)-C-x(4)-[HD]-x(2)-C-
X(5,9)-C (Hofmann et al., 1999)

Wie man in Abbildung 1.1 sieht, enthaten die meisten Proteinkinasen C zwel
Wiederholungen dieses Motives. Die erste (aminoterminale) Wiederholung wird dabel als
C1A die zweite as C1B bezeichnet (Hurley et al., 1997). Eine Ausnahme bilden die
atypischen Proteinkinasen C, die nur eine Cl-Sequenz aufweisen. Die Analyse weiterer
Proteine auf das Vorkommen von Cystein-reichen Doméanen ergab, dal3 neben den atypischen
Proteinkinasen noch weitere Enzyme nur einzelne Wiederholungen des C1 Motives besitzen.
Hierzu gehtren bei Saugerzellen n-Chimaerin, uncl3, die Raf- und KSR-Kinasen und eine
Reihe von Onkoproteinen, unter anderem Vav und Lfc (Hurley et al., 1997). Verschiedene
Strukturanalysen  einzelner Cl-Doméne wurden verdffentlicht in  Form einer
Kristallstrukturanalyse, fur die klassische PKC & (Zhang et al., 1995) und als NMR-Analysen
fur die neue PKC o (Ichikawa et al., 1995) und fir die Raf Kinase (Mott et al., 1996). Trotz
geringer Unterschiede in den Strukturen werden alle beztglich ihrer Faltung nach CATH in
die homologe Superfamilie 2.20.34.11 eingeordnet (Orengo et al., 1997). Die Struktur der C1-
Doméne nach Zhang et al. (1995) ist in Abbildung 1.2 dargestellt. Im wesentlichen wird die
Struktur der Cystein-reichen Doméne von zwei kleinen B-Faltblattstrukturen und einer kurzen
C-terminalen Helix gebildet. Die Bindung des Aktivators (in diesem Fall eines Phorbol esters)
erfolgt an den Resten 239-242 und 251-254 (Zhang et al., 1995) in einer aus zwei
Faltblattstrukturen gebildeten Furche. Die Reste im Inneren dieser Furche besitzen
Uberwiegend polaren Charakter. Durch Bindung des Aktivators werden sie abgeschirmt und
die gesamte Oberflache des Proteins im Bereich der C1-Domane wird hydrophob. Dadurch
kann sich das PKC-Enzym an die Membran anlagern bzw. bis zu einem gewissen Grad in die
Membran eintauchen. Es kommt also nicht, wie bel vielen anderen Proteinen, durch die
Bindung des Aktivators zu einer Konformationsanderung. Die Reste, die mit dem Aktivator
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interagieren, machen auch den groBten Teil des Unterschieds zwischen C1 aus der Raf-Kinase
und der aus PKC § aus. Einer der beiden Faltblattbogen, die den Aktivator binden, ist in der
C1 der Raf-Kinase verkiirzt und somit nicht mehr in der Lage, DAG (Diacylglycerin) oder
Phorbolester zu binden (Mott et al., 1996). Nutzt man diese Erkenntnisse, so lassen sich, auf
Grund von Sequenzvergleichen, auch die C1-Domédnen anderer Proteine in DAG-bindende

und nicht DAG-bindende einteilen:

Zn1 Zn2 Zn2 Zn1 Zn1 Zn2 Zn2 Zn1

\ 4 A/ YV ¥y ¥

HRFKVYNYMSPTFCDHCGSLLWGLVKQGLKCEDCGMNVHHKCREKVANLC
231 280

Abbildung 1.2: Struktur einer C1-Domiine aus PKC8

Die Abbildung zeigt ein Béndermodell einer Wiederholung eines C1-Motives aus PKC & (verdndert nach einer
Abbildung aus Jacoby et al. (1997), die auf den Daten von Zhang et al. (1995) beruht). Im unteren Teil der
Abbildung sieht man die Aminosduresequenz in IUPAC Ein-Buchstaben-Code. Reste, die jeweils durch einen
griinen bzw. blauen Pfeil markiert sind, binden jeweils ein Zinkion und sind im oberen Teil der Abbildung als
Stabmodell hervorgehoben. Die rot markierten Aminoséuren wurden in der Arbeit von Jacoby et al. (1997)
gegen Serinreste ausgetauscht.

Die Konsensussequenzen der beiden Gruppen unterscheiden sich im Wesentlichen in einem
Prolin-, zwei Glycin- und einem Glutamin-Rest, die in den DAG-bindenden Doménen im
Gegensatz zu den nicht DAG-bindenden konserviert sind (Hurley et al., 1997). Zu letzter
Gruppe gehort neben den atypischen Proteinkinasen C 1 und { und der Raf Kinase auch das
Pkclp aus S. cerevisiae. Tatsdchlich konnten Kamada et al. (1996) und Jockel (1999) fiir ein
Fragment des Hefeenzyms auf dem die C1-Doméne liegt, eine Bindung an die GTPase Rholp
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nachweisen, die @hnlich der Bindung von Ras an die C1-Doméane von Raf-Kinase ist. Beide
Klassen von C1-Doménen sind im dbrigen neben der Bindung ihrer jeweiligen Aktivatoren zu
der Bindung von Phosphatidylserin féhig. Diese kann gleichzeitig zur Bindung des Aktivators
erfolgen (Mott et al., 1996). Da Phosphatidylserin ein Bestandteil der Membran igt, ist die
aktive Form der bekannten Kinasen, die C1-Doméanen enthalten, meist membranassoziiert
(Mott et al., 1996). Bislang ist nicht verstanden, aus welchem Grund manche Enzyme nur
eine C1-Domane, andere jedoch zwel Wiederholungen der C1-Doméne besitzen. Hurley et al.
(1997) schlieffen alein aus dem Vorhandensein einzelner Wiederholungen des Motives
darauf, dal3 das singuldre Auftreten die ursprtingliche Form der Domane ist. Dies widerspricht
jedoch der Aussage von Mellor und Parker (1998), welche die Proteinkinase C aus Hefe fir
eine ursprungliche Form halten, denn diese besitzt eine C1A und eine C1B.

Auch Uber die Stéchiometrie von Aktivator zu Enzym besteht keine Klarheit. Kénnen zwel
Wiederholungen des C1-Motives auch zwel Molekile des Aktivators binden? Wahrend einige
Autoren diese Frage verneinen (Konig et al., 1985; Hannun et al., 1985), kommen andere
Autoren zu einem entgegengesetzten Schiuf? (Burns und Bell, 1991; Kazanietz et al., 1995;
Ono et al., 1989). Neuere Hypothesen legen alerdings nahe, dal3 die beiden Wiederholungen
die Aktivatoren mit unterschiedlicher Affinitdt binden und so eine Feinregulation der
Aktivitat ermdglichen (Ron und Kazanietz, 1999). Hinweise auf Unterschiede in der
Regulation von C1A und C1B ergaben sich erstmals in Arbeiten bei denen eine Bindung von
Retinoiden (Vitamin A-Derivate) an C1 Domanen gezeigt wurde (Hoyos et al., 2000). Diese
Bindung erfolgte sowohl an der C1 der Raf-Kinase als auch an einigen PK C-Isoenzymen aus
unterschiedlichen Organismen, wie Mensch, Drosophila melanogaster und Hefe. Bel einigen
der Enzyme (humane PKC o, Drosphila-PKC und Hefe-Pkclp) bindet jedoch nur jeweils
eine der Wiederholungen Retinoide. Neben der Bindung konnten die Autoren auch eine mit
der Bindung einhergehende indirekte Aktivierung der Kinaseaktivitédt fur PKC o zeigen, die
auch fur die anderen Enzyme vermutet wird. Somit stellen Retinoide neben Diacylglycerol,
den analogen Phorbolestern und einigen GTPasen, einen vierten Faktor dar, der in der Lage
ist an der C1-Domaéne eine Aktivierung herbeizufiihren (Imam et al., 2000). Als biologische
Bedeutung wird eine Funktion bei der Aktivierung von PKC und Raf bei oxidativem Stress
angenommen (Hoyos et al., 2000).

In aktuellen Modellen zur Aktivierung von PKC-Enzymen ist die Bindung eines Liganden an
der C1-Doméane immer der erste und somit ein besonders wichtiger Schritt (Parekh et al.,

2000), dessen genauer Ablauf immer noch nicht vollstandig verstanden ist.
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1.1.3 Die C2 Domane

Wie schon die C1-Doméne findet sich auch die C2-Doméne in zahlreichen Proteinen, die
nicht zur PKC-Familie zéhlen. Dazu gehoren Proteine, die an der Entstehung von
Lipidmolekulen in der Signaltransduktion betelligt sind (Clark et al., 1991; Rhee et al., 1989;
Hiles et al., 1992), Proteinkinasen (Coussens et al., 1986; Knopf et al., 1986), Proteine, die an
der Aktivierung von GTPasen beteiligt sind (Trahey et al., 1988), Proteine, die an der
Ubiquitinligation beteiligt sind (Plant et al., 1997) und die Proteinfamilie der Synaptotagmine
(beteiligt an der Sekretion an der Synapse; Perin et al., 1990).

Die erste beschriebene Funktion fur C2-Doméanen war die Aktivitatssteigerung bel
klassischen Proteinkinase C-1soemzymen durch die Bindung von Calciumionen (Nishizuka,
1988). Mittlerweile weild man, dal3 es sich hierbei um eine Calciumionen-vermittelte Bindung
an Phospholipide handelt (Shao et al., 1996). Die Rontgenstrukturanalyse der C2A-Domaéne
aus Synaptotagmin | (Sutton et al., 1995) zeigte, dal’ die Doméne aus zwel Stapeln mit je vier
B-Faltblattstrukturen besteht, die durch drei Bégen an der oberen und vier an der unteren Seite
der Doméane miteinander verbunden sind. Die koordinierte Bindung von drei Calciumionen
erfolgt durch einige Aspartat-, Asparagin- und Serin-Reste. Diese sind auch in C2-Doménen
anderer Proteine, die Calciumionen binden kénnen konserviert, fehlen jedoch in Enzymen, die
dazu nicht in der Lage sind. Dazu gehdrt unter anderem auch S, cerevisiae Pkclp (Mellor und
Parker, 1998).

Wie schon bei der C1-Domaéne fihrt auch bei der C2-Domaéne die Bindung eines Liganden
nicht zu einer nennenswerten Konformationsanderung. Vielmehr wird angenommen, dal3 ein
elektrostatischer Effekt, der durch die gebundenen Calciumionen hervorgerufen wird, die
Fahigkeit zur Bindung von Phospholipiden vermittelt (Rizo und Sudhof, 1998). Fur die C2-
Doménen, die nicht in der Lage sind Calciumionen zu binden, wird in erster Linie die
Bindung von Proteinen angenommen (Mellor und Parker, 1998). So wurde fur die C2
Doméne sowohl von klassischen als auch von neuen Proteinkinasen C gezeigt, dal3 sie
sogenannte RACK's binden (Rezeptor Aktivierter C Kinasen; Mochly-Rosen, 1995;
Yedovitzky et al., 1997). Ein Modell fur eine mdgliche Funktion von Protein-Protein-
Interaktionen an der C2-Doméne besteht in der spezifischen Lokalisierung verschiedener
PKC-Subspezies in verschiedenen Kompartimenten der Zelle (Mellor und Parker, 1998).
Auch wenn bereits ein RACK mit Spezifitét for bestimmte PKC-Isotypen nachgewiesen
wurde (Csuka et al., 1997), sind fur die meisten anderen Isotypen keine solche Proteine

beschrieben.
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1.1.4 Die ,Homologie-Region 1* (HR1)

Die mit Homologie-Region 1 oder als HR1 bezeichnete Doméne ist die jingste bekannte
Doméne in Enzymen der Proteinkinase C ,Superfamilie®. Urspinglich wurde sie als
homologer Bereich in den Proteinkinasen PRK1 und PRK?2 identifiziert (Palmer et al., 1995),
der aus drei Wiederholungen eines ca. 55 Aminosduren langen Motives besteht. Einzelne
Wiederholungen des Motives finden sich auch in den RhoA bindenden Proteinen Rhophilin
(Watanabe et al., 1996) und Rhotekin (Reid et al., 1996). Je zwei Wiederholungen des HR1-
Motives besitzen die Proteinkinase C-Homologen der Einzeller S. cerevisiae (Mellor und
Parker, 1998) und Schizosaccharomyces pombe (Arellano et al., 1999; Sayers et al., 2000).
Aus diesem Grund bezeichnet man, wie schon bei der Cystein-reichen Domane, die einzelnen
Wiederholungen des HR1 Motives in einem Protein mit A, B bzw. C, von aminoterminal
nach carboxyterminal (Mellor und Parker, 1998).

Die Funktion des HR1-Motives scheint in erster Linie in der Bindung von kleinen GTPasen
zu bestehen (Bishop und Hall, 2000). So konnte fir PRK1 eine Interaktion mit RhoA
nachgewiesen werden (Flynn et al., 1998). Zusétzlich kann PRK1 durch RhoB an Endosomen
dirigiert werden (Méellor et al., 1998). Die Bindung von RhoA an HR1A von PRK1 ist dabei
vom GTP-gebundenen Zustand der GTPase abhéngig , wéhrend die Bindung an HR1B GTP-
unabhangig ist und fir HR1C keine Bindung gezeigt werden konnte (Flynn et al., 1998). Fur
S pombe Pck1 und Pck2 wurde eine Interaktion mit Rhol bzw. Rho2 nachgewiesen (Arellano
et al., 1999; Sayers et al., 2000). Bislang konnte eine solche Interaktion fir Pkclp aus S
cerevisiae nicht gezeigt werden. Stattdessen wurde hier nachgewiesen, dal3 eine Region der
C1-Domane mit der kleinen GTPase Rholp interagiert (Nonakaet al., 1995).

Die Rontgenstrukturanalyse der HR1A von PRK1 im Komplex mit RhoA (Maesaki et al.,
1999, siehe Abbildung 4.2) ergibt fir die Doméane eine sogenannte ,, ACC-Finger-Struktur®
(far ,Antiparallel Coiled Coil*). Sie wird gebildet von einer kurzen aminoterminalen o, Helix,
auf die zwei lange o-Helices folgen. Diese beiden langen Helices stehen (ber
Wasserstoffbriickenbindungen miteinander in Kontakt, wodurch die Struktur stabilisiert wird.
Auf jeder Seite des Fingers findet sich eine Wiederholung Ubereinander liegender
Leucinreste, die fur die Bindung von RhoA wichtig sind. Die Struktur der HR1 unterscheidet
sich damit wesentlich von den Strukturen anderer Rho-Protein bindender Effektoren, wie dem
WASP (Wiskott-Aldrich Syndrom Protein; Abdul-Manan et al., 1999), den ACK-Tyrosin-
Kinasen(Mott et al., 1999) und der c-Raf1 (Nassar et al., 1995; Emerson et al., 1995). Auch
die Reste in der GTPase, mit denen die HR1-Domane interagiert sind verschieden von den
Resten mit denen andere Effektoren Kontakt haben (Maesaki et al., 1999).

10



1. Einleitung

1.1.5 Weitere Regionen und Reste mit funktioneller Bedeutung

1.1.5.1 Die V5-Region

Die V5-Region ist ein kurzer Bereich nah am carboxyterminalen Ende von PK C-homologen
Enzymen (Mellor und Parker, 1998). Diese Region kirzer als 50 Aminosauren und wird
deshalb im allgemeinen nicht als Doméane bezeichnet. Trotzdem wurden fir diese Region
bislang zwei verschiedene Funktionen nachgewiesen. Von der klassischen Proteinkinase PKC
B existieren zwei Varianten (Bl und BI1), die durch aternatives Spleifl3en gebildet werden und
die sich in der V5 Region unterscheiden (Mellor und Parker, 1998). Wéhrend die I-Form an
den Mikrotubuli lokalisiert ist, findet sich die BI1-Form an sekretorischen Vesikeln (Kiley und
Parker, 1995). Vermuitlich ist diese unterschiedliche Lokalisierung auf eine Protein-Protein-
Wechselwirkung zuriickzuftihren. Die zweite fur die V5-Region nachgewiesene Funktion ist
die Regulation der Enzymaktivitdt durch Phosphorylierung. Fir mehrere klassische und neue
Proteinkinasen C wurde ein Rickgang der Aktivitéat bei Mutation eines phosphorylierten
Restes nachgewiesen (Parekh et al., 2000). Diese Phosphorylierungsstelle fehlt jedoch in
atypischen PKC’'s und PRK’s (Mellor und Parker, 1998), tritt aber in den PKC-Homologen
von S cerevisiae und S. pombe auf. Hier liegen jedoch noch keine Untersuchungen zur

Phosphorylierung dieser Reste vor.

1.1.5.2 Die Pseudosubstratbindestelle

Auf diese Region wurde schon kurz in Abschnitt 1.1.1 im Zusammenhang mit der Kinase-
Doméne eingegangen. Die kurze Sequenz ist meist homolog mit der bevorzugten
Substratsequenz der jeweiligen Proteinkinase C, mit dem Unterschied, dal3 sich an Stelle des
Serins oder Threonins, dasim Zielprotein phosphoryliert wird, ein Alaninrest befindet (House
und Kemp, 1987). Die Mutation dieses Restes fuhrt zu einer Effektor-unabhéngigen
Aktivierung des Enzymes (Pears et al., 1990). Eine Pseudosubstratbindestelle ist in den

PRK’s nicht konserviert.

Neben den in Abschnitt 1.1.5.1 und 1.1.5.2 beschriebenen Regionen wurde von Arellano et al.
(1999) die Hypothese aufgestellt, da3 sich in der HR1-Region von Proteinkinase C-
Homologen in Schizosaccharomyces pombe noch sogenannte PEST Sequenzen (Prolin-,
Glutaminsaure-, Serin- und Threonin-reiche Sequenzen) befinden, die das Protein sensitiv fr
den proteolytischen Abbau zuganglich machen. Dieser Abbau soll durch die Bindung eines

Rho-Proteins verringert werden und zur Stabilisierung des Proteins beitragen.
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1.2 Proteinkinase C-abhangige Signaltransduktion in Hefe

Waéhrend zu den PKC-Enzymen der hoheren Eukaryonten vornehmlich Daten aus
biochemischen und biophysikalischen Untersuchungen (insbesondere Strukturanalysen)
vorliegen, bietet sich ein niederer Eukaryont wie S cerevisiae besonders zur Aufklarung
genetischer Zusammenhénge an. Aus diesem Grund soll an dieser Stelle zunéchst ein kurzer
Uberblick ber die an der Proteinkinase C-abhangigen Signaltransduktion in Hefe beteiligten
Komponenten und deren Wechselwirkungen gegeben werden (siehe auch Abbildung 1.3).

1.2.1 Die Komponenten des PKC1-Signaltransduktionsweges

1.2.1.1 Die Proteinkinase C

Das einzige Gen von S cerevisiae, das fur ein Proteinkinase C homologes Protein kodiert,
wurde zuerst von Levin et al. (1990) Uber die Hybridisierung einer Hefe-Genbank mit cDNA
verschiedener Proteinkinasen C aus der Ratte isoliert. In derselben Arbeit wurde als Phanotyp
der Deletionsmutanten des Genes ein Zellzyklus-Arrest und osmotische Sensitivitét
beschrieben. Deren Letalitét kann durch die Zugabe osmotischer Stabilisatoren aufgehoben
werden. Genauere Analysen zeigten, dal3 in pkcl-Deletionsstdmmen die Dicke der Zellwand
auf 60% im Vergleich zu Wildtypzellen zuriickgeht (Levin et al., 1994). Die Lyse solcher
Deletionsmutanten ist auf einen Bruch der Zellwand nahe der Stelle an der eine neue Knospe
ausgebildet wird, zurtickzufihren. Neben diesen zuerst beschriebenen Phanotypen, wurde das
PKC1-Gen auch isoliert als das Ziel des spezifischen Proteinkinase C-Inhibitors Staurosporin
isoliert (Yoshidaet al., 1992).

Neben der Deletion des Genes wurden auch mehrere Punktmutanten des Genes isoliert. Diese
liegen entweder in der Kinase-Doméne (Watanabe et al., 1994; Baymiller und McCullough,
1997), einer Phosphorylierungsstelle im Aktivierungsbogen (Inagaki et al., 1999) oder in der
regulatorischen C1-Doméne (Jacoby et al., 1997) und zeigen in unterschiedlich starker
Auspragung dieselben Defekte wie die Deletionsmutante. Dazu gehdren osmotische
Sensitivitdt, Temperatursensitivitdt und die Sensitivitdt gegenliber Substanzen, die auf die
Zellwand und/oder Zellmembran destabilisierend wirken (z.B. ,, Calcofluor white*, Kongorot,
SDS). Zusétzlich sind pkcl-Mutanten sensitiv gegentiber Koffein, dessen Angriffspunkt in der
Zelle nicht genau definiert ist.

Biochemische Untersuchungen der Enzymaktivitét von Pkclp zeigten, dald das Enzym in vitro
durch die Bindung der kleinen GTPase Rholp zusammen mit Phosphatidylserin (Kamada et
al., 1996), nicht aber durch DAG und Calcium aktiviert werden kann (Antonsson et al.,
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1994). Dies steht im Widerspruch zu in vivo-Untersuchungen, bei denen ein Anstieg der
Aktivitét des Pkclp-Signaltransduktionsweges mit einer Erhdhung des zellinternen Spiegels
an Diacylglycerol einhergeht (Marini et al., 1996).

Lokalisierungsstudien mit Hilfe einer GFP (Grin Fluoreszierendes Protein) markierten
Variante von Pkclp (Andrews und Stark, 2000) ergaben eine Rholp-abhangige Verteilung.
Vornehmlich findet sich das Protein an der Seite polaren Wachstums in der Tochterzelle und
am Knospenring und ist assoziiert mit Aktinstrukturen. Die Intensitét des Signals in der
Tochterzelle oszillierte dabel alle acht bis zehn Minuten, was auf eine grof3e Dynamik in der
Vertellung des Proteins schlief3en &3t. Ebenso anderte sich die Lokalisierung von Pkclp,
wenn durch Latrunculin A Schéden an der Struktur des Aktin-zytoskel ettes induziert wurden.

1.2.1.2 Das MAP-Kinase Modul

Die ankommenden Signale werden von Pkclp an ein sogenanntes MAP-Kinase-Modul
weitergeleitet (zur Ubersicht siehe Levin und Errede, 1995; Heinisch et al., 1999; siehe
Abbildung 1.3). Dieser Name leitet sich von der im Signalweg am Ende stehenden ,, Mitogen
aktivierten Proteinkinase” ab, die manchmal auch ERK (fur extrazellulére Signale regulierte
Kinase) genannt wird. Die in der Signalkette dariber stehenden Kinasen werden als MEK
(MAPK/ERK Kinase) oder MAPK-Kinase bzw. MEKK (MEK Kinase) oder MAPKK-Kinase
bezeichnet. MAP-Kinase-Module sind von der Hefe bis zum Saduger hochkonserviert
(Widmann et al., 1999), weshalb Ergebnisse haufig von einem Organismus auf einen anderen

Ubertragen werden kénnen.

1.2.1.2.1 Die MAPKK Kinase Bcklp

Der Name BCK1 steht fir ,,bypass of C kinase” und ergab sich aus der Fahigkeit dominant
aktiver Allele des Genes Wachstumsdefekte der Deletion von pkcl zu komplementieren (Lee
und Levin, 1992). Bcklp ist wie Pkclp eine Serin/Threonin-Kinase und wird von dieser an
den Resten Serin 939, Threonin 1119 und Serin 1134, sowie 4 weiteren nicht ndher
definierten Resten phosphoryliert (Levin et al., 1994). Die Kinase-Doméne befindet sich im
carboxyterminalen Bereich des Proteins, das im aminoterminalen Bereich ca. 1000
Aminosauren besitzt, die fur die Fahigkeit zur Dimerisierung verantwortlich sind (Paravicini
und Friedli, 1996). Weitere regul atorische Bereiche des Proteins sind nicht bekannt.

Die Deletion des Genes fihrt, wie die von pkcl-Mutanten, zu einem osmotisch sensitiven
Phanotyp (Lee und Levin, 1992). Daneben sind solche Zellen im haploiden Zustand nicht in
der Lage, normale Paarungsprojektionen auszubilden und einen Gl1-Arrest bei

Nahrungsmangel einzuleiten. Im homozygot diploiden Zustand verlieren sie sogar ihre
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Fahigkeit zur Sporulation (Costigan et al., 1992). Somit scheint Bck1p neben einer Funktion
in der Aufrechterhatung der Zellintegritét auch eine Funktion in der Wahrnehmung von
Nahrstoffsignalen zu haben. Wie dieses Signal unabhangig von Pkclp an Bcklp

weitergeleitet wird, ist bislang nicht verstanden.

1.2.1.2.2 Die MAPK-Kinasen Mkk1p und Mkk2p

Diese beiden dualspezifischen Kinasen wurden urspringlich als redundantes Paar von
Proteinen angesehen, da erst die Deletion beider Gene zu einem PKC1-Weg typischen
osmoremedialen Lysephanotyp fuhrt (Irie et al., 1993). In der Tat fiihrt die Uberexpression je
eines der beiden Gene zu einem Anstieg der Phosphorylierung der MAP-Kinase Mpkl1p. In
der Deletion ist diese jedoch nicht im gleichen Mal3e rucklaufig (Martin et al., 2000). Auch
bei Dihybrid-Untersuchungen zeigten sich Unterschiede. So interagieren zwar beide Proteine
mit den jeweils im Signalfluf3 Uber bzw. unter ihnen befindlichen Kinasen Bck1p und Mpklp
aber nur ein Teil von Mkk1p ist auch in der Lage mit Pkclp zu interagieren (Paravicini und
Friedli, 1996). Eventuell Ubernimmt Mkk1p zusdtzlich zu seiner Funktion als Kinase eine
ahnliche Geristfunktion wie das Ste5-Protein im Paarungspheromonweg.

1.2.1.2.3 Die MAP-Kinase Mpk1p

Die MAP-Kinase Mpklp ist die letzte Kinase in der sequenziellen Phosphorylierungsfolge
des nach ihr benannten MAP-Kinase-Moduls. Der offizielle Name des codierenden Genes ist
S T2. Dieser Name leitet sich von dem Namen der Mutanten Iyt2 ab, als deren Suppressor es
urspringlich isoliert wurde (Torres et al., 1991). Diese Autoren vermuteten auch erstmals eine
Beteiligung des korrespondierenden Proteines an der Aufrechterhaltung der Integritét der
Zellwand. Diese Annahme wurde unter anderem dadurch bestétigt, dal? Lee et al. (1993) es
unter dem zumeist gebrauchlichen Namen MPK1 als Hochkopienzahl-suppressor des Lyse-
Phanotyps einer bckl1-Deletion isolierten. Spater zeigte sich, dald Mpklp wahrscheinlich an
den Resten Threonin 190 und Tyrosin 192 von Mkk1p bzw. Mkk2p phosphoryliert wird (de
Nobel et al., 2000). Setzt man Zellen einem Hitzeschock oder Chemikalien gegen die
Mutanten im Pkclp-Weg sensitv sind, wie z.B. Koffein oder , Calcofluor white”, aus, so
kommt es zu einem Anstieg in der Phosphorylierung von Mpklp (Ketela et al., 1999; Martin
et al., 2000).
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1.2.1.3 Transkriptionsfaktoren

Als Zielproteine der MAP-Kinase Mpklp sind zwei Transkriptionsfaktoren bekannt (siehe
Abbildung 1.3). Der erste wird durch das RLM1-Gen kodiert. Das RIm1p Protein wird auf
Grund von Homologien im aminoterminalen Bereich zur Familie der MADS (MCM1,
Agamous, Deficiens and Serum factor)-Box-Transkriptionsfaktoren gezdhlt (West und
Sharrocks, 1999) und aktiviert wahrscheinlich in erster Linie die Transkription der Gene, die
fur die Aufrechterhaltung der Zellwand benétigt werden. Die Uberproduktion nur der DNA-
Bindedomane fuhrt zu einem osmoremedialen Phanotyp, ahnlich dem von Mutanten im
Pkclp-Weg, (Dodou und Treisman, 1997). Zusétzlich dazu reguliert Rim1p auch seine eigene
Transkription. (Dodou und Treisman, 1997). Wurde die Beteiligung von RLM1 an der
Proteinkinase C vermittelten Signaltransduktion zunéchst nur Uber genetische Ansétze gezeigt
(Watanabe et al., 1995), bestétigten spater Dihybrid Untersuchungen und der Nachweisvonin
vitro- und in vivo-Phosphorylierung die Aktivierung durch Mpklp (Watanabe et al., 1995,
Dodou und Treisman, 1997).

Der zweite Transkriptionsfaktor, fir den eine Beteiligung an der Signaltransduktion im
Pkclp-Weg nachgewiesen wurde, ist der von den Genen SWI4 und SWI6 Kkodierte,
heterodimere SBF-Komplex (SCB-bindender Faktor; Madden et al., 1997). Dieser Komplex
scheint fur die Beteiligung von Pkclp an der Regulation von Vorgéngen wahrend des
Zellzyklus verantwortlich zu sein, da er die Expression der Gene der G1-Cycline CLN1,
CLN2, PCL1 und PCL2 reguliert (Ogas et al., 1991; Espinoza et al., 1994; Dirick et al.,
1995). Daneben reguliert dieser Komplex wohl auch Gene, deren Produkte fur die Zellwand
bendtigt werden (Igual et al., 1996).

1.2.1.4 Aktivatoren des Pkclp Signaltransduktionsweges

Nach der Isolierung des PKC1-Genes wurde auf Grund der Sequenzhomologien eine
Aktivierung des Proteins angenommen, die @nlich der Aktivierung der Sdugerenzyme durch
die Bindung von Diacylglycerol verlauft (Levin et al., 1990). Weitere Hinweise darauf lieferte
die Arbeit von Marini et al., 1996. Mittlerweile sind jedoch zahlreiche Proteine beschrieben,
die den Pkclp-Weg unabhangig von DAG aktivieren (siehe Abbildung 1.3). Auf diese

Komponenten wird im Folgenden néher eingegangen.

1.2.1.4.1 Die kleine GTPase Rholp

Wie schon in Abschnitt 1.1.2 und 1.2.1.1 erwdhnt, interagiert Rholp mit Pkclp, was zu
dessen Aktivierung fuhrt (Nonaka et al., 1995; Kamada et al., 1996). Auf Grund von
Homologievergleichen |&3 sich Rholp in die Familie der Rho (Ras Homolog)-Proteine in der
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Ras (Ratten Sarkom)-Superfamilie einordnen (siehe Symons (1996) fiir eine Ubersicht). Diese
Proteine mit einem Molekulargewicht von 20-35 kDa liegen entweder in einem GDP- oder in
einem GTP-gebundenen Zustand vor und werden auch als molekulare Schalter bezeichnet
(Bourne et al., 1991). Der GDP-gebundene Zustand wird dabel als inaktiver, der GTP-
gebundene Zustand als aktiver Zustand angesehen. Rho-Proteine besitzen zwar ene
intrinsische GTPase Aktivitét, jedoch lauft die Reaktion ohne die Hilfe sogenannter GAP-
Enzyme (GTPase aktivierendes Protein) nur sehr langsam ab. Auch der Austausch von GDP
zu GTP erfolgt nur mit Hilfe eines weiteren Proteins des sogenannten GEF (,GDP-GTP
exchange factor”). Ein weiteres Enzym, das regulatorisch in diesen Zyklus eingreift, ist das
sogenannte GDI (GDP-Dissoziations Inhibitor)-Protein, das die Dissoziation von GDP
verhindert und somit das Protein in seinem inaktiven Zustand hat (Van Aelst und D'Souza-
Schorey, 1997). Entsprechende Enyzme sind fir Rholp in S. cerevisiae identifiziert und in
Abschnitt 1.2.1.4.2 beschrieben.

Die aktive, GTP-gebundene Form der Proteine bindet an sogenannte Effektorproteine und
aktiviert diese. Dies wurde im Falle von Rholp fur Pkclp (Nonaka et al., 1995), Fkslp
(Mazur und Baginsky, 1996; Inoue et al., 1999), Gsc2p (Mazur und Baginsky, 1996) und
Skn7p (Alberts et al., 1998) gezeigt. Durch die Anayse von mutanten Allelen wurde deutlich,
dafd in Rholp nicht nur die zur Bindung von GTP notwendigen Reste konserviert sind,
sondern weitere strukturbestimmende Reste ebenfalls vorhanden sind, deren Mutation zu
konstitutiv aktiven bzw. inaktiven Varianten des Enzymes fihrt. Daueraktive Mutanten sind
z.B. Rholp QgsH (Madaule et al., 1987) und Rholp GigV (Jockel, 1999). Zu einem dominant
negativen Phanotyp fuhrt der Austausch des Glutaminsdurerestes an Position 45 (Rholp Essl,
Drgonovaet al., 1999; Rholp E4sA ,Jockel, 1999).

Desweiteren ist die Erkennungssequenz fir eine carboxyterminale Lipidmodifikation
(CAAX) konserviert, die fur die Membranlokalisierung der Proteine von Bedeutung ist. Im
Fall von Rholp handelt es sich hierbei um einen Geranylgeranylrest (Ohya et al., 1993). Wird
diese Modifikation durch Mutagenese der Erkennungssequenz verhindert, ist Rholp nicht
mehr in der Lage mit der Untereinheit des Glukansynthasekomplexes Fkslp zu interagieren
(Inoue et al., 1999). Die Lokalisierung von Rholp ist wahrend des Wachstums der Zellen und
bei der Aushildung der Paarungsprojektion polarisiert (Yamochi et al., 1994; Ayscough und
Drubin, 1998) und stimmt mit der Lokalisierung des Aktins tberein. An diesen Ort wird das
Protein wahrscheinlich durch seine Interaktion mit Bnilp dirigiert (Kohno et al., 1996;
Imamuraet al., 1997), welches wiederum tber Profilin Pfylp mit Aktinin Verbindung steht.
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1.2.1.4.2 Regulatoren von Rholp

Danur die GTP gebundene Form von Rholp die Proteinkinase C bindet und aktiviert, kommt
der Regulation des Zustandes von Rholp eine entscheidende Aufgabe auch der Regulation
der Aktivitéat des Pkclp-Weges zu. Wie im vorigen Abschnitt erwahnt, haben hierbei die zur
Familie der GEF, GAP und GDI gehdrenden Proteine eine besondere Bedeutung.

Als GEF fur Rholp wurden die Genprodukte von ROM1 und ROM2 durch ihre Fahigkeit
identifiziert, in hoher Kopienzahl den Wachstumsdefekt eines dominant negativen Allels von
rhol zu komplementieren (Ozaki et al., 1996). Deletionen von roml und rom2 sind
synthetisch letal, eine Deletion von roml ist im Gegensatz zu einer Deletion von rom2 nicht
temperatursensitiv (Ozaki et al., 1996) und die Uberexpression von ROM1 kann diesen
Phanotyp einer rom2 Deletion auch nicht komplementieren (Heinisch et al., 1999). AulRerdem
wurde das ROM2 Gen in einem genetischen Ansatz isoliert, der darauf ausgerichtet war,
oberhalb von BCK1 agierende Komponenten des Pkclp- Weges zu isolieren (Jacoby, 1997,
Lorberg, 2001). Deshalb ist wahrscheinlich Rom2p die wichtigere der beiden Komponenten
bei der Aktivierung von Rholp.

Noch komplexer scheint die Inaktivierung von Rholp zu sein. So finden sich in der Literatur
4 Gene, fur deren Produkte eine Funktion a's GAP angenommen wird: SAC7 (Schmidt et al.,
1997), BEM2 (Wang und Bretscher, 1995), BAG7 (Schmidt et al., 1997) und LRG1 (Lorberg,
2001). Die Ergebnisse von Lorberg (2001) legen jedoch nahe, dafl3 nur Sac7p und Lrglp
wesentlich an der Regulation des Pkclp-Weges beteiligt sind. Auch ein GDI fur Rholp
konnte identifiziert werden, das Rdilp. Dieses Protein bindet im Zytosol an die
lipidmodifizierte, GDP-gebundene Form von Rholp und hélt dieses dadurch im inaktiven
Zustand (Koch et al., 1997). Folgerichtig fiihrt die Uberexpression des Genes auch zu einer
Wachstumshemmung (Masuda et al., 1994).

1.2.1.4.3 Signalwahrnehmung oberhalb der Regulatoren von Rholp

Mittlerweile wurden mehrere membranlokalisierte Proteine identifiziert, fr die eine Funktion
als Sensor teils angenommen und teils bereits gezeigt werden konnte (siehe Abbildung 1.3).
Zuerst wurde S_G1 (synthetisch letal mit GAP; auch HCS77 (,,high copy suppressor of swi4*)
oder WSC1 (,cell wall integrity and stress response component)) in drei verschiedenen
genetischen Ansétzen isoliert, wobei eine Beteiligung an der Pkclp-Signaltransduktion, der
Zellzykluskontrolle und der Wahrnehmung von Nahrstoffen angenommen wird (Gray et al.,
1997; Verna et al., 1997; Jacoby et al., 1998). In der Arbeit von Verna et al. (1997) wurde
zudem gezeigt, dal3 S.G1 zu einer Familie von Genen gehort, zu denen auch WSC2, WSC3
und WSC4 gerechnet werden, die jedoch nicht in demselben Umfang an der Aktivierung des
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Pkclp-Weges beteiligt zu sein scheinen, wie SLG1. Jacoby (1997) konnte zudem MID2
(,mating induced death) als Suppressor einer rom2 Mutanten isolieren. Dies wurde durch
Arbeiten von Ketela et al. (1999) bestétigt, der zeigte, dal3 Phanotypen einer mid2 Deletion
durch die Uberexpression von SLG1, PKC1 und RHO1 komplementiert werden koénnen.
Obwonhl sich die Funktionen von Siglp und Mid2p Uberlappen, ist Siglp wohl eher wahrend
des vegetativen Wachstums und Mid2p wahrend der Paarung als Sensor von Zellwandstress
aktiv (Rajavel et al., 1999). Beide Proteine interagieren im Dihybrid System mit Rom2p
(Philip und Levin, 2001) und aktivieren so Rholp. Uber Homologievergleiche wurde ein
weiteres zu MID2 homologes Gen identifiziert (Rajavel et al., 1999, Ketela et al., 1999). Die
Deletion dieses Genes in Kombination mit der, des mid2 Genes fihrt zu einem osmotisch
sensitiven Phanotyp, wahrend sich keine genetische Interaktion mit SLG1 nachweisen laf3t
(Ketelaet al., 1999).

Die Aktivierung des Pkclp-Weges durch Tor2p (,target of rapamycin“; Helliwell et al.,
1998b) lauft ebenfalls Uber Rom2p. Tor2p ist ein Phosphatidylinositol-4 kinase homologes
Protein und Ubernimmt durch die Aktivierung des Pkclp-Weges die Zellzyklus-abhangige
Regulation des Aktins . Daneben besitzt Tor2p noch eine Funktion , die es sich mit seinem
Homologen Torlp teilt. Diese besteht in der Aktivierung der Trandationsinitiation bei Eintritt
in die G1-Phase des Zellzyklus (Helliwell et al., 1998a; Barbet et al., 1996).

1.2.1.4.4 Rholp unabhangige Aktivierung von Pkclp

Wie schon in Abschnitt 1.1.1 erwéhnt, wird Pkclp in Hefe, wie seine Sdugerhomol ogen, auch
durch die PDK1-homologe Proteinkinase Pkh2p phosphoryliert und aktiviert (Inagaki et al.,
1999, siehe Abbildung 1.3). Durch Bindung von Phosphatidylserin kann die Aktivierung
durch Rholp gesteigert werden. Ein aktivierender Einflul3 durch Molekile des
Lipidmetabolismus wird durch verschiedene genetische Untersuchungen nahegelegt. So
konnen Defekte von pkcl-4 Mutanten durch KCSL komplementiert werden (Huang und
Symington, 1995). Das hiervon kodierte Protein ist eine Inositol-(1,2,3,4,5,6)-Hexaphosphat-
Kinase (Saiardi et al., 1999). Eine weitere genetische Wechselwirkung existiert mit STT4.
Dieses Gen kodiert fur eine Phosphatidylinositol-4-kinase und seine Deletion kann durch die

Uberexpression von PKC1 komplementiert werden (Y oshida et al., 1994).
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1.2.1.5 Aktivitatshemmende Komponenten

Fur die schnelle Reaktion der Zelle auf Signale ist nicht nur die Aktivierung sondern auch die
Inaktivierung des Weges von Bedeutung. Diese ist jedoch im Gegensatz zu der Aktivierung
weniger gut untersucht. Neben den in Abschnitt 1.2.1.4.2 erwdhnten negativen Regulatoren
von Rholp muf3 hier vor allem MSG5 genannt werden, welches als Suppressor der
Uberexpression eines daueraktiven Allels von mkkl isoliert wurde (Watanabe et al., 1995)
und fUr eine dualspezifsche Phosphatase kodiert. Die Deletion des Genes fihrt zu einer
Zunahme der Phosphorylierung von Mpklp (Martin et al., 2000). Auch bei Ptp2p und Ptp3p
handelt es sich um Phosphatasen, die beide in der Lage sind Mpkl1p in vivo und in vitro zu
dephosphorylieren (Mattison et al., 1999).

1.2.2 Einfliel3ende Signale

Zu Beginn der Arbeiten wurde zunachst die Wahrnehmung niedriger Osmolaritét durch den
PKC1-Weg beschrieben (Levin und Bartlett-Heubusch, 1992; Paravicini et al., 1992). Mit der
Zeit kamen weitere Signale hinzu, so dal3 zum jetzigen Zeitpunkt ca. sechs Signale bekannt
sind, die in den Pkclp-Weg einflief3en (siehe Abbildung 1.3). Einige der Signale stehen dabei
in Abhangigkeit zueinander, so z.B. die Wahrnehmung niedriger Osmolaritét und Hitzestress,
die letztendlich auch zu Zellwandschaden fuhren (Delley und Hall, 1999). Neben diesen
Signalen fuhrt auch die Anwesenheit von Paarungspheromon zu einer Aktivierung des Pkclp-
Weges, die wahrscheinlich Uber eine Quervernetzung mit dem Signaltransduktionsweg der
Paarung erfolgt (Buehrer und Errede, 1997). Ein welteres Signa, das zu einer
Phosphorylierung der MAP-Kinase Mpklp fuhrt, ist eine Erhohung der extrazelluldren
Calciumkonzentration (Mizunuma et al., 1998).

19



1. Einleitung

2
Extrazellular

Zellwand-
schaden

\ \ l Paarungs-
) _ ) pheromon
i ~ y ~

Sig1 5 Midzﬁ Mtl1 "Wsc2. Wsc3 Wscd

Zellwand

(((
%
%

Membran
’-\/-\ ‘(

-

Zytosol

Transkription T N e .
Ribosomaler Gene o . Spindelpolkorper-
““““““““ 2 duplikation
Aktinrepolarisation 15 )

Zellwand- <
biosynthese

Abbildung 1.3: Ubersicht iiber die Pkclp-abhiingige Signaltransduktion in S. cerevisiae

Die Abbildung fasst die im Text geschilderten Abhdngigkeiten zusammen. Aktivierende Signale sind durch
Rechtecke markiert. Ausgehende Signale sind durch Ovale gekennzeichnet. Die Hauptkomponenten des Weges
sind rot dargestellt. Komponenten, die an der Rholp-abhéngigen Aktivierung beteiligt sind, sind griin markiert,
Komponenten der Rholp-unabhéngigen Aktivierung blau. Alle iibrigen Komponenten sind grau dargestellt

Oligosaccharyl- s
transferaseaktivitat ;

1.2.2 Ausgehende Signale

Genauso vielfiltig, wie die in den Weg einflieBenden Signale sind die vom Pkclp-Weg
ausgehenden (sieche Abbildung 1.3). Dabei kann man zwei Klassen von ausgehenden Signalen

unterscheiden:
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Die erste Klasse umfaldt Signale, die Uber den MAP-Kinase-Weg weitergeleitet werden, die
zweite Klasse umfadt Signale die von Pkclp unabhdngig vom MAP-Kinase-Weg
weitergegeben werden. Zu der ersten Klasse gehort die transkriptionelle Regulation von
Genen, die durch die in Abschnitt 1.2.1.3 beschriebenen Transkriptionsfaktoren vermittelt
wird. Weitere Signale, die von Mpkl1p vermittelt werden, sind die Repolarisation von Aktin
(Delley und Hall, 1999), die Hemmung der Proteinkinase Hsl1p, die letztlich zum Ubergang
von G2 nach M im Zellzyklus fihrt (Mizunuma et al., 1998), und die Duplikation der
Spindel polkdrper (Stirling und Stark, 2000, Khalfan et al., 2000). Wahrscheinlich von Pkclp
direkt vermittelt werden die Aktinrepolaristion (Delley und Hall, 1999), die Regulation der
Transkription ribosomaler Gene (Li e al., 2000) und die Regulation der
Oligosaccharyltransferasaktivitét (Park und Lennarz, 2000).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Wie in den vorherigen Abschnitten geschildert, kommt der Proteinkinase C in der Hefe eine
zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der Zellfunktionen zu. Diese Rolle erfordert eine
komplexe Regulation des Enzymes. Die Aufklarung des Ablaufes dieser Regulation und die
Aufklarung daran beteiligter Komponenten kann dabei auch wertvolle Informationen Uber die
Regulation und Evolution anderer Enzyme der Proteinkinase C , Superfamilie” liefern. Aus

diesem Grund sollte in der vorliegenden Arbeit insbesondere untersucht werden:

1) Die Zusammenhange der Regulation des Enzymes an der C1-Domane, in Fortsetzung
der Arbeit von Jacoby et al. (1997). Hierzu sollten insbesondere verschiedene
Mutanten der Cystein-reichen Domane hergestellt und charakterisiert werden.

i) Die Untersuchung der aminoterminalen Region von Pkclp auf das eventuelle
Vorhandensein einer regulatorische Funktion. Zu diesem Zweck sollten Mutanten im
aminoterminalen Bereich identifiziert werden, die PKC1-Weg-typische Defekte
zeigen. Mit Hilfe dieser Mutanten sollte dann die Aktivierung des Enzymes weiter
aufgeklart werden.

1) Die Entwicklung und Durchfihrung eines Ansatzes zur Identifikation von
Komponenten, die moglicherweise negative regulatorische Funktion besitzen oder
wichtig sind zur Aufrechterhaltung der zelluldren Integritét. Hierbel sollte im
Gegensatz zu den meisten Untersuchungen, die auf Wachstumsdefekten beruhen, ein
Reportersystem konstruiert und eingesetzt werden und somit auch Mutanten
identifiziert werden, deren Defekte keine phanotypische Ausprdgung zeigen.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Enzyme und Antikdrper

2.1.1.1 Chemikalien

Acrylamid (Rotiphorese Gel-30, Roth, Karlsruhe), Adenin (Serva, Heidelberg), Agar (Oxoid
(Basingstoke, Hampshire, England) oder Difco (Laboratories, Inc., Detroit)), Ultrapure-
Agarose (Gibco BRL, Gaithersburg MD USA), Ammoniumacetat (Acros, New Jersey, USA),
Ammoniumpersulfat (Merck, Darmstadt), Ampicillin-Natriumsalz (Roth, Karlsruhe),
Antipain (Sigma, St. Louis, USA), Aprotinin (Sigma, St. Louis, USA), L-Arginin (Janssen
Chimica, Geel, Belgien), Bicin (Serva, Heidelberg), Blockierungsreagenz (Roche,
Mannheim), Borsdure (Roth, Karlsruhe), 5 Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphat [=BCIP]
(BioTech Trade & Service GmbH, Heidelberg), Bromphenolblau (Janssen Chimica, Gesl,
Belgien), BSA [Albumin bovine fraction V pH7,0] (Serva, Heidelberg), Calciumchlorid
(Acros, New Jersey, USA), Chymostatin (Sigma, St. Louis, USA), Coomassie (Serva,
Heidelberg), CSPD [ Disodium3-(4-methoxyspiro[1, 2-dioxytane-3, 2-5-
chloro)tricyclo[3.3.1.13.7] decan} -4-yl) phenyl phosphat; Chemilumineszenz-Substrat] (Tropix,
Bedford, Massachusetts), Dimethylformamid (Merck, Darmstadt), dNTP's (Gibco BRL,
Gaithersburg MD, USA), Essigsdure (Roth, Karlsruhe), Ethanol (Riedel-de Haén, Seelze),
Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt), Ethylenglykol (Acros, New Jersey, USA), G418-Sulfat
(CALBIOCHEM-NOVABIOCHEM (UK) LTD, Beeston, Nottingham), Galaktose (Acros,
New Jersey, USA), Glukose (Caesar & Loretz GmbH, Hilden), Glutathion, reduziertes
(Sigma, St. Louis, USA), GTP-y-S (Sigma, St. Louis, USA), Glycerin (Roth, Karlsruhe),
Glycin (Fluka, Steinheim), Hefeextrakt (Oxoid (Basingstoke, Hampshire, England) oder
Difco (Laboratories, Inc., Detroit), Heringssperma-DNA (Roche, Mannheim), L-Histidin
(Fluka, Steinheim), IPTG (Roth), L-Isoleucin (Roth, Karlsruhe), Isopropanol (Merck,
Darmstadt), Kaliumacetat (J.T.Baker, Deventer), Kaiumchlorid (Roth, Karlsruhe),
Kanamycin (Serva, Heidelberg), Koffein (Sigma, St. Louis, USA), Kongo-Rot (Merck,
Darmstadt), Lambda-DNA (MBI Fermentas, St.Leon-Rot), N-Lauroylsarcosin (Serva,
Heidelberg), L-Leucin (Merck, Darmstadt), Leupeptin (Sigma, St. Louis, USA),
Lithiumacetat (Sigma, St. Louis, USA), L-Lysin (Riedel-de Haén, Seelze), Magermilchpulver
(Heirler, Radolfzell), Magnesiumchlorid (Merck, Darmstadt), Magnesiumsulfat (J.T.Baker,
Deventer), Maleinsaure (Fluka, Steinheim), Manganchlorid (Riedel-de-Haén, Seelze), B-
Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe), Methanol (J.T.Baker, Deventer), L-Methionin (Merck,
Darmstadt), Mineraldl (Sigma, St. Louis, USA), Natiumacetat (Acros, New Jersey, USA),
Natriumcarbonat (Riedel-de- Haén, Seelze), Natriumchlorid (Riedel-de-Haén, Seelze),
Natriumdodecylsulfat [=SDS] (Serva, Heidelberg), Natriumhydroxid (Merck, Darmstadt),
Natriumperchlorat (J.T.Baker, Deventer), Natriumpyruphosphat (Sigma, St. Louis, USA),
NBT (Sigma, St. Louis, USA), ONPG [o-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid] (Sigma, St.
Louis, USA), Pepstatin (Sigma, St. Louis, USA), Pepton (Oxoid (Basingstoke, Hampshire,
England) oder Difco (Laboratories, Inc., Detroit), Phenol (Roth, Karlsruhe), DL-Phenylalanin
(Acros, New Jersey, USA), [Y*>-P]-ATP (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), PMSF
(Serva, Heidelberg), Polyethylenglykol 1000 (Roth, Karlsruhe), Polyethylenglykol 3350
(Sigma, St. Louis, USA), Rubidiumchlorid (Sigma, St. Louis, USA), S®-dATP (Amersham
Pharmacia Biotech, Freiburg), Salzsdure (Riedel-de-Haen, Seelze), Sequagel-6 (Nationad
Diagnostics, Hull, England), D-Sorbitol (,St. Louis, USA), Sucrose (Sigma, St. Louis, USA),
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"SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate” (Pierce, Rockford, 11), N. N, N",N’-
Tetramethylethylendiamin [=Temed] (Merck, Darmstadt), L-Threonin (Merck, Darmstadt),
Titriplex Il [=EDTA] (Merck, Darmstadt), Titriplex VI [=EGTA] (Merck, Darmstadt),
Trichloressigsdure (Merck, Darmstadt) Tris (Roth, Karlsruhe), Triton X-100 (Serva,
Heidelberg), Trypton (Difco Laboratories, Inc., Detroit), L-Tryptophan (Roth, Karlsruhe),
Tween-20 (Merck, Darmstadt), L-Tyrosin (Acros, New Jersey, USA), Uracil (Sigma, St
Louis, USA), L-Vadin (Fluka, Steinheim), YNB w/o amino acids (Difco Laboratories, Inc.,
Detroit), X-Ga [=5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktopyranosid] (Sigma, St. Louis,
USA), Xylencyanol (Sigma, St. Louis, USA)

2.1.1.2 Verbrauchsmaterialien

3MM Chromatographie Papier (Whatman, Maidstone), "DIG Luminescent Detection Kit”
(Roche, Mannheim), "Expand™ High Fidelity PCR System" (Roche, Mannheim), Glasperlen
[ = 045 - 0,5 mm; B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen], Glutathion-
Sepharose (Pharmacia), "High Pure Plasmid Isolation Kit" (Roche, Mannheim), "High Pure
PCR Product Purification Kit" (Roche, Mannheim), Hybond™-N Nylon Membran
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg), MAGmol Protein G Microbeads und pMACs
,columns’ (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach), Prep-A-Gene® DNA Purification Kit
(BIO-RAD, Miunchen), "Prestained SDS Molecular Weight Markers' (Sigma, St. Louis,
USA), Protan BA Nitrocellulose-Membran (Schleicher und Schuell, Dassel), Protein A/G
PLUS-Agarose (Santa Cruz, Heidelberg), Immobilon P-Membran (Millipore/Eschborn),
Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit (USB/Bad Homburg)

2.1.1.3 Enzyme
Restriktionsenzyme der Firmen Roche (Mannheim), Gibco BRL (Gaithersburg MD USA),

MBI Fermentas (St.Leon-Rot) oder New England Biolabs Inc. (Frankfurt) wurden verwendet.
Desweiteren wurden folgende Enzyme eingesetzt: Alkalische Phosphatase (Roche,
Mannheim), T4-Ligase (New England Biolabs Inc., Frankfurt), Ribonuklease A (Sigma, St.
Louis, USA), Zymolyase-100T (Selkagaku Kogyo Co., Ltd., Tokyo, Japan), PB-
Glucuronidase/Arylsulfatase (Roche, Mannheim).
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2.1.1.4 Verwendete Antikorper

Primarer Antikor per

Sekundarer Antikor per

monoklonaler c-myc Antikorper (9E10) aus
Maus (CALBIOCHEM-NOVABIOCHEM
(UK) LTD, Beeston, Nottingham)

an die akalische Phosphatase
gekoppeltes anti-Maus 1gG (H+L) aus
Ziege (Jackson ImmunoResearch

L aboratories, Inc)

Affinitdts-gereinigter, polyklonaler anti-GST
(Z-5) Antikorper aus Kaninchen (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Heidelberg)

an die akalische Phosphatase
gekoppelter anti-Kaninchen 1gG (H+L)
aus Ziege

polyklonaler, in Kaninchen erzeugter und
Protein A-Chromatographie- und
Phosphopeptid Affinitats-Saulen-gereinigter
Phospho-spezifischer p44/42 MAP Kinase
(Thr202/Tyr204) Antikorper (New England
Biolabs Inc., Frankfurt) gegen ein
synthetisches Phospho-Threonin/Tyrosin-
Peptid der menschlichen MAP-Kinase p44

Peroxidase-konjugierter AffiniPure
Anti-Kaninchen IgG (H+L) (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc)

MPK1 (yN-19, Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Heidelberg) ein in Ziegen hergestel lter
polyklonaler Antikorper, der gegen das M pk1-
Protein aus S.cerevisiae gerichtet ist

in Esel hergestelltes, Peroxidase-
konjugiertes anti-Ziege 1gG (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg)

PKC1 (yC-20, Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg) einin Ziegen hergestellter
polyklonaler Antikorper, der gegen das Pkclp-
Protein aus S. cerevisiae gerichtet ist

in Esel hergestelltes, Peroxidase-
konjugiertes anti-Ziege 1gG (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg)

Tabelle 2.1: Verwendete Antikor per.

2.1.2 Stamme und Medien

2.1.2.1 Hefestamme

2.1.2.1.1 Saccharomyces cerevisiae -Stamme

3,112/leu2-3,112 his3-11,15/his3-11,15
Atrpl::loxP/Atrpl::loxP MAL/MAL
UC/SUC GAL/GAL (korrespondierender
diploider Stamm zu MCY -7B)

Stamm Genotyp Quélle

MCY-7B MATo ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 Jacoby et al., 1999
(MCH-7B) Atrpl::loxP MAL SUC GAL

MCY-22D MATa/MATo ura3-52/ura3-52 leu2- J. Heinisch, personliche

Mitteilung
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Stamm

Genotyp

Quelle

MCY-23D

MATa/MATo PKCL/Apkel::HIS3 ura3-
52/ura3-52 leu2-3,112/leu2-3,112 his3-
11,15/his3-11,15 Atrpl::loxP/Atrpl::loxP
MAL/MAL SUC/SUC GAL/GAL

diese Arbeit

MCY-27B

MATa/MATo ura3-52 his3-11,15 leu2-
3,112 trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5
RLM1::YIpRLM1 MAL GAL SUC

Jacoby et al., 1999

MCY-43A

MATa ura3-52 his3-11,15 leu2-
3::pHPS103[LEUZ], 112 trpl::loxP
pkcl::HIS3 MAL GAL SUC

diese Arbeit

MCY -44A

MATa ura3-52 his3-11,15 leu2-
3::pHPS105[LEUZ], 112 trpl::loxP
pkcl::HIS3 MAL GAL SUC

diese Arbeit

MCY -46A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS13,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0X5
RLM1::YIpRLM1 MAL GAL SUC

diese Arbeit

MCY-47B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112, [pHPS23,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5
RLM1::YIpRLM1 MAL GAL SUC

diese Arbeit

DL40

MAT o/a ade2/ade2 his3/his3 leu2/leu2
trpl/trpl LYS2::lexA-HIS3/LYS2: : |exA-
HIS3 URAS::lexA-lacZ/ URA3::lexA-lacZ
(isogener Diploider von L40)

Marcuset al., 1994

LD3R-7B

MATa leul SUC3 mal0

S. Hohmann

PJ69-4A

MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-
200 gal4A gal80A LYS2::GAL1-HIS3
GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ

James et al., 1996

SMC-19A

MATo leul MAL2-8° MAL3 SUC3

F.K. Zimmermann

TN1

MATa YHM2p::mTn3-YHM2 ura3-52 leu2-
3,112 his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC
GAL

diese Arbeit

TN2

MATo HXT7p::mTn3-HXT6
yor356w::mTN3 ura3-52 leu2-3,112 his3-
11,15 Atrpl.::loxP MAL SUC GAL

diese Arbeit

TN4

MATo YIL105Wp::mTN3-IME2 ura3-52
leu2-3,112 his3-11,15 Atrpl::loxP MAL
SUC GAL

diese Arbeit

TN5

MATa YHR120Cp: :mTN3-FLO5p ura3-52
leu2-3,112 his3-11,15 Atrpl::loxP MAL
UC GAL

diese Arbeit

TNG6

MATa asp3::mTN3 ura3-52 leu2-3,112
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL

diese Arbeit

TN7

MATa figd::mTN3 ura3-52 leu2-3,112
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL

diese Arbeit

TN8

MATo ena2::mTN3 ura3-52 leu2-3,112
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL

diese Arbeit
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Stamm Genotyp Quelle
TN9 MATo ntal::mTN3 ura3-52 leu2-3,112 diese Arbeit
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL
TN10 MATa ygpl::mTN3 ura3-52 leu2-3,112 diese Arbeit
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL
TN12 MATo YFRO44Cp::mTN3-YFRO45Wp diese Arbeit
ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 Atrpl::loxP
MAL SUC GAL

TN13 MATo agel::mTN3 ura3-52 leu2-3,112 diese Arbeit
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL

TN14 MATo asp3::mTN3 ura3-52 leu2-3,112 diese Arbeit
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL

TN15 MATo YHM2p::mTn3-YHM2 asp3::mTN3 | diese Arbeit
ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 Atrpl::loxP
MAL SUC GAL

TN16 MATo YHM2p::mTn3-YHM2 ena2::mTN3 | diese Arbeit
ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 Atrpl::loxP
MAL SUC GAL

TN17 MATo YHM2p::mTn3-YHM2 ura3-52 leu2- | diese Arbeit
3,112 his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC
GAL

TN18 MATa yjl017w::mTn3 ura3-52 leu2-3,112 | diese Arbeit
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL

TN19 MATa pholl::mTN3 (phol2::mTN3?) diese Arbeit
ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 Atrpl::loxP
MAL SUC GAL

TN23 MATo ydr357c::mTN3 ura3-52 leu2-3,112 |diese Arbeit
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL

TN24 MATo ynl152w::mTNS3 ura3-52 leu2-3,112 | diese Arbeit
his3-11,15 Atrpl::loxP MAL SUC GAL

TN27 MATo HXT7p::mTn3-HXT6 diese Arbeit

yor356w::mTN3 ura3-52 leu2-3,112 his3-
11,15 Atrpl.::loxP MAL SUC GAL

Die im Folgenden aufgefthrten Hefestdmme unterscheiden sich lediglich in dem
Plasmid, das sie tragen. Sie wurden trotzdem hier aufgefuhrt, da sie nicht aus einer
Transformation hervorgingen, sondern Segreganten transformierter Zellen von MCY -

23D sind:

MCY -48A MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS72 | diese Arbeit
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

MCY-48B MATo Apkel::HIS3 leu2-3,112 [pHPS72, | diese Arbeit

LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC
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Stamm

Genotyp

Quele

MCY -49A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [ pHPS65,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0x5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY -49B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS65,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY -50A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS62,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-50B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS62,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-51A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS69,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-51B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [ pHPS69,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0x5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-52A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS63,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0X5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY-52B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS63,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY-53A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [ pHPS64,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0x5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-53B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS64,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-54A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS129,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY-54B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [ pHPS129,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0x5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY-55A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS111,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-55B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS111,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY -56A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS112,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0x5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit
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Stamm

Genotyp

Quele

MCY-56B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS112,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0x5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-57A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS114,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY-57B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS114,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-58A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS98,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-58B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS98,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-50A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [ pHPS99,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0x5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

MCY-59B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS99,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0X5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY -60A

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS73,
LEUZ2] trpl::loxP URA3:: pLEXA0X5 MAL
GAL UC

diese Arbeit

MCY -60B

MATa Apkcl::HIS3 leu2-3,112 [pHPS73,
LEUZ2] trpl::loxP URA3::pLEXA0x5 MAL
GAL SUC

diese Arbeit

Tabelle2.2: In dieser Arbeit verwendete Hefestamme

2.1.2.1.2 Medien und Anzuchtbedingungen

Vollmedium (YEP) :

Minima medium :

Sporul ationsmedium

1% Hefeextrakt, 2% Pepton 190 (beides Gibco/BRL),

Kohlenstoffquelle:
YEPD: 2% Glucose
YEPGal: 2% Galaktose

0,67% Y east Nitrogen Base w/o amino acids (Y NB)
Aminosaurebedurfnisse wie bel Zimmermann (1975) beschrieben;
Kohlenstoffquelle: je nach Bedarf 2% Glucose, 2% Galaktose oder

2% Raffinose

: Minima medium ohne Aminosduren mit 0,2M Kaliumacetat
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Platten wurden mit 2% Agar hergestellt. Die Anzucht erfolgte bei 30°C, wenn nicht anders
vermerkt. Kongorot (Merck), Koffein (Sigma), ,Calcofluor White® (Sigma) und
»Sodiumdodecylsulfat* (SDS) wurden in der im Ergebnisteil angegebenen Konzentration vor
dem Gief3en der Platten zugegeben.

2.1.2.1.3 Lagerung der Hefestamme

Die Hefestdmme wurden auf Agarplatten bei 4°C aufbewahrt und ca. alle 2 Monate auf
frische Nahrboden Uberimpft. Zusétzlich wurden Glycerinkulturen erstellt. Dazu wurden
500pl frische Ubernacht-Kultur mit 1ml 33%iger, steriler Glycerin-Lésung versetzt und dann
bei -70°C gelagert.

2.1.2.2 E.coli-Stamme

Stamm Genotyp Quelle

DH50F F* ®80dlacZ AM15 A(lacZY A-argF) U169 | GIBCO BRL (Gai-
endA1 recA1lhsdR17(ry my") deoR thi-1 thersburg MD USA)
SUpE44 )\ gyrA96 relAl

SURE eld” (McrA") D(merCB-hsdSMR-mrr)171 | Stratagene (La Jolla
endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB | Kalifornien)

recJ sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F
proAB lacl9ZD(M15 Tn10 (Tet")]

Tabelle2.3: In dieser Arbeit verwendete E.coli-Stamme

2.1.2.2.1 Medien zur Anzucht der Bakterienstamme

Vollmedium (LB): 1% Trypton (Pepton 140), 0,5% Hefeextrakt, 0,5% NaCl

Um plasmidhaltige Zellen zu selektionieren, wurde dem Medium Ampicillin in einer
Konzentration von 50ug/ml oder Kanamycin in einer Konzentration von 20ug/ml zugegeben.
Bel der Herstellung von festen Nahrbdden wurde dem Medium noch 2% Agar zugefigt. Die
Anzucht der Bakterien erfolgte bei 37°C. Bei Bedarf wurden 100ul einer IPTG/X-Gal-
Stammldsung (2,4mg/ml IPTG , 10mg/ml X-Gal in Dimethylformamid gel 6st) auf den Platten
ausgestrichen.
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2.1.2.2.2 Lagerung der Bakterienstamme

Die Bakterienstdmme wurden auf den Agarplatten langstens 2 Monate bei 4°C gelagert.

2.1.3 Plasmide und Genbanken

2.1.3.1 Ausgangsplasmide

2.1.3.1.1 E. coli-Vektoren

Name

Selektionsmarker/
Replikationsr sprung

Beschreibung

Queélle

pBluescript SK+

R

Amp

E.coli Klonierungsvektor

Stratagene (La Jolla,
Kalifornien)

pFA6a-13Myc-
kanM X6

Amp®

KanMXR

Plasmid, das fir einen 13fachen
myc-Tag kodiert, terminiert vom
ADH1-Terminator und als
Selektionsmarker das KanMX-
Resistenz-Gen unter der
Kontrolle des heterologen Ashbya
gossypii-TEF-Promotors und den
TEF-Terminator enthélt

Longtine et al., 1998

pFAGa-GFP-HIS3

R

Amp
KanMXxR

Plasmid, das fur das Griin-
fluoreszierende-Protein kodiert,
terminiert vom ADH1-Terminator
und als Selektionsmarker das S.
pombe HIS3-Gen unter der
Kontrolle des heterologen Ashbya
gossypii-TEF-Promotors und den
TEF-Terminator enthalt

Longtine et al., 1998

pFA6a-kanM X 6-Gst

Amp®

KanMXx®

Plasmid, das fir Glutathion-S-
Transferase kodiert, terminiert
vom ADH1-Terminator und als
Selektionsmarker das KanMX-
Resistenz-Gen unter der
Kontrolle des heterologen Ashbya
gossypii-TEF-Promotors und den
TEF-Terminator enthalt

Longtine et al., 1998

pGEX-3x

Amp

Vektor fir aminoterminae
Fusionen an Glutathion-S-
Transferase

Amersham Parmacia
Biotech, Freiburg

pHPS18

Amp

Auf pUC19 basierender Vektor.
enthdlt Xbal Fragment aus PKC1

Jacoby et al., 1997

pHPS27

Kan

pUK21 enthélt pkcl fur Cyag,
4378/ C514,517S Mutante hinter
GAL1/10 Promotor

Jacoby et al., 1997

pHPS28

Kan

pUK 21 enthalt PKC1 hinter
GAL1/10 Promotor

Jacoby et al., 1997

pKPKC1

Kan

Auf pUK 1921 basierender Vektor
mit Sphl PKC1 Fragment

Jacoby, 1997

pKPKChis

Amp®

HIS3

Auf pUK 1921 basierender Vektor
mit PKC1.::HIS3 Deletionskon-
strukt

Jacoby, 1997
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2. Material und Methoden

Selektionsmarker/

kodiert

Name Replikationsr spr ung Beschreibung Quelle
Ampt Vektor zur Markierung von . .
PQEI Tet® Proteinen mit sechs Histidinresten | (21298N, Hilden)
puC18 Amp® E.coli-Klonierungsvektor \l(;gésch—Perron etal,
puC19 AmpF E.coli-Klonierungsvektor I;gésch—Perron etal.,
) R E. coli-Vektor mit genomischen . .
pUC19RHOS5hIN Amp Fragment von RHO5 Jurgen Heinisch
puc21 AmpF E.coli-Klonierungsvektor Yég{a und Messing,
pUK1921 Kan® E.coli-Klonierungsvektor Heinisch, 1993
Tabelle 2.4: In dieser Arbeit verwendete E. coli-Ausgangsplasmide
2.1.3.1.1 S. cerevisiae-Vektoren
Name Selek_t|or?smarker/ Beschreibung Quelle
Replikationsr sprung
AR Integrativer Vektor mit funf
LexAox5lacZ D LexA-Bindestellen vor dem lacZ- | Ruden et al., 1991
URA3 Gen
AL Amp® pBTM116-Derivat, das fir ein
?;i@ﬁzlif; HA TRP1 lexA-DNA-Bindedoménen-HA- | Imamuraet al., 1997
2 Cdc42AC-Fusionsprotein kodiert
AR pBTM116-Derivat, das fir ein
pBTM116-HA- TRFE)l |lexA-DNA-Bindedomanen-HA- Imamura et al. 1997
CDC42AC (G12V) > Cdc42AC(G12V)-Fusions-protein ”
H kodiert
AL Amp® pBTM116-Derivat, das fir ein
P e A TRPL lexA-DNA-Bindedoménen-HA- | Imamuraet al., 1997
2u Rho2AC-Fusionsprotein kodiert
AR pBTM116-Derivat, das fir ein
pBTM116-HA- T;‘Jf,’l lexA-DNA-Bindedoménen-HA- | oo
RHO2AC (Q65L) > Rho2AC(Q65L )-Fusions-protein v
H kodiert
LA Amp® pBTM116-Derivat, das fir ein
giTol\gi%:G HA TRP1 lexA-DNA-Bindedoménen-HA- | Imamuraet al., 1997
2u Rho3AC-Fusionsprotein kodiert
AmpR pBTM116-Derivat, das fir ein
pBTM116-HA- |lexA-DNA-Bindedomanen-HA-
RHO3AC (Q74L) Tspl Rho3AC(Q7AL)-Fusions-protein | Mamuraetal., 1997
H kodiert
LA Amp® pBTM116-Derivat, das fir ein
gig“ﬂi? HA TRP1 lexA-DNA-Bindedoménen-HA- | Imamuraet al., 1997
2u Rho4AC-Fusionsprotein kodiert
AmpR pBTM116-Derivat, das fir ein
pBTM116-HA- |lexA-DNA-Bindedomanen-HA-
RHO4AC (Q70L) TSE ! Rho4AC(Q70L)-Fusions-protein | ' mamuraetal., 1997
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Selektionsmarker/

Name Replikationsr spr ung Beschreibung Quelle
AR pBTM116-Derivat, das fir ein
pBTM116-HA- TRFF’)1 |lexA-DNA-Bindedomanen-HA- Imamuraet al.. 1997
RHO4AC (T25N) > Rho4AC(T25N)-Fusions-protein B
H kodiert
AmpR :
P Auf pBTM116 basierender
pBTM116RLM1 TRP1 Vektor. enthalt rim1AN-LexA Jacoby et al., 1999
Fusion
2
Vektor, der diefir die
AmgR Trankriptionsaktivierungs-
doméne des Gal4-Proteins
pGAD424 LIZUZ kodierende Sequenz unter der Bartel et al., 1993
H Kontrolle des ADH1-Promotors
enthdlt mit ADH1-Terminator
Amp” PGADA424 mit PKCL Fusion an
PGADPKC LELJZ die GAL4 Aktivierungsdomane Jorg Jacoby
AmpR Vektor, der die fir die DNA-
Binde-Doméne des Gal4-Proteins
PGBTY TRP1 kodierende Sequenz unter der Bartel et al., 1993
5 Kontrolle des ADH1-Promotors
H enthalt mit ADH1-Terminator
AmpR
P Aminoterminal an pkcl C1
pHPS29 TRP1 Mutante fusioniertes Epitop von | Jacoby et al., 1997
Haemagglutinin
CEN/ARS
DHA47 SQK; Y Ep352-Derivat, dasden GALL- | oo
2 Promotor enthalt 9
AmpFt
YCp33 URA3 \E/-;?:ilscef evisiae-" Shuttle- Gietz und Sugino, 1988
or”
CEN/ARS
Ampt . .
YCplaclll LEU2 \IE/.;S:(;/r§cera/|sae Shuttle- Gietz und Sugino, 1988
CEN/ARS
Amp®
Y Cplac22 TRP1 \E/.é:ﬂ(l)ﬁcerewsae- Shuttle- Gietz und Sugino, 1988
CEN/ARS
Amp® . .
Hochkopienzahl E.coli/ :
YEp352 UZR:\ 3 Scerevisiae-” Shuttle-Vektor” Hill etal., 1986
Amp® Integrativer Vektor zur Fusion
Y 1p358r URA3 mit dem lacZ Gen Myerset al., 1986
Amp” ursprunglich isolierter
YIp5 URA3 . > ' Struhl et al., 1979
TelR integrativer Vektor
Amp® Integrativer E.coli/ Scerevisiae- . .
Ylplacl28 LEU2 " Shuttl -V ektor” Gietz und Sugino, 1988

Tabelle 2.5: In dieser Arbeit verwendete Hefe-Ausgangsplasmide
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2.1.3.2 Plasmidkonstruktionen

Name Ruckgrat Fragment
Vektor Restriktion Inhalt Restriktion
: PCR von genomischer DNA .
pHPS14 puc21l Sall/Nsil mit RHO1.3 und RHO1-5 Sall/Nsil
PCR Produkt von pJG4-
pHPS39 pGBT9 BamHI/Pstl 5RHO1 (RHO1-3-BamHl, BamHI/Pstl
RHO1-5-Pstl)
PCR Produkt von pJG4-
pHPS40 pGBT9 BamHI/Pstl 5rho1Q68H, C206S (RHO1-3- | BamHI/Pstl
BamHI, RHO1-5-Pstl)
pHP341 Y Ep352 BamHI/EcoRl | pHPS14 Bglll/EcoRl
pHP$43 pGAD424 Nhel/Pstl pHPS29 Nhel/Pstl
pHPS44 pHPS38 EcoRI - religiert
pHP345 pHPS39 EcoRl - religiert
pHPS49 pHPS40 EcoRI - religiert
PKC1 aus pHPS13
PHPS54 Y Cplac33 Sphl (Orientierung: ,,universal") Sphl
PKC1 aus pHPS13
pHPS55 Y Cplac33 Sohl (Orientierung: , reverse’) Sohl
PCR von pHPS18
pHPS56 mit pkccldel5und | Balll - religiert
pkccldel3
in vivo-Rekombination mit
pHPS58 pHPS13 BamHI PK C1-Fragment aus pHPS56 EcoRI
pHPS59 pQE9 BamHI/HinDIIl | pHPS40 BamHI/HinDIlI
PCR von pKPKC1
pHPS61 mit pkc15delhrl Balll - religiert
und pkcl3delhrl
in vivo-Rekombination mit
pHPS62 pHSP13 Ncol Fragment fir C1 Cs145:7S EcoRI
Mutation
in vivo-Rekombination mit
pHPS63 pHSP13 Ncol Fragment fir Raf C1B EcoRl
Mutation
in vivo-Rekombination mit
pHPS64 pHSP13 Ncol Fragment fir Raf C1AB EcoRl
Mutation
in vivo-Rekombination mit
PHPS65 PHSPL3 Neol Fragment fir AC1B Mutation EcoR|
pBTM116RLM1
PHPS67 Y Cplac22 Sph (Orientierung: ,, universal") Sph
pBTM 116RLM1(Orientierung:
pHPS68 Y Cplac22 Sphl . reverse’) Sphl
in vivo-Rekombination mit
pHPS69 pHPS13 Ncol Fragment fir Raf C1A EcoRl
Mutation
in vivo-Rekombination mit C1
pHPS70 pHPS13 BamHI Fragment aus pHPS56 Xbal/BamHl
in vivo-Rekombination mit
pHPS72 pHPS13 Ncol Fragment fir ACIA Mutation EcoRl
in vivo-Rekombination mit
pHPS73 pHPS13 Hpal Fragment aus pHPS61 Sphi/Ncol
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Name Ruckgrat Fragment
Vektor Restriktion Inhalt Restriktion

in vivo-Rekombination mit

pHPS74 pHPS13 BamHI Fragment fir C1 Cyz4437S EcoRI
Mutation
in vivo-Rekombination mit
PCR Produkt von pFA6a

PHPS7S | pHPSI3 - 13Myc-kanM X6 mit PKCR1 ;
und PKCF2

pHPS76 | YCplaclll Bl mit Klenow-Polymerase religiert
aufgefllt

pHPS77 pHPS76 Sphl PKC1 aus pHPS73 Sphl

pHPS78 pJiH447 BamHI/Sphl pHPS27 Balll/Sphl

pHPS79 pJIH447 BamHI/Sphl pHPS28 Bglll/Sphl
Promotor und Teil von lacZ aus

pHPS80 Y 1p358r Smal/Sacl LexAox5lacz Scal/Sacl

pHPS81 Y Cplac22 Sohl/Pstl pHPS80 Sphl/Nsil
riml aus pHPS68 (Orientierung

pHPS82 pHPS80 Sohl reverse’) Sphl
riml aus pHPS68 (Orientierung

pHPS83 pHPS80 Sohl universal®) Sphl
PCR von pHPS13 mit PKC-Gal

pHPS84 | pGBT9 BamHI/Pstl urd PKCHR12PS Bglll/Pstl
mit Klenow Polymerase -

pHPS85 puC19 EcoRI aufgefilllt religiert
mit Klenow Polymerase -

pHPS86 puC18 EcoRlI aufgefilllt religiert

pHPS38 pHPS35 Xbal/Pstl PKC1 Fragment aus pHPS13 | Xbal/Pstl

pHPS389 pHPS86 Xbal/Pstl PKC1 Fragment aus pHPS13 | Xbal/Pstl
in vivo-Rekombination mit

pHPS90 pHPS78 - PCR Produkt von pFA6a-GFP- -
HIS3 mit PKCR1 und PKCF2
in vivo-Rekombination mit

pHPS91 pHPS79 - PCR Produkt von pFA6a-GFP- -
HIS3 mit PKCR1 und PKCF2
Fragment von PKC1 aus

pHPS93 pHPS35 Xbal/Pstl M utagenese mit Xbal/Pstl
HR1A EMUT
Fragment von pkcl aus

pHPS94 pHPS85 Xbal/Pstl Mutagenese mit HR1L S1 Xbal/Pstl

pHPS95 pHPS88 AlwNI/EcoRI pHPS94 AlwNI/EcoRI

pHPS96 pHPS88 AIWNI/EcoRI pHPS93 AIWNI/EcoRI

. . 2,0 kb Fragment aus

pHPS97 pBlueskript SK+ HinCll/Clal L exAox5lacz Sul/Clal

pHPS98 pHPS13 Xbal/Pstl pHPS96 Xbal/Pstl

pHPS99 pHPS13 Xbal/Pstl pHPS95 Xbal/Pstl
Fragmente jeweils aus pHPS97

pHPS100 | pHPS68 Pstl und pHPS80 Orientierung Nsil/Clal
(,reverse")
Fragmente jeweils aus pHPS97

pHPS101 | pHPS68 Pstl und pHPS80 Orientierung Nsil/Clal
(, universal")

pHPS103 | Ylplacl28 Sohl pHPS13 Sphl
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Name Ruckgrat Fragment
Vektor Restriktion Inhalt Restriktion
pHPSI105 | Ylplacl2s Sphl pHPS98 Sphl
in vivo-Rekombination mit
PCR Produkt von pFA6a-
PHPS106 | pHPSAL - kanMX 6-Gst mit RHO1-c-tag- -
5 und RHO1-c-tag-3
pHPS108 | pGAD424 Xmal/Pstl pHPS84 Xmal/Pstl
in vivo-Rekombination flr
pHPS111 | pHPS13 Ncol PKC1 Es,A Mutante EcoRI
in vivo-Rekombination fir
pHPS112 | pHPS13 Ncol PKC1 DeyoA Mutante EcoRlI
in vivo-Rekombination fir
pHPS114 | pHPS13 Ncol PKC1 RugsA Mutante EcoRlI
pHPS115 | pHPS015 Nhel /Pstl pHPS104 Nhel /Pstl
Fragment von rho5 aus
PHPSLI6 | pUCII Sph M utagenese mit rho5Q91Hneu Sph
PCR von pHPS116 mit RHO5-
pHPS117 | pGAD424 EcoRI/BamH| 3Eco und RHO5-5Bam EcoRI/BamH]I
PCR von pHPS116 mit RHO5-
pHPS119 | pGBT9 EcoRI/BamHI 3Eco und RHO5-5Bam EcoRI/BamH]I
PCR von pUC19RHO5hin mit
pHPS120 | pGBT9 EcoRI/BamHI RHO5-3Eco und RHO5-5Bam EcoRI/BamH]I
PCR von pHPS98 mit
pHPS121 | pGAD424 Xmal/Pstl PKCGa Xma und Xmal/Pstl
PKCHR12Pstl
in vivo-Rekombination mit
pHPS124 | pGADPKC Nhel/Smal PKC1 Fragment aus pHPS121 BamH|/Bgll|
in vivo-Rekombination mit .
pHPS125 | pGADPKC Ncol Raf-C1- Fragment aus pHPS64 HinDII|
pHPS126 pUK1921 Xmal/Pstl pHPS108 Xmal/Pstl
pHPS127 | pGADPKC BamHI/Nhel pHPS129 BamHI/Nhel
: PCR von pKS1-PKCn mit .
pHPS128 pUK1921 HinDII1 PKCeta5 und PKCeta3 HinDIII
pHPS129 | pHPS13 HinDIII pHPS128 HinDII|
pHPS130 | pGEX-3x BamHI pHPS126 BamHI/Bgll1
pHPS131 | pHPS59 HinDI1I/HIinCIl | pHPS106 HinDI1I/HinClII
pHPS136 | pPGADPKC BamHI/Nhel pHPS58 BamHI/Nhel
. in vivo-Rekombination mit
pHPS137 | pHPS136 HinDIII okcl-Fragment aus pHPS121 Pstl/Bglll
pHPS138 | pHPS125 Xmal/Xbal aufgefullt mit Klenow- religiert
Polymerase
pHPS139 | pHPS127 Xmal/Xbal aufgefullt mit Klenow- religiert
Polymerase
pHPS140 | pHPS127 Xmmal/Xbal aufgefullt mit Klenow- religiert
Polymerase

Tabelle 2.6: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide
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2.1.3.3 Verwendete Transposon-Genbank

Die fur diese Arbeit freundlicherweise von M. Snyder zur Verfligung gestellte Transposon-
Genbank besteht aus 2-3kb langen, Sau3A- Fragmenten in dem Vektor pHSSE, die dann mit

dem Transposon Tn3 mutagenisiert wurden (Burns et al., 1994; P.Ross-MacDonald,

personliche Mitteilung).

2.1.4 Verwendete Oligonukleotide

Allein dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech AG

(Ebersberg) bezogen.
Name Sequenz

PKC-GAL 5-GCGAGATCT GGGAGCAGT TTA CAG-3

PKC-GALXmal 5- GGG CCC GGG GGA GCA GTTTACAG-3

PKCDAGL.1 '?'1-' '?‘?,Z _I/_Ag_IA_\CC;g (:S%GT TCC AAT CTCAAGATT CTA AAT

PKCDAG2 5-TACCAGATT CAGAAGATTTGC GTA CTT TAT GTC -3

,universal -40” 5-GTTTTCCCA GTCACGAC-3

,universal -200” 5- GGG AAG GGC GAT CGG TGC GGG 3

Jreverse’ 5- CAG GAA ACA GCT ATGACCATG-3

PKCR1 5- CAA AAA AGA GGC ATT GCA TCA AAA TGG A'I:A GTT
TCA GTT TAT GGA ATT CGA GCT CGT TTA AAC-3

PKCE?2 5-GAGTTTAGA GGA TTTTCCTTT ATG CCA GAT GAT
TTG GAT TTA CGGATCCCC GGG TTA ATT AA -3

PK Ceta3 5-GAATCGTTT TCA GAATTT TAT TAG CCA'TTT CCA
TCGACA TGCAGT TTG GGG CCA CGT TCG -3

PKCetas 5- CAA TAG GAA AGA AGA GAT ATT CGA ACA GCA TGG
CCA CCA CAA GTT CAT GGC CACATA C-3

PKCHR12Pst 5-CCCCTG CAGCATCTCTAGCAGCAGTTATICC-3

PKCatgout 5- GAG GGC AGA AGC TCC CCG -3

pkccldel5 5-CCCCAGATCTAT GTCGAT GGA AAT GGC -3

pkccldel3 5-CCCCAGATCTGT GGC CAT GCT GTT CG -3
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Name Sequenz

pkcdelhrll 5-GGA AAGATCTTT GTGAAAAACTCATGA CTG-3

pkcdelhrl2 5-CAA AGA TCT GAT AAT CAA CAACCGAAATTC-Z

PKCHR11 5-GCT GCG GAGAGA AGCTCTAGCG-3

RHO5-3neu 5-CCATTACTATGGTTCAACCTGG-3

RHO5-5neu 5- CCA CAT CGG TAA GTGATGACC-3

rho5Q91H 5-CAT AACGGT CTT AAACGATTGTAATCT TCGTGT
CCT GCA GTGTCCCAT AAATTG-3

HRI1LS] 5- CGT CAA AATCTT GAGTACTCG GAG GATAGCTTA
AAA AAATTA CGGTTGAAGACCGC-3

HRIA EMUT 5- GGAGCA GAA CAT TAA AAA AAA GAT AGC CGT

— CG(GCT) AGA AAA TAT TAT TCG GGG -3

ox5ura 5-CCA CAGTGT GTGAACCAATG-3

PKClrev 5- GGA GAA TTCGGA GAT TTA ATT TCT GGG ATG TAG -3

RHOL-C-tag-5 5- GAA GAA CACTACTGA AAA GAA GAA GAA GAA GTG

9 TGT CTT GTT ACG GAT CCC CGG GTT AATTAA -3
RHO1-C-tag-3 5-CTT ATA TGT AGA GAA GAA TAA GAT TAT ACA CAT
9 ACT GGG AGG AATTCGAGCTCGTTT AAAC-3

RHOGSTECO 5-CGA GGG ATC CGG TCA CAA CAA GTT GGT AAC-3
5-CTATGGATA CCT CTCACGAAATTCATGATA AAA

deltarKCS1-ATG | TAC CCG ATA CAT TAA GAGAGC AGC AGCAGT TCGTAC
GCT GCA GGTCGA C-3

RHO1-5 5- GGA ATG GGA GAG TCGACG -3

RHO1-3 5-CTGAGGTTG GAG GCT CAG -3

RHO1-ATG 5-GCG GGG ATC CGA ATCGCT GTT AGA GG -3

RHO1-TAG 5- GGG CAGTATCTGCCA -3

GALlatg 5-GGCGAATTCTATAGT TTTTTCTCCTTG ACG-3

GAL10atg 5-CTCGGA TCCTTATATTGAATTTTC-3

pPKC1-5 5-GGC TTC GCA TCG CAT CGC -3

GFPout 5-CACCTTCACCCTCTCC-3

GFPin

5-CCCTTT CGA AAGATCCC-3
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Name Sequenz
GALad 5-GTT TGG AAT CACTACAGG G-3
GALbd 5-GATTGG CTT CAGTGG AG-3

RHO1-5BamHlI 5- CCG GAG GAT CCGATTATGCCT CTC-3

RHOI-3Pstl 5-GACACT GCA GCT ATA ACA AGA CAGACTTC-3

pPKC1-3 5-ATG GGA CGCAATCACGC- 3

5'-CAATCACTAACTTGAGCATCGTCATIGTATCTT
delta-KCSL-TGA | GGT TCA GCG TCG AAA ATA AGC TCG TAC ATA GGC CAC
TAGTGGATCTG-3

Tabelle 2.7: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

2.2 Methoden

2.2.1 Transformationen

2.2.1.1 Transformation von Escherichia coli

Transformationen von E.coli wurden nach der Rubidiumchlorid-Methode durchgefihrt
(Hanahan et al., 1995).

2.2.1.2 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Transformationen von S cerevisiae wurden nach der Lithiumacetat-M ethode von Gietz et al.
(1995) durchgefiihrt.

2.2.2 Sporulation, Tetraden- und Paarungstypanalyse

Zur Sporulation wurden diploide Zellen zundchst in 5 ml YEPD fur 1 bis 2 Tage bei 30°C
angezogen. Anschliefiend wurden die Zellen fir 5 min bei 3000rpm abzentrifugiert und auf
1%igen Kaliumacetat-Platten aufgetropft. Nach mikroskopischer Kontrolle der Sporenbildung
wurden die Zelen in 500ul sterilem Wasser resuspendiert und 7-12 min mit 5pl
Glucoronidase/Arylsulfatase (Roche, Mannheim) inkubiert. Die Sporen wurden mit Hilfe
eines Mikromanipulators (Bachhofer Typ 4086) auf 2,5%igen Agaroseplattchen getrennt.
Zum Auskeimen wurden die Agarosepléttchen auf YEPD bzw. YEPD mit 1M Sorbitol bei
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25°C oder 30°C inkubiert. Zur Paarungstypanayse wurden die Zellen mit zwei
Testerstammen gepaart (LD3R-7B [MATa leul], SMC-19A [MATa: leul]). Nach Inkubation
fur 1 Tag bei 30°C wurden die Zellen auf synthetischem Minima medium ohne Aminosaure-
Zusétze abgestempelt. Unter diesen Bedingungen kénnen nur diploide Zellen wachsen.

2.2.3 Wachstumsanalyse mit seriellen Verdinnungsreihen

Zum Test des Wachstums verschiedener Mutanten wurden die Zellen Uber Nacht bei 25°C in
YEPD mit 1M Sorbitol angezogen und anschlief3end auf eine ODggo von 0,2 verdinnt und fr
weitere 4h inkubiert. Anschlie3end wurden Verdinnungen erstellt, die jeweils 10.000, 1.000,
100 und 10 Zeéllen in 5ul enthielten (abweichende Verdiunnungen sind im Ergebnisteil
angegeben). Die Verdinnungen wurden mit Hilfe eines ,,Froggers® auf die unterschiedlichen
Medien aufgebracht. Die verwendeten Medien und Konzentrationen der Wirkstoffe sind im

Ergebnisteil angegeben.

2.2.4 I1solierung Tansposon-flankierender Sequenzen

Zur Isolierung Transposon-flankierender Sequenzen wurde der Vektor YIp5 in das
Ampicillin-Gen des Transposons integriert (siehe auch Abbildung 3.20). Anschlief3end wurde
die chromosomale DNA isoliert, mit Nsil geschnitten und ligiert. Die so erhaltene DNA
wurde in E. coli transformiert, so da nur solche DNA mit Resistenzgen und
Replikationsursprung amplifiziert wird. Diese Plasmide enthielten zusétzlich zu den
Transposon- und Plasmidsequenzen genomische DNA bis zu der dem Integrationsort
néchsten genomischen Nsil-Schnittstelle. Die isolierten Plasmide wurden mit Hilfe des

Oligonukleotids u-200 sequenziert.

2.2.5 Analyse von Nukleinsauren

2.2.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

2.2.5.1.1 Plasmid-Isolierung mit Hilfe der , Alkalischen Lyse"

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode der alkalischen Lyse von
Sambrook et al. (1989), die in einigen Punkten abgewandelt wurde. Zunéchst wurde bis zur
Zugabe von 3M Kaliumacetat-L6sung und darauffolgender Zentrifugation fir 15min bei
13.000rpm (Kuhlzentrifuge Sigma 2K 15) nach der Vorschrift der Firma Qiagen verfahren.
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Der so erhaltene Uberstand, in dem die DNA enthalten ist, wurde mit 0,8 Volumenteilen
Isopropanol versetzt und erneut wie zuvor beschrieben zentrifugiert. Durch diese Féllung
wurde ein Pellet erhalten, das sowohl DNA als auch RNA enthélt. Nach Aufnahme des Pellets
in 100pl RNase Losung (50mM Tris/HCI, pH8, 10mM EDTA, 0,1mg/ml RNase A, 150mM
NaCl) wurde die RNA durch 20mindtige Inkubation bei 37°C entfernt. Nun wurde die
Plasmid-DNA erneut gefdllt. Diesmal durch Zugabe von 5ul 3M Natriumacetat und 250ul
96% Ethanol und nochmalige Zentrifugation (15min, 13.000rpm, Kihlzentrifuge Sigma 2K
15). Anschliefzend wurde die DNA in 50ul H,O aufgenommen.

2.2.5.1.2 Plasmid-Isolierung mit Hilfe des ,High Pure Plasmid Isolation Kit"

Plasmid-DNA die zur Sequenzierung vorgesehen war, wurde mit Hilfe des ,High Pure
Plasmid Isolation Kit* (Roche, Mannheim) isoliert. Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben
des Herstellers.

2.2.5.1.3 Plasmid-Isolierung durch Qiagen , Midipraparation®

Plasmid-DNA, die in grof3eren Mengen benttigt wurde, wurde mit dem ,,Plasmid Midi Kit*
der Firma Qiagen, Hilden, isoliert. Die Durchfihrung erfolgte gemél3 den Anweisungen des
Herstellers.

2.2.5.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus S.cerevisiae (Robzyk und Kassir, 1992)

Die Plasmid-DNA wurde aus 1,5ml einer stationdren Hefekultur, die unter selektiven
Bedingungen gewachsen war, isoliert. Nach Ernten der Zellen (5min, 5.000rpm, Eppendorf
Microfuge) wurden diese in 100ul STET ( 8% Saccharose; 50mM Tris pH8; 50mM EDTA;
5% Triton X-100) resuspendiert. Nach Zugabe von 0,2g Glasperlen (g 0,45mm) wurden die
Zellen 5min aufgeschlossen. Nach Zugabe von weiteren 100ul STET wurde die Suspension
kurz gemischt und 3min bei 100°C aufgekocht. Nach kurzer Inkubation auf Eis wurden die
Zelltrimmer abzentrifugiert (10min, 4°C, 13.000rpm, Kuhlzentrifuge Sigma 2K 15). Zu
100p! des Uberstandes wurden 50pl einer 7,5M Ammoniumacetat-L 6sung hinzugefigt.
Waéhrend einer einstiindigen Inkubation bei -20°C wurden chromosomale DNA, grof®e RNAs
und andere Unreinheiten prézipitiert. Nach zehnminttiger Zentrifugation (4°C, 13.000rpm,
K uihlzentrifuge Sigma 2K 15) wurden 100ul des Uberstandes mit 200yl kaltem, 96% Ethanol
versetzt. Die Plasmid-DNA wurde durch eine 15mindtige Zentrifugation bei 13.000rpm
gesammelt (Kihlzentrifuge Sigma 2K 15). Anschlief3end wurde sie in 20pl sterilem H,O
gelost. Um weitere Analysen mit der isolierten Plasmid-DNA durchfiihren zu kdnnen,

bedurfte es einer Amplifikation in E.coli-Zellen. Daher wurden von der erhaltenen Plasmid-
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DNA 10ul fir eine E.coli-Transformation eingesetzt. Nach erneuter ,, Minipréparation” lag
geniigend DNA fir die weitere Bearbeitung vor.

2.2.5.3 Isolierung von chromosomaler DNA aus S.cerevisiae

Die Isolierung von chromosomaler DNA von Scerevisiae erfolgte in Anlehnung an die von
Adams et al. (1997) entwickelte Methode. 5ml Zellkultur wurden in selektivem Medium Uber
Nacht angezogen und abzentrifugiert (5min, 5.000rpm, Heraeus Megafuge 1.0). Die Zellen
wurden in 400ul Sphéroplastenpuffer (0,5M Sorbit, 0,AM EDTA, 14mM [-Mercaptoethanol)
resuspendiert und 10pl einer Zymolyasel6sung 100T (Stammlésung: 2,5mg/ml) zugegeben.
Durch eine einstindige Inkubation bel 37°C wurde nun die Zellwand abgebaut. Die so
erhaltenen Sphéroplasten wurden abzentrifugiert (4°C, 13.000rpm, 5min Kuhlzentrifuge
Sigma 2K 15) und in 0,5ml EDTA (50mM, pH 8,0) und 50ul 10% SDS resuspendiert. Durch
Inkubation fir 30min bei 65°C wurden DNasen inaktiviert und anschlief}end bei
Raumtemperatur abgekihlt. Nach Zugabe von 150ul 5M Kaliumacetat wurden die Proben fir
30min auf Eis gestellt. Die so ausgefallten Proteine wurden durch Zentrifugation (13.000rpm,
10min, Kuhlzentrifuge Sigma 2K 15) abgetrennt. Der Uberstand wurde mit 0,6
Volumenteilen Isopropanol versetzt und somit die DNA ausgeféllt. Durch erneute
Zentrifugation (13.000rpm, 10min, Kihlzentrifuge Sigma 2K 15) wurde im Pellet die DNA
erhalten. Diese wurde mit 100l RNase A-Losung (50mM Tris/HCI, pH8, 10mM EDTA,
0,1mg/ml RNase A, 150mM Natriumchlorid) versetzt und 30min bel 37°C inkubiert. Durch
Zugabe von Natriumacetat in einer Endkonzentration von 0,3M und 2,5 Volumenteilen
Ethanol wurde erneut die DNA ausgeféllt und durch Zentrifugation (13.000rpm, 10min,
Kuhlzentrifuge Sigma 2K 15) pelletiert. Das Pellet wurde getrocknet und in 100ul H>O

aufgenommen.

2.2.5.4 Isolierung von Nukleinsédure-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Um spezifische DNA-Fragmente nach einer Restriktion zu isolieren, wurden die gewtinschten
Fragmente nach elektrophoretischer Trennung in einem 0,8-1%igen Agarose-Gel unter einer
UV-Lampe ausgeschnitten (A=312nm). Die Isolierung erfolgte entweder mit Hilfe des " Prep-
A-Gene® DNA Purification Kits’ der Firma BIO-RAD (Miinchen) oder dem ,, High Pure PCR
Product Purification Kit* der Firma Roche (Mannheim), jeweils nach den Anweisungen des
Herstellers.

2.2.5.5 Reinigung von PCR-Fragmenten

PCR-Fragmente wurden mit Hilfe des ,,High Pure PCR Product Purification Kit* der Firma
Roche (Mannheim) nach Angaben des Herstellersisoliert.
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2.2.5.6 Restriktion von Nukleinsauren

Die sequenzspezifische Spaltung von Nukleinsduren erfolgte nach Anweisungen des
Herstellers. Fur Plasmid-DNA wurden 2U/ug DNA eingesetzt (Inkubationszeit: 1-2h), fur
chromosomale DNA (5-10pg) 10U Enzym (Inkubationszeit 14-16h).

2.2.5.7 Dephosphorylierung von Nukleinsaure-Fragmenten

Die Dephosphorylierung diente der Verhinderung von Religationen bel Vektoren, die nur mit
einer Restriktionsendonuklease geschnitten wurden und in die ein weiteres Fragment kloniert
werden sollte. Bei der Dephosphorylierung wurden die endstandigen 5°-Phosphatgruppen aus
doppelstrangigen, linearen DNA-Fragmenten entfernt. Die Dephosphorylierung wurde mit
alkalischer Phosphatase aus Kaberdarm (CIP = calf intestine phosphatase) nach Angaben des
Herstellers (Boehringer Mannheim) durchgefuihrt. Um nach abgeschlossener Reaktion das
Enzym zu inaktivieren, wurde der Reaktionsansatz 15min bei 65°C inkubiert und
anschlief3end Uber ein 1%iges Agarose-Gel aufgetrennt, aus dem der gewiinschte, linearisierte
und dephosphorylierte Vektor isoliert werden konnte.

2.2.5.8 DNA-Ligation

Die Ligation von DNA erfolgte mit éinem 5molaren Uberschuf? an Fragment-DNA gegeniiber
Vektor-DNA 2-3h bei Zimmertemperatur oder Uber Nacht bei 16°C mit 1U T4-DNA-Ligase
(Boehringer Mannheim). Die Reaktion wurde gemd3 den Angaben des Herstellers
durchgefihrt.

2.2.5.9 Auftrennung von Nukleinsaure-Fragmenten mit Hilfe von
Gelelektrophoresen

2.2.5.9.1 Auftrennung in nativen Agarose-Gelen

Die Analyse von DNA-Fragmenten erfolgte Uber eine elektrophoretische Auftrennung in
Agarose-Gelen. Je nach Trennbereich, der betrachtet werden sollte, wurden 0,8-1%ige
Agarose-Gele verwendet (Agarose in 1x TAE-Puffer gelost). Als Laufpuffer diente 1x TAE-
Puffer (40mM Tris/HCI pH8,0 , 20mM Natriumacetat, 2mM EDTA). Um ene
Langenabschétzung durchfihren zu kénnen, wurde DNA des Bakteriophagen A (geschnitten
mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI/Hindlll oder Hindlll) benutzt. Durch eine
Konzentration von 0,5pug/ml Ethidiumbromid im Agarose-Gel konnte die DNA bel
Bestrahlung mit UV-Licht (A=366nm) sichtbar gemacht werden.
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2.2.5.9.2 Denaturierende Polyacrylamid-Gele zur Sequenzierung

Die Auftrennung der durch die Sequenzreaktionen gebildeten DNA-Fragmente erfolgte in
denaturierenden Polyacrylamid-Gelen. In einem LOsungsgemisch, bestehend aus 12ml
Sequenziergelkonzentrat (38% Acrylamid, 2% Bisacrylamid), 33ml 8M Harnstoff-L &sung,
5ml 10x TBE/50% Harnstoff und 120l 25%iger APS-L6sung (Ammoniumpersulfat) wurde
durch  Zugabe von 60ul TEMED (N,N,N°, N’-Tetramethylethylendiamin) die
Polymerisationsreaktion gestartet. Die Elektrophorese erfolgte 2-8h bel 50W (Einlauf der
Proben: 40W) in einer GibcoBRL-Kammer mit 1x TBE-Puffer (90mM Tris pH8,0, 90mM
Borat, ImM EDTA) as Laufpuffer. Nach vollendeter Elektrophorese wurde das Gel von den
Glasplatten gelést und auf einem Whatman-Papier mindestens 2h bei 80°C auf einem
Vakuumtrockner getrocknet. Das getrocknete Gel konnte dann zur Autoradiographie
eingesetzt werden. Je nach Menge der eingebauten **S-Nukleotide wurde 1-5 Tage ein Kodak
X-OMAT ™-Film exponiert.

2.2.5.10 Nicht-radioaktive Markierung von Nukleinsauren mit Digoxigenin

Die Markierung der DNA wurde nach dem Prinzip des ,,random priming* (Feinberg und
Vogelstein, 1983) durchgefihrt. Dabei wurde fur die nicht-radioaktive Markierung der ,, DIG
DNA Labeling and Detection Kit non radioactive” der Firma Roche Molecular Mannheim

verwendet. Die Markierung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
2.2.5.11 Nachweis spezifischer Nukleinsdure-Sequenzen

2.2.5.11.1 DNA-DNA-Hybridisierung (, Southern-Blot*-Analyse)

Die zu untersuchende DNA wurde Uber Nacht in einem Gesamtvolumen von 100l mit
verschiedenen Restriktionsendonukleasen behandelt und anschlief3end geféllt und in Wasser
gel6st. Nach einer elektrophoretischen Auftrennung in einem 1%igen Agarose-Gel wurde die
DNA auf eine Hybond N-Nylonmembran (Amersham/Braunschweig) mittels eines
Kapillarblots nach Southern (1975) Uber Nacht Ubertragen. Vorher wurde das Gel 5min in
0,25M HCI-L6sung inkubiert, anschlief3end 2x15min in Denaturierungslosung (0,5M NaOH,
1,5M NaCl) und abschlief3end 2x15min in Transferpuffer (IM Ammoniumacetat) gewaschen.
Die Ubertragene DNA wurde durch Inkubation bei 80°C fir 1-2h an die Membran fixiert. Die
so behandelte Membran wurde dann fir die Hybridisierung eingesetzt.

2.2.5.11.2 Hybridisierung und Detektion

Zur Prahybridisierung wurde die Membran mit 10ml Prahybridisierungsl6sung/100cm? (5x
SSC, 0,02% SDS, 0,1% D-Laurylsarcosin, 10% NRB2 (10g Blockierungsreagenz in 100ml
NRB1 (100mM Maeinsdure, 150mM Natriumchlorid, pH 7,5) gel6st)) in einer Tite
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eingeschweifd und fir mindestens 1h im Wasserbad bei 68°C inkubiert. Nach Zugabe der
denaturierten, markierten Sonde erfolgte die Hybridisierung Uber Nacht bei gleicher
Temperatur. Nach der Hybridisierung wurde die Membran wie folgt gewaschen: 2x 5min in
2x SSC mit 0,1% SDS bei Zimmertemperatur, 2x 15min in 0,1x SSC mit 0,1% SDS bei 68°C.
Der Nachweis wurde nach dem modifizierten Detektionsprotokoll der Firma Boehringer mit
Maleinssure-Puffer durchgefiihrt. Als Chemilumineszenz-Substrat diente CSPD® (Tropix) in
einer 1:200 Verdinnung. Um die DNA sichtbar zu machen, erfolgte eine Exposition der
Membran auf Réntgenfilm (Fuji RX oder Kodak X-OMAT™).

2.2.5.12 Radioaktive Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des ,Sequenase Version 2.0
Sequencing Kits* (USB/Bad Homburg) durchgefiihrt. Die Sequenzreaktion erfolgte gemald
den Empfehlungen des Herstellers. Als radioaktives Nukleotid wurde [o-*°S]-dATP
eingesetzt.

2.2.5.13 Sequenzierung von Plasmid-DNA aus Abschnitt 3.4

Die Sequenzierung der isolierten Plasmide der Transposongenbank erfolgte durch die Firma
Seqglab (Gottingen).

2.2.5.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktionen wurden ale mit dem ,Expand™ High Fidelity PCR

System®” der Firma Roche Molecular Mannheim durchgefihrt. Lediglich der verwendete
dNTP-Mix (jewells 1,25mM von dATP, dCTP, dGTP, dTTP) entstammte nicht diesem
System, sondern wurde aus Ldsungen der einzelnen Nukleotide (100mM, Roche Molecular
Mannheim) hergestellt. Der Standard-Ansatz enthielt eine MgCl,-Konzentration von 3mM,
eine Oligonukleotid-Konzentration von 0,3 pmol/ul und eine dNTP-Konzentration von
250uM. Das verwendete PCR-Programm wurde jeweils dem zu amplifizierenden Fragment
angepaldt. Zuerst erfolgte eine Smindtige Denaturierung. Erst anschlief3end wurde die "High
fidelity”-Polymerase zugegeben. Dann folgte die eigentliche Ampflifikation, die sich aus 25-
35 Zyklen zusammensetzte. Diese bestand aus 45sec Denaturierung bel 96°C, dann, mit einer
Zeit in Abhéngigkeit von der Lange und Sequenz der Oligonukleotide, die Anlagerung der
Oligonukleotide an die Ziel-DNA bel 55-60°C (Standard 2 min.). Die Zeit der Verlangerung
beim dritten Schritt richtete sich nach der zu erwartenden Fragmentgréf3e (1min/1kb zu
synthetisierende DNA). Dieser Schritt wurde bel einer Temperatur von 68°C durchgefihrt.
Der abschlieffende Verlangerungsschritt von 15min bei 68°C diente dem Aufflllen aller
Doppelstrange auf die volle Lange.
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2.2.5.15 In vitro Mutagenese von DNA Fragmenten

Die in vitro-Mutagenese von DNA Fragmenten wurde nach der auf PCR-basierenden
Methode von Boles und Miosga (1995) durchgefihrt.

2.2.5 Analyse von Proteinen

2.2.5.1 Herstellung von S. cerevisiae-Rohextrakten

Die Préparation von Rohextrakten erfolgte aus 50-500ml Flussigkultur. Nach dem Ernten der
Zellen (5min, 3000rpm, Heraeus Megafuge 1.0) wurden diese zweimal mit dem jeweiligen
Puffer gewaschen. Fir den Aufschlul3 wurden die Zellen in 1ml des gleichen Puffers,
resuspendiert, mit 0,59 Glasperlen (& = 0,45 - 0,5mm) versetzt und 8min bei 4°C auf dem
IKA-Vibrax-VXR aufgeschlossen.

2.2.5.2 Herstellung von E. coli-Rohextrakten

Die Préparation von Rohextrakten erfolgte aus 50-500ml Flussigkultur. Nach dem Ernten der
Zellen (10min, 10.000rpm, Beckman) wurden diese zweimal mit dem jeweiligen Puffer
gewaschen. Fur den Aufschlufd wurden die Zellen in 1ml des gleichen Puffers, resuspendiert,
mit 0,5g Glasperlen (& = 0,11mm) versetzt und 8min bei 4°C auf dem IKA-Vibrax-VXR

aufgeschlossen.

2.2.5.3 Bestimmung des Proteingehaltes

Proteinkonzentrationen wurden je nach Anzahl der Proben und zu erwartender

Proteinkonzentration mit unterschiedlichen Methoden bestimmit.

2.2.5.3.1 Proteinbestimmung nach der Micro-Biuret-Methode

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Rohextrakten fur die Bestimmung der (3
Galaktosidaeaktivitéat erfolgte mit Hilfe der Micro-Biuret-Methode (Zamenhof, 1957). Ein
Aliquot des zu messenden Rohextraktes wurde mit sterilem, destilliertem H,O auf 1ml
aufgefullt und mit 500ul Micro-Biuret-Ldsung (40% NaOH, 1% CuSO,) gemischt. Nach
einer Inkubation von 10-60min wurde die Extinktion in einem Photometer (Pharmacia,
Ultrospec 4000) bei 290nm gemessen. Zur Eichung diente Rinderserum-Albumin.
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2.2.5.3.1 Proteinbestimmung nach der Bradford-Methode

Zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen fur den Nachweis der Phosphorylierung von
Mpklp wurde das Verfahren nach Bradford (1976) angewendet. Dazu diente der "Protein
Assay” der Firma BIO-RAD (Munchen), der nach Angaben des Herstellers verwendet wurde.
Die Messungen erfolgten bei einer Wellenléange von 595nm in einem Pharmacia, Ultrospec
4000 Photometer. Als Standard wurde eine Eichkurve mit Rinderserum-Albumin (BSA)

aufgenommen.

2.2.5.4 Nachweis und Bestimmung enzymatischer Aktivitat

2.2.5.4.1 Qualitativer Nachweis der 3-Galaktosidaseaktivitat durch

Uberschichten

Fir eine grobe Abschdtzung der 3-Galaktosidaseaktivitét in S. cerevisiae-Zellen, wurden
diese zunichst tiber Nacht auf Agarplatten angezogen. Zum Uberschichten der Platten wurden
10ml 1%Agarose (in H>O gel6st) und 10ml 1M Natrium-Phosphat-Puffer, pH7,0 getrennt in
der Mikrowelle erhitzt. Die Loésungen wurden auf etwa 50°C abgekihlt, gemischt und
zusétzlich mit 50ul  10%iger SDS-Lésung und 400pl X-Gal-Lésung (5mg/ml in
Dimethylformamid gelost) versetzt. Pro Platte wurden ca. 20ml dieses Gemischs zum
Uberschichten verwendet. Die Platten wurden nach dem Uberschichten noch fir 1h - 5h
(langstenfalls tiber Nacht) bei 30°C inkubiert.

2.2.5.4.2 Quantitativer Nachweis der 3-Galaktosidaseaktivitat

Zur Bestimmung von [-Galaktosidase-Aktivitdten in Rohextrakten wurden je 950pl
vorgewdrmter lacZ-Puffer (60mM NaHPO,;, 40mM NaH,PO,4 10mM KCI, 1mM MgSQO,,
Img/ml ONPG (o-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid), pH7,0) mit 50ul Rohextrakt
vermischt und bei 30°C bis zur Gelbfarbung inkubiert. Die Reaktion wurde dann durch die
Zugabe von 500pl 1M Natriumcarbonat-L6sung gestoppt, wobei die Extinktion 1,0 nicht
Uberschreiten sollte. Die Proben wurden dann bei 420nm in einem Ultrospec 4000/UV/Visible
Spectrophotometer der Firma Pharmacia Biotech gemessen.
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Die spezifische Aktivitét wurde nach folgender Formel berechnet:

AE/min+V
£*xm, #* Ve *d

Spezifische Aktivitét [U/mg Protein] =

Protein

A E/min : Extinktionsdnderung pro Minute

e : Extinktionskoeffizient (fir 2-Nitrophenol: € = 4,5 x 10° M-1e™1)
Vges : Gesamtvolumen des Testansatzes in der Kiivette (in 1500ul)
Vre : Volumen des eingesetzten Rohextraktes (in ul)

d: Schichtdicke der Kivette (1cm)

Merot - Proteinkonzentration des Rohextraktes (mg/ml)

2.2.5.4.3 In vitro-Nachweis der Pkc1lp-Enzymaktivitat

Herstellung der Rohextrakte

Die Hefezellen wurden in 50 ml synthetischem Medium ohne Leucin, angezogen. Die Zellen
wurden geerntet und in 1% des Ausgangsvolumens Lysispuffer (50mM HEPES pH7,5, 150
mM KCI, ImM EGTA, 1ImM EDTA, 100ug/ml PMSF, 10ug/ml Pepstatin A, Leupeptin,
Aprotinin, Benzamidin, Trypsin Inhibitor, 0,03% Octyl R-Glucoside, 10% Glycerin)
resuspendiert. 2ul Antifoam A und 0,5 Volumen Glasperlen (& = 0,45 - 0,5mm) wurden
hinzugefigt, bevor die Zellen auf einem IKA Vibrax VXR bei 4°C aufgeschlossen wurden.
Der Uberstand wurde fur 10 min. bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert, die
Proteinkonzentration wurde bestimmt (siehe Abschnitt 2.2.5.3.1) und auf 5mg/ml eingestellt.
Der Rohextrakt wurde vorsichtig fur 1h bel 4°C geschuttelt, um die Loslichkeit von Pkclp zu
erhéhen. Anschlief3end wurden die Rohextrakte fir 1h bei 100.000g zentrifugiert.

I mmunkomplexfallung

200ug Protein wurden zu einem Endvolumen von 500ul Immunprézipitationspuffer (50mM
Tris-HCI, pH7,5; 150 mM NaCl, 1mM EGTA, 1mM EDTA, 0,25% Gelatine, 10ug/mi
Leupeptin, 1% Nonidet P-40) gegeben. 1pug monoklonaler Maus-anti-c-myc-Antikorper
(Calbiochem) und 50ul Protein G-,MicroBeads’ (Miltenyi Biotec) wurden zugegeben,
gemischt und fir 30 min bel 4°C inkubiert. ,iu Columns’ (Miltenyi Biotec) wurden in den
Separator gegeben und mit 200ul Immunprézipitationspuffer gewaschen. Die Mixtur aus
Lysat, Antikdrpern und ,MicroBeads’ wurde auf die Sdule gegeben. Anschlieffend wurden
diese viermal mit 200pl Immunoprezipitationspuffer und einmal with 40 mM MOPS pH7,5
gewaschen. Die Saulen wurden durch Waschen mit 200ul Reaktionsmix (40 mM MOPS, pH
7,5, 10 mM MgCl,, ImM Dithiothreitol) auf die enzymatische Reaktion vorbereitet.
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Kinasereaktion

Zur Bestimmung der in vitro-Kinaseaktivitét wurden 25ul Reaktionsmix (s.0.) mit 50 uM [y-
¥p] ATP und 02 mg/ml eines synthetischen Substratpeptides (Sequenz:
LKRGNSKRVVSSTSAADC aus dem Zielprotein Bcklp, welches von Pkclp in vivo
phosphoryliert wird) versetzt und auf die Saule gegeben. Dann wurde die Saule fir 30 min bei
30°C inkubiert. Das Substrat wurde anschlief3end durch Zugabe von 25ul heif}em Laemmli-
Probenpuffer (25ml 4xSammelgelpuffer; 39ml 10%ige SDS-Ldsung, 20ml Glycerin, 10ml -
Mercaptoethanol, 4mg Bromphenolblau, H,O ad 100ml; Laemmli, 1970) eluiert.
Auftrennung und Nachweis

Die Proben wurden in einem 15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (siehe Abschnitt
2.255.1). Nach der Elektrophorese wurden das Ge einma fir 10 min in 12,5%
Trichloessigsaure und zweimal mit 10% Methanol, 10% Essigsdure gewaschen. Anschlief3end
wurde das Gel auf 3MM Whatman Chromatographie-Papier auf einem Geltrockner
getrocknet. Zuletzt wurde ein Kodak X-OMAT™ Film benutzt, um die Phosphorylierung des

Proteins nachzuweisen. Die Expositionszeit betrug je nach Stérke des Signals 1-7 Tage.

2.2.5.5 Nachweis spezifischer Proteine

2.2.5.5.1 Auftrennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in SDS-Polyacrylamid-Gelen wie von Laemmli (1970)
beschrieben. Es wurden 3%ige Sammelgele, 7,5%ige Gele fur den Nachweis von Pkclp und
10%ige Gele fur die Elektrophorese bei der Aufreinigung von Rholp (Abschnitt 3.2.3.3) und
der HR1-Domaéne (Abschnitt 3.2.3.4) eingesetzt.

2.2.5.5.2 Transfer von Proteinen auf Membranen

Der Transfer der Proteine erfolgte entweder in einer ” Tankblot-Apparatur” auf eine Membran
(Protan BA Nitrocellulose-Membran; zum Nachweis von Mpklp und phosphoryliertem
Mpk1p) oder mit Hilfe einer Elektroblot-Apparatur (BIO-RAD, Minchen) auf Immobilon P-
Membran (zum Nachweis der anderen Proteine), die gemald den Angaben des Herstellers
vorbehandelt wurde. Die Ubertragung wurde in Transfer-Puffer (25mM Tris, 192mM Glycin,
20% Methanol) durchgefuihrt. Dabei wurde fur die erste Methode 4h bei 4°C bei 55V, fur die
zweite Methode 20 min. bel 4°C und 400mA Ubertragen. Die Membranen wurden mit
Waschpuffer mit 5% Rinderserumalbumin (100ml 10x PBS, 1ml Tween-20, H,O ad 1000ml;
10x PBS: 0,58M NaHPO,, 0,17M NaH,PO,xH,0, 0,68M NaCl) fur 1 h blockiert.
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2.2.5.5.3 Nachweisreaktionen

Nachweis membrangebundener Proteine

Als Erstantikorper for den Nachweis spezifischer Proteine dienten die in Tabelle 2.1
angegebenen Antikorper in den vom Hersteller angegebenen Verdinnungen in Waschpuffer
(s.0.) mit 5% Rinderserumalbumin. Die Membranen wurden fir 1h mit der Antikorperldsung
inkubiert. Wenn mit alkalischer Phosphatase gekoppelte Zweitantikorper verwendet wurden,
wurde anschlief3end dreimal far 15 min mit Waschpuffer, der beim dritten Waschschritt
erneut mit 5% Rinderserumalbumin versetzt war, gewaschen. Die verwendeten
Zweitantikorper finden sich erneut in Tabelle 2.1. Die Membran wurde dreimal mit
Waschpuffer fur jeweils 15min gewaschen. Dann wurde die Membran 15min in
Substratpuffer (10mM TrigHCI pH9,5, 100mM NaCl, 50mM MgCl,) &quilibriert. Die
Farbelosung enthielt 4mg NBT (Nitroblau-Tetrazoliumsalz) und 1,7mg BCIP (5-Bromo-4-
chloro-3-indolylphosphat) in 10ml Substratpuffer. Die Farbereaktion wurde durch Waschen
der Membran mit destillietem Wasser beendet. Wenn mit Peroxidase gekoppelte
Zweitantikorper verwendet wurden, kam ein Chemilumineszenzsubstrat (Pierce) zum Einsatz.
In diesem Fall wurden die Waschschritte nach den Anweisungen des Herstellers abgeandert.
Nachweis von Proteinen mit ,, Coomassie Brillant Blug"

Zur Farbung von Proteinen mit ,Coomassie Brillant Blue® wurden die Gele 1h in 0,1%
»Coomassie Brillant Blue" (Merck), 7,5% Acetat und 50% Methanol bei 65°C inkubiert und
anschlief3end fur 1h bei 65°C in 7,5% Acetat und 20% Methanol entfarbt.

Nachweis von Proteinen mittels Silberfarbung

Der Nachweis von Proteinen mittels Silberférbung erfolgte nach der Methode von Blum et al.
(1987). Dazu wurde das Gel fur eine Stunde in 50% Methanol, 12% Essigsaure und 0,5ml/I
Formaldehyd geschittelt, danach dreimal fir 20 min in 50% Ethanol gewaschen und fur 1
min 0,2g/l Natriumthiosulfat geschwenkt. Anschlief3end folgten erneut drei kurze
Waschschritte fur jeweils 20 Sekunden in deionisiertem Wasser, eine 20 minutige Inkubation
in 2 g/l Silbernitrat und 0,75 mi/l Formaldehyd und erneutes Waschen fir zweimal zwanzig
Sekunden in deionisiertem Wasser. Die Farbreaktion wird mit 60g/l Dinatrium-Carbonat,
0,8mg/ml Natriumthiosulfat und 0,5 ml/I Formaldehyd gestartet und nach ungeféhr einer
Minute (oder bel grofRen Proteinmengen auch kirzer) mit 50% Methanol, 12%Essigsaure

gestoppt.
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2.2.5.5.4 Affinitatsreinigung markierter Proteines mittels Ni-NTA Agarose

Zur Aufreinigung des mit sechs Histidinresten markierten Rholp wurde Ni-NTA-Agarose der
Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Als Expressionstamm wurde der E. coli-SURE-Stamm der
Firma Stratagene (La Jolla, Kalifornien) eingesetzt. Der Test der Expresson und die
Aufreinigung erfolgte nach den Anweisungen des Herstellers fir nicht-denaturierende

Aufreinigung von Proteinen im kleinen Mal3stab.

2.2.5.5.5 Affinitatsreinigung markierter Proteines mittels Glutathion-Sepharose

Fir die Aufreinigung der mit Glutathion-S-Transferase markierten HR1 Doméne aus Pkclp
wurden 300ul Rohextrakt mit 50ul 1x PBS-aquilibrierter Glutathion-Sepharose versetzt und
far 1h bei 4°C auf einer ,, Wippe" inkubiert. Die Matrix wurde dann 3 mal mit 500ul 1x PBS-
Puffer (s.0.) gewaschen und dreimal mit 50ul Elutionspuffer (50mM Tris/HCI, pH8,0, 10mM
reduziertes Glutathion) inkubiert. Der Uberstand der Elution wurde abgenommen und
vereinigt, 1:1 mit Laemmli-Probenpuffer (25ml 4xSammelgelpuffer; 39ml 10%ige SDS-
Losung, 20ml Glycerin, 10ml B-Mercaptoethanol, 4mg Bromphenolblau, H,O ad 100ml;
Laemmli, 1970) versetzt, 10 min gekocht und mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte entweder mit gegen Glutathion-S-

Transferase gerichteten Antikorpern oder mit Hilfe einer Silberfarbung.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen an der ,Cystein-reichen“ Doméane

3.1.1 Weiterfuhrende Untersuchungen an der C1 Cyzg 437S/Cs14517S

Mutanten

In einer vorhergehenden Arbeit wurde bereits eine Mutante in der Cystein-reichen Region von
PKCL1 erzeugt und phanotypisch charakterisiert (Jacoby et al., 1997). Die Mutationen zielten
in erster Linie darauf ab die Zinkfinger-Struktur der C1 Doméne zu zerstoren und Zellen, die
ein solchermal3en verdndertes Allel trugen zeigten die, fir PKC1 Mutanten unter Abschnitt
1.2.1.1 beschriebenen, typischen Wachstumsdefekte. Durch die vorangegangenen
Untersuchungen lief3 sich jedoch nicht kléren, welcher Art die Aktivierung an der C1 Doméne
ist. Es war nach wie vor nicht geklart, ob die Bindung von DAG oder die von Kamada et al.
(1996) und Nonaka et al. (1995) beschriebene Bindung der kleinen GTPase Rholp an die C1

durch die eingefihrten Mutationen unterbunden wird.

3.1.1.1 Dihybrid Untersuchungen mit dem Cysz4 437S/Cs14,517S pkcl Allel

Mit Hilfe des Dihybrid Systems kdnnen Protein-Protein Wechselwirkungen in vivo untersucht
werden (Fields und Song, 1989). Dazu wird jewelils ein Interaktionspartner an die DNA-
Bindedoméane und der andere an die Aktivierungsdoméane eines Transkriptionsfaktors (bel
dem hier verwendeten System von GAL4) fusioniert. Zusédtzlich besitzen beide
Fusionsproteine eine Kernlokalisierungssequenz. Kommt es zur Interaktion der beiden
Proteine, so bildet der Komplex einen Transkriptionsfaktor, der die Transkription von
Reportergenen ermdglicht. Der in dieser Arbeit eingesetzte Stamm PJ69-4A (James €t al.,
1996) verfugt Uber Reporterkassetten fur Wachstumsselektion auf Histidinmangel- und
Adeninmangel-Medium, sowie Uber die [FGalaktosidase, deren Aktivitdt leicht Uber
Farbreaktionen nachgewiesen werden kann. Das PKC1-Gen lag bereits als Fusion mit der
GAL4 Aktivierungsdoméne vor. Die Cyzs, 4379Cs14517S Mutation wurde Uber Klonierung in
diesen Vektor eingebracht und resultierte in dem Vektor pHP343.

Kamada et al. (1996) konnten eine Interaktion von Rholp mit Pkclp nur fur die GTP-
gebundene Form nachweisen. Aus diesem Grund finden bei Dihybrid Versuchen mit kleinen
GTPasen Ublicherweise Mutanten Verwendung (Nonaka et al., 1995). Die eingefligten
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Mutationen dndern die Konformation des Proteins derart, dafl eine Hydrolyse von GTP nicht
mehr mdglich ist (Thara et al., 1998).

Ein weiteres Problem bei der Verwendung des Dihybrid Systems mit kleinen GTPasen ist
deren C-terminale Lipidmodifikation (s. Abschnitt 1.2.1.4.1), die eine Kernlokalisation der
Proteine verhindert. Aus diesem Grund finden entweder C-terminale Deletionen (Imamura et
al., 1997) oder Mutationen der Erkennungssequenz fiir das Anbringen der Lipidmodifikation
CAAX Verwendung (Schmidt et al., 1997). Fiir die hier durchgefiihrten Untersuchungen
wurde freundlicherweise von M.N. Hall ein r401QesH, Ci06S und ein rholCj6S Allel
(Schmidt et al., 1997) zur Verfiigung gestellt, welche mit Hilfe einer
Polymerasekettenreaktion amplifiziert und in den Bindedoménenvektor pGBT9 eingebracht

wurden (Vektoren pHPS45 und pHPS49).
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a) 140,0 - b) ]
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C514,517S C514,517S C514,5178

Abbildung 3.1: Bestimmung der B-Galaktosidase Aktivitit als Mafl der Stirke der Interaktion zwischen
Pkclp und Rholp

a) Der Stamm PJ69-4A wurde mit den oben aufgefiihrten Kombinationen folgender Vektoren transfomiert:
pHPS45 (rhol), pHPS49 (rholQssH), pHPSA43 (pkciCyzy 4375/Cs145175), pPGADPKC (PKC1), pPGAD424 (Vektor)
und pGBT9 (Vektor).Die Vektoren pVA3 (p53) und pTD1 (T-Antigen) dienten als Positivkontrolle. Die rhol-
Allele codieren zusitzlich fiir eine CypS Mutation, um die Lipidmodifikation der Proteine zu verhindern und die
Kernlokalisierung zu ermoglichen. Die Zellen wurden iiber Nacht in 2 ml Leucin- und Tryptophan-freiem
Medium angezogen. Dann wurden erneut 3ml Medium zugefiigt und die Zellen fiir weitere 4h bei 30°C
inkubiert. Die Messung der B-Galaktosidaseaktivitét erfolgte wie in Material und Methoden (Abschnitt 2.2.5.4.1)
beschrieben. b) Prinzip der Aktivierung von Pkclp durch Rholp: Rholp in seiner GDP-gebundenen Form kann
nicht an Pkclp binden. Die Proteinkinase wird nicht aktiviert. Liegt Rholp jedoch in seiner GTP-gebundenen
Form vor kann es Pkclp binden und aktvieren.
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Sowohl Transformanden, die das Wildtyp-PKC1-Allel als auch Zellen, die das mutierte pkcl-
Allel in Kombination mit dem daueraktiven rhol Gen trugen waren in der Lage auf Histidin-
und Adenin-freiem Medium zu wachsen, wahrend Zellen mit dem Wildtyp-RHOL sowie alle
Negativ-Kontrollen dies nicht mehr vermochten. Dieses Ergebnis zeigte, dal3 das mutierte
Pkcl-Protein nach wie vor in der Lage ist mit Rholp zu interagieren. Zur Kl&rung der Frage,
ob diese Interaktion genauso stark ist, wie die der Wildtyp-Proteine, wurde die Aktivitét des
dritten Reportergenproduktes, der [3-Galaktosidase bestimmt, wodurch ein Mal3 fir die Starke
der Wechselwirkung gegeben ist. Das Ergebnis dieser Messungen ist in Abbildung 3.1
dargestellt. Die Messungen zeigen, dal3, wie schon von Kamada et al. (1996) und Nonaka et
al. (1995) beschrieben, die Bindung von Rholp an Pkclp GTP abhéngig ist. Das Prinzip ist
auch in Abb. 3.1 b dargestellt. Das Wildtyp-Rholp zeigt in keinem Fall eine signifikant
hohere 3-Galaktosidaseaktivitét als die Negativ-Kontrollen. Zum anderen geht aus den
Messungen hervor, dal3 die Interaktion des daueraktiven Rholp QgssH Allels mit der Pkclp-
Mutante um 30-50 % herabgesetzt ist.

3.1.1.3 Einflul3 der Pkc1p Cy434,437S/Cs145:7S Mutation auf die Lokalisierung

Die oben untersuchte Interaktion zwischen Rholp und Pkclp fuhrt zu einer Rholp-
abhéngigen Lokalisierung von Pkclp am Ort des Aufeinandertreffens von Aktinzytoskelett
und Zytoplasmamembran (Andrews und Stark, 2000). Da in den untersuchten Mutanten diese
Fahigkeit zur Wechselwirkung angeschwacht ist, sollte im Folgenden untersucht werden, ob
die Pkclp Ci344375/Cs14517S-Mutation auch zu einer veranderten Lokalisierung des Proteins
fahrt.

Zu diesem Zweck wurde das Protein C-terminal an GFP (, Grun fluoreszierendes Protein®)
fusioniert. Dieses Protein aus der zur Biolumineszenz fahigen Qualle Aequora vicoria
absorbiert UV-Licht mit einem Maximum von 395nm und emittiert Licht mit einer
Wellenlange von 509 Nanometern und kann deshalb als Marker fir die Proteinlokalisierung
genutzt werden (Chalfie et al., 1994). Wie man in den Aufnahmen in Abbildung 3.2 erkennen
kann, ist im Wildtyp-Pkclp vornehmlich an den Orten polaren Wachstums, in der Knospe
und an der Stelle in der Mutterzelle, an der die Knospe gebildet wurde, lokalisiert. Diese
Lokalisierung stimmt mit der von Andrews und Stark (2000) publizierten Lokalisierung
Uberein. In Zellen, die das mutierte pkcl Allel tragen ist ein Verlust dieser Polaritéat zu
beobachten. Pkclp kann in der gesamten Mutterzelle gefunden werden. Diese Lokalisierung
stimmt wiederum mit der von Andrews und Stark (2000) beschriebenen Lokalisierung von

Pkclp in Zellen mit dominant negativen Allelen von rhol Uberein. Auch dieses Ergebnis
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spricht fiir eine Beeintridchtigung der Rholp Pkclp-Interaktion bei Mutationen in C1. Es kann
jedoch auch festgestellt werden, dal die Lokalisierung an definierten Punkten der

Zellperipherie, auch in den Mutanten, nach wie vor gegeben ist. Eine mdgliche Erkldrung

hierfiir liefern die Ergebnisse in Abschnitt 3.2.

Pkcl1p Pkcl1p
C434,437SIC514,517S

GFP

Durchlicht

Abbildung 3.2: Lokalisierung einer GFP-Fusion von Pkclp und Pkelp Cy34.4375/Cs14,5178

Die Vektoren pHPS90 (Pkclp) bzw. pHPS91 (Pkclp Cy344378/Cs14517S ) wurden in den Stamm MCY-24A
[pHPSS55] transformiert. Dann wurde auf galaktosehaltigem Medium ein Plasmidverlust durch Beigabe von 5-
FOA zum Medium erzwungen. Die Zellen waren in der Lage lediglich mit dem GFP-markierten Allel von PKC1
zu wachsen, d.h. die Fusionproteine waren weiterhin funktionell. Vor der Anfertigung der Bilder wurden die
Zellen tiber Nacht in rafffinosehaltigem Medium angezogen, wodurch der vor das Gen fusionierte GAL1/10
Promotor dereprimiert war. Durch diese Anzuchtbedingungen wurde eine fiir die Anfertigung der Bilder
ausreichende Expression gewahrleistet.

Im néchsten Teil der Arbeit stand die Fragestellung im Vordergrund, inwiefern die

herabgesetzte Interaktion zwischen Rholp und Pkclp die Aktivitit des Enzyms beeinflusst.
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3.1.1.2 Bestimmung der relativen Kinaseaktivitat von Pkclp und Pkclp Cyaq,

437S/C514,517S in vitro

In vitro Aktivitdtsmessungen mit Pkclp wurden bereits von Antonsson et al. (1994),
Watanabe et al. (1994) und Kamada et al. (1996) durchgefiihrt. Dabel war allerdings ein
Groliteil des Enzymes in einem nicht néher charakterisierten Proteinkomplex gebunden und
somit fur eine Aufreinigung nicht zugénglich (Antonsson et al., 1994). Kdurzlich
durchgefiihrte Lokalisierungstudien zeigten, dal3 dieser Komplex mdglicherweise die
sogenannten ,, actin-patches* sind (Andrews und Stark, 2000). Bel im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Vorversuchen zeigte sich, da3 immer auch unerwinschte Proteine mit
aufgereinigt werden, die auch in einer Negativkontrolle zu einer Phosphorylierung gangiger
Kinase-Substrate, wie Myelin basisches Protein (MBP), fuhren. Dadurch wurde es notwendig
ein spezifisches Substratpeptid einzusetzen, das der Sequenz aus Bck1p entspricht, die von
Pkclp erkannt und phosphoryliert wird. Dieses Peptid mit der Sequenz
»LKRGNSKRVVSSTSAADC" wurde freundlicherweise von Dietmar Becher (Greifswald)
synthetisiert und zu Verfiigung gestellt. Entscheidend fur eine hinreichend gute Immunfallung
war zudem die Wahl der verwendeten Modifikation von Pkclp. Erst die C-terminale Fusion
des Proteins mit einem c-myc Epitop in 13facher Wiederholung (Longtine et al., 1998) fihrte

zu der fUr einen Kinasetest erforderlichen Reinheit des Enzymes im Testansatz.

% wt Abbildung 3.3: Relative in vitro Kinaseaktivitdt von
PkClp und PkClp C434, 437S/C514’517S
120 Gezeigt ist die Phosphorylierung eines Peptides mit der

Zielsequenz von Pkclp aus Bcklp. Pkclp wurde wie in
Material und Methoden beschrieben exprimiert und
immungeféllt. Im Phosphorylierungsansatz wurden gleiche
Mengen des jeweiligen Reinigungsansatzes eingesetzt. Das
phosphorylierte Peptid wurde in enem 15% SDS
Polyacrylamidgel vom Ubrigen Ansatz getrennt, getrocknet
und einem Roéntgenfilm detektiert. Der Rontgenfilm wurde
60 mit Hilfe eines Flachbettscanners digitalisiert und mit dem
Programm Image Master v 1.0 (Pharmacia) quantifiziert.
Die Grafik zeigt das Mittel dreier Messungen. Darunter ist
exemplarisch ein Rontgenfilm gezeigt. Schon mit dem
bloRen Auge erkennt man, daR sich die Aktivitdt von
20 Wildtyp und Mutanten-Pkclp nicht signifikant unter-
scheidet.
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Aus Abbildung 3.3 wird ersichtlich, dal?3 sich Wildtyp und Mutanten Pkclp nicht signifikant
in ihrer Kinaseaktivitét gegentber dem Peptid aus Bck1p unterscheidet. Dies war bei dem
durchgefiihrten Versuch jedoch auch nicht zu erwarten, da durch die Aufreinigung von Pkclp
ein Grofdtell des Enzymesim inaktiven, das heil3t nicht Rholp gebundenen Zustand, vorliegen
sollte. Somit wird im abgebildeten Versuch lediglich die Basal aktivitdt von Pkclp gemessen.
Aus den Ergebnissen kann man jedoch schlief3en, dai3 die in Pkclp eingeflgten Mutationen
die Struktur nicht so zerstdren, daf3 die Kinaseaktvitdt an sich betroffen ist. Es scheint
tatséchlich nur eine regulatorische Funktion beeintréchtigt zu sein. Dadurch erschien es
jedoch notwendig Messungen mit dem aktiviertem Enzym, das heil3 in Gegenwart von
Rholp, durchzufiihren. Die Versuche zur Aufreinigung von Rholp sind in Abschnitt 3.2.3.4
beschrieben. Da zunéchst eine Aufreinigung von Rholp nicht méglich war, wurde im

weiteren ein in vivo Ansatz zur Bestimmung der Aktivitét von Pkclp verfolgt.
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3.1.1.3 Konstruktion eines Reporterstammes zur indirekten Messung der
Aktivitat von Pkclp

Wie in der Einleitung unter 1.1 bereits beschrieben, ist die Aufgabe von Signal-
transduktionswegen die Regulation der Transkription von Genen unter sich andernden
Umwelteinflissen. Bringt man nun ein Reportergen, wie z.B. die schon oben erwahnte (3
Galactosidase unter die regulatorische Kontrolle eines Signaltransduktionsweges, so verfugt
man Uber ene einfache Methode zur Messung der Aktivitdt in  diesem
Signaltransduktionsweg. Am einfachsten l&sst sich ein solches System realisieren, indem man
eine Promotorfusion mit einem Gen erzeugt, das von der zu untersuchenden Signalkaskade
kontrolliert wird. Zum Zeitpunkt der Durchfihrung dieser Arbeit war jedoch kein solches Gen
bekannt. Aus diesem Grund wurde eine Methode gewéhlt die zuerst von (Watanabe et al.,
1997) beschrieben wurde und in Abbildung 3.4 d) dargestellt ist. Diese Methode macht sich
zu Nutze, dald ein fir die DNA Bindung N-terminal deletiertes Rimlp, fusioniert an das LexA
Protein aus E. coli, Mpklp abhéngig phosphoryliert wird. Dieses Fusionsprotein kann dann
die Transkription eines Reportergenes, welches von einem Promotor mit LexA-Bindestellen
kontrolliert wird, regulieren. Zunéchst wurde mit einem Wildtypstamm die Kinetik der
Proteinkinase C Aktivitét in verschiedenen Medien bei 30°C aufgenommen, um optimale
Anzuchtbedingungen fur vergleichende Messungen zu erhalten.

Aus den Messungen geht deutlich hervor, das sowohl in Minimalmedium als auch in
Vollmedium der Proteinkinase C-abhéngige Signaltransduktionsweg wahrend der
logarithmischen Wachstumsphase aktiviert wird. Deutlich wird zudem in allen Stdmme der
Ruckgang der Aktivitéat in der stationdaren Phase. Dabei muf3 jedoch in Betracht gezogen
werden, dal3 das verwendete Reportersystem eine aktive Proteinbiosynthese vorraussetzt.
Diese ist jedoch in der stationdren Phase weniger stark ausgepragt als in logarithmisch
wachsenden Zellen. Diese Tatsache ist auch bei Zellen zu beachten, die in Wasser inkubiert
wurden. Hier ist zunéchst, wie zu erwarten, ein starker Anstieg der Aktivitét erkennbar, der
jedoch langsamer erfolgt als in den in Medium gewachsenen Zellen. Betrachtet man die
optische Dichte der Kulturen bei 600 nm als Mal3 fur das Wachstum der Zellen, so falt zudem
ins Auge, dai3 die Zellen sich in Wasser nur ungeféhr einmal teilen kénnen. Der langsamere
Anstieg der Aktivitdt ist hier womoglich darauf zurlckzufthren, dal3 die Zellen fur die
Proteinbiosynthese  zunéchst Reservestoffe mobilisieren  missen. Lediglich  das
Sorbitolmedium ist durch osmotische Stabilisierung in der Lage die Aktivitat des Weges

nahezu auf dem Ausgangsniveau zu halten. Fur die Messung der Aktivitét der Mutanten
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Pkclp wurden die Zellen fur 4 Stunden inkubiert und drel unterschiedliche Segreganten
gemessen. Wie man sieht, betragt die [3-Galatosidaseaktivitét (und damit die Aktivitdt im
Proteinkinase C-Weg) nur noch ein Drittel der Aktivitat im Wildtypstamm.
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Abbildung 3.4: In vivo Aktivitatsmessungen der Proteinkinase C vermittelten Signaltransduktion

d) zeigt das im Text beschriebene Prinzip der in vivo Aktivitdtsmessung. Der fir die in @ und b) gezeigten
Messungen verwendete Wildtyp-Stamm MCY -27B wurde zunéchst tber Nacht in Vollmedium mit Sorbitol bei
25°C angezogen. Die Zellen wurden geerntet und die entsprechenden Medien mit einer ODgy von 0,5
angeimpft. Zu den gegebenen Zeitpunkten wurden Proben gezogen und die optische Dichte bei 600 nm sowie
die 3-Galaktosidaseaktivitét bestimmt. Fir die Messungen in ¢) wurde MCY -27B mit MCY -24A [pHPS13] bzw.
MCY-24A [pHPS23] gekreuzt. Gemessen wurden aus dieser Kreuzung hervorgegangene Segreganten, die
sowohl eine PKC1 Deletion, je eines der Plasmide pHPS13 (Pkclp) oder pHPS23 (Pkclp Cyzg.437SCs14517S) und
die Konstrukte des Reportersystems trugen.

Die durchgefuihrten Versuche zeigten, dal3 die Pkclp-Mutation zu einer Beeintrachtigung
ausschliefdlich der Aktivierung des Enzymes fihrt. Somit scheint fir diese Aktivierung in der
Tat die Interaktion von Rholp mit der Cl-Doméne ausschlaggebend zu sein. Die

durchgefiihrten Versuche schlief?en jedoch nicht aus, daf’ an der C1-Doméne noch weitere
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Regulationsmechanismen greifen bzw. alternativ zu Rholp andere Aktivatoren gebunden
werden konnen. Dies sollte im Folgenden durch die Anfertigung weiterer Mutanten in der

Cystein-reichen Region von Pkclp naher betrachtet werden.

3.1.2 Weiterfiihrende Untersuchungen an der C1-Domane

3.1.2.1 Deletionen in C1

Da die Cystein-reiche Region von Pkclp aus zwei Wiederholungen des gleichen Motivs
besteht (Mellor und Parker, 1998), die im allgemeinen als C1A und C1B bezeichnet werden,
sollte untersucht werden, ob moglicherweise die Regulation des Enzymes Uber die beiden
Wiederholungen unterschiedlich ist. So ist z.B. in der humanen Raf-Kinase nur eine
Wiederholung des C1-Motivs vorhanden und diese ist an der Interaktion mit der kleinen
GTPase Ras beteiligt (Daub et al., 1998). Somit scheint fur die Aktivierung durch kleine
GTPasen diese einfache Wiederholung hinreichend zu sein und es stellt sich die Frage warum
zwei Wiederholungen des Motivs in Pkclp von S cerevisiae zu finden sind. Es ist nicht
auszuschlief3en, dal? hier eine alternative Regulationsmdglichkeit neben der Aktivierung durch
die Bindung von Rholp besteht. Aus diesem Grund wurden zunéchst Einzeldeletionen von
C1A und C1B angefertigt, deren in vivo Funktion in vivo zundchst durch phanotypische
Charakterisierung untersucht werden sollte.

Wie schon die in 3.1.1 beschriebene Pkclp-Mutante zeigten auch die Einzeldeletionen der
C1-Wiederholungen keine Wachstumsdefekte unter Standardwachstumsbedingungen bei
30°C. Auch bei der erhohten Temperatur von 37°C waren keine Wachstumsdefekte
feststellbar. Auf den getesteten Selektivmedien wurden jedoch Phanotypen sichtbar, die auch
Unterschiede bei Deletion von C1A oder C1B erkennen lief3en. In Abbildung 3.5 sieht man
das Ergebnis von seriellen Verdinnungsreihen auf unterschiedlichen Selektivmedien. Die
Stamme trugen jewells eine genomische pkcl::HIS3-Deletion und wurden mit Vektoren

transformiert, welche das jeweilige Mutantenallel von pkcl trugen.
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Abbildung 3.5: Wachstumsphanotypen von Zellen mit Deletionen einzelner C1 Motivein Pkclp

Die Zellen wurden tber Nacht in Vollmedium mit 1M Sorbitol angezogen, am néchsten Morgen auf eine ODggo
von 0,25 verdinnt und bis zu einer ODgy VOn 1 bei 25°C angezogen. Die angegebenen Verdiinnungen wurden
mit Hilfe eines ,Froggers’ auf die einzelnen Selektivmedien aufgebracht. Oben ist schematisch die
Doméanenstruktur der Proteinkinase C aus Hefe dargestellt. Die deletierten Wiederholung sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Alle Phanotypen wurden mindestens drei mal mit verschiedenen Chargen Medium und
verschiedenen Hefekulturen getestet. Nur reproduzierbare Phanotypen wurden berlicksichtigt.

Deutlich ist zu erkennen, dal3 Deletionen in C1A und Deletionen in C1B sich bezlglich ihrer
Phanotypen unterscheiden. Wahrend sowohl Wildtyp- als auch Mutantenzellen auf Medium
mit dem Kinaseinhibitor Staurosporin wachsen konnen, sind beide Mutanten nicht in der Lage
auf Medium mit 2,5 mg/ml Kongorot zu wachsen. Bel Wachstum auf 15 mM Koffein ist der
erste Unterschied zwischen Deletionen in C1A und C1B zu erkennen. Wahrend erstere fast
noch genauso gut wachsen konnen wie der Wildtyp, zeigen letztere gar kein Wachstum mehr.
Das dieser Unterschied nicht einfach darauf zurtickzufiihren sein kann, dal3 in einer der
Mutanten die Proteinstruktur stérker negativ beeinflusst ist, zeigt das Wachstum auf Medium
mit ,, Calcofluor white”. Hier sind Deletionen von C1A nicht mehr in der Lage zu wachsen,
wéhrend diesmal Deletionen in C1B sich wie der Wildtyp verhalten. Dieses Ergebnis deutet
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erstmals auf einen mdglichen Unterschied in der Regulation von Pkclp an den einzelnen
Wiederholungen des C1-Motives hin.

3.1.2.2 Untersuchungen von Punktmutationen in den C1A und C1B
Wiederholungen der Cystein-reichen Region von Pkclp

Im Folgenden stand die Fragestellung im Vordergrund, ob der beobachtete Unterschied von
Mutanten in C1A und C1B nur bei Deletion der einzelnen Doméanen zu beobachten ist oder

ob auch Punktmutationen in den einzelnen Doméanen densel ben Effekt hervorrufen.

3.1.3.2.1 Getrennte Betrachtung der Doppelmutationen Cyz4.437S / Cs14517S

Zu diesem Zweck wurde die schon unter 3.1.1 betrachtete Doppel mutante Cyzs,437S / Cs14517S
(mit einem Austausch sowohl in C1A als auch in C1B) in Einzelmutanten (mit Cyz4.437S oder
Cs14517S) aufgeteilt, deren Phanotypen getestet werden sollten.

Wie schon bei den Deletionen in Abbildung 3.5 zu sehen, zeigen auch die Punktmutanten
Wachstum auf Staurosporin und sind sensitiv gegentiber Kongorot. Man erkennt jedoch in
Abbildung 3.6, dal3 auch hier die Mutante in C1A nicht mehr auf koffeinhaltigem Medium
wachsen kann. Der Unterschied in der Sensitivitat gegentiber ,, Calcofluor white* bleibt jedoch
nach wie vor bestehen. Ein Grund dafir, warum die Punktmutante im Unterschied zur
Deletion auf koffeinhaltigem Medium sensitiv ist, |&3t sich aus den hier durchgefuhrten
Untersuchungen nicht ableiten. Dieses Ergebnis zeigt jedoch einmal mehr die Komplexitat

der Regulation an der C1-Domaéne von Pkclp aus S. cerevisiae.
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Abbildung 3.6: Wiederholung der Phanotypentests aus 3.1.2.1 mit in der in C1A und C1B aufgeteilten
Mutanten C434’437S/ C514'517S

Der Versuch wurde exakt wie bei Abbildung 5 beschrieben durchgefiihrt. Oben ist erneut die schematische
Lokalisierung der Mutationen in C1 dargestellt. Verwendete Plasmide waren pHPS13 (wt), pHPS74 (Cyas, 4375)
und pHPS62 (Cs14. 5179).

3.1.3.2.2 Getrennte Betrachtung der Doppelmutationen Cyz4.437S / Cs14517S

Die in Abschnitt 3.1.2.1 und 3.1.2.2 durchgefuihrten Versuche erbrachten Hinweise auf eine
unterschiedliche Regulation an C1A und C1B. Ob moglicherweise nur eine der beiden
Wiederholungen die Rholp-Bindung vermittelt war wesentlicher Bestandteil von
Untersuchungen, die von Johannes Jockel (1999) durchgefuhrt wurden. Wie der Autor
insbesondere durch Dihybrid- und in vitro-Kinasetests gezeigt hat, ist im wesentlichen die
C1B-Doméne fir die Interaktion mit Rholp verantwortlich. Der Nachweis erfolgte durch das
Einflgen von Mutationen in C1A und C1B, die bei C1B, nicht jedoch bei C1A zu einem
Verlust der Fahigkeit zur Interaktion mit aktivem Rholp fuhrten. Diese Mutanten zeigten in
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Kinasetests auch keine Aktivierung bei Anwesenheit von Rholp mehr. In dieser Arbeit sollte
untersucht werden, ob entsprechende Effekte auch in vivo zu beobachten sind, d.h., ob die
Mutationen sich auch phanotypisch ausprégen. Betrachtet man die Phanotypen in Abbildung
3.7, so fallt auf, dal? die Mutation Rsg3A den am stérksten ausgepragten Phanotyp zeigt.

Pkclp

HR1 C2 Cl1AC1B Kinase V5
Zn1l Zn2 Znl Zn2 Zn1l
/n / n\ / n\ / n\ n\\

HRFLPTSNRGTKWCCHCGYILPWGRHKVRKCSECGIMCHAQCAHLVPBIFC

YNB 0,25 mg/ml

YEPD YNB Calcofluor white
wt
E514A
D529A
Ruch Ll'li I
YEPD 20 mM YEPD
Koffein 2 mg/ml Kongorot
wt s
E514A 10* 10° 10°
Zellen/Punkt
Ds,oA
ReA

Abbildung 3.7: Phanotypen von Punktmutationen in C1B

Oben ist schematisch die Lage und die Sequenz der C1B-Doméne aufgefiihrt. Reste, die an der Zinkbindung
beteiligt sind, sind fett, mutierte Reste sind invers dargestellt. Die Durchfiihrung der Phanotypentestsist in Abb.
3.5 und 3.6 geschildert. Verwendete Vektoren waren pHPS13 (wt), pHPS111 (Es4A), pHPS112 (DsxA) und
pHPS114 (R4gA).

Die Zellen kénnen weder auf ,Calcofluor white*-, Koffein- noch auf Kongorot-haltigem

Medium wachsen. Die EsisA- und die DsyA-Mutanten hingegen waren nicht sensitiv
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gegenuber , Calcofluor white"-haltigem Medium. Auf Koffein-haltigem Medium zeigt die
Ds2oA-Mutante sogar eine Resistenz und wachst besser als Wildtypzellen. Lediglich
gegentber Kongorot sind diese Mutanten sensitiv. Im Wesentlichen lie3 sich fur ale
Punktmutanten wenigstens ein PKC1-typischer Phanotyp nachweisen, was die in vitro-
Ergebnisse von Jockel (1999) bestétigt. Alle bis hierher durchgefihrten Studien deuten darauf
hin, dal3 die Aktivierung von Pkclp durch Rholp gewéhrleistet wird. Auch wenn dies wohl
einer der Hauptfaktoren fir eine Aktivierung ist, scheint doch noch mindestens ein weiterer
Faktor eine Rolle zu spielen. Wie die Ergebnisse von Jockel (1999) und die im letzten
Abschnitt durchgefihrten Versuche zeigen, findet die Aktivierung von Pkclp vornehmlich an
der C1B-Wiederholung des C1-Motives stait. Da die bis hierher durchgefiihrten Versuche
noch immer keine Aussage dartiber zulief3en, ob Pkclp in S cerevisiae auch durch DAG
aktiviert werden kann, wurde im Folgenden Abschnitt ein anderer Ansatz gewahlt, um diesen
Sachverhalt zu klaren.

3.1.2.3 Insertion der C1 von PKC n und Raf in Pkclp von S. cerevisiae

Schon in theoretischen Arbeiten wurde auf Grund von Homologievergleichen eine Einteilung
von C1-Doménen in zwei Klassen vorgenommen (Hurley et al., 1997). Dabei sollte die eine
Klasse in der Lage sein DAG zu binden, die andere Klasse jedoch nicht. Die C1-Doméne von
Pkclp aus S cerevisiae fallt dabel in die Gruppe der nicht zur Bindung von DAG befadhigten
Domaénen. Auch 183 sich in vitro keine Aktivierung von Pkclp durch DAG nachweisen
(Antonsson et al., 1994). Dies steht jedoch in Widerspruch zu Untersuchungen bei denen in
vivo ein Zusammenhang zwischen einem erhdhten zellinternen Level an DAG und ener
erhohten Aktivitdt von Pkclp nachgewiesen werden konnte (Marini et al., 1996). Um diesen
Zusammenhang zu kléaren, sollten in den im Folgenden Abschnitt geschilderten
Untersuchungen Chiméren von Pkclp mit je einer C1 Doméane aus der DA G-bindenden und
aus der nicht DAG-bindenden Gruppe hergestellt werden. Sollte eine der eingeflgten
Domanen in der Lage sein die C1 Domane von Pkclp funktionell zu ersetzen, so wére dies
ein Indiz fUr eine funktionelle Verwandtschaft der beiden Doménen. Sollte es gelingen einen
solchen ,Doménen-Ersatz* durchzufihren wére dies zudem eine neue Methode zur
Untersuchung von verwandten Proteinen, mit der sich weitere Einteilungen nicht nur auf

Homologie-, sondern auch auf funktioneller Ebene durchfihren lief3en.
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Als Vertreter der beiden Klassen von C1-Doménen wurden C1 der humanen Raf-Kinase und
C1 von PKC n aus Ratte gewahlt. Diese bieten folgenden Vorteile: Die C1 der humanen Raf-
Kinase wurde nicht nur in der oben erwdhnten theoretischen Untersuchung (Hurley et al.,
1997) in die Klasse der nicht DAG-bindenden C1-Doménen eingeordnet, sondern sie ist
genau wie die C1-Domane von Pkclp in S cerevisiae an der Bindung und Aktivierung durch
eine kleinen GTPase (das Ras-Protein) beteiligt (Daub et al., 1998). Somit scheint, auf Grund
der bisher vorliegenden Ergebnisse, diese Doméane mit der aus S. cerevisiae funktionell die
grofdte Verwandtschaft zu besitzen. Andererseits wurde die humane PKC n bei der Suche
nach Proteinen gefunden, diein der Lage sind die Temperatursensitivitét von Pkclp-Mutanten
in S cerevisiae zu komplementieren. Danur ein Klon der PKC n aus der Ratte (Dekker et al.,
1992) zur Verfligung stand, wurde hier dieser verwendet. Dies war fur die durchgefuhrten
Untersuchungen auch nicht von Bedeutung, da die Proteine aus Maus und Ratte zu 97 und in
der hier betrachteten C1-Doméne sogar zu 100% identisch sind.

Die C1 Doméne der humanen Raf-Kinase entspricht nur einer Wiederholung des C1-Motives
aus Pkclp und PKC 1. Aus diesem Grund wurde diese sowohl fur die C1A- und C1B-

Wiederholung, als auch fir beide zusammen in Pkclp eingesetzt.
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3.1.3.3.1 Ph&notypen von Mutanten mit chiméren Pkclp Enzymen

Die Phanotypen der hergestellten Mutanten sind in Abbildung 3.8 zusammengefasst.
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Abbildung 3.8: Austausche der C1-Domaéne und deren Phanotypen

Schematische Darstellung der Orte, fir welche die homologen Domanen eingesetzt wurden und die
resultierenden Phanotypen der Mutanten. Die Mutanten wurden erneut hergestellt, wie in den vorangegangenen
Abschnitten geschildert. Die verwendeten Plasmide waren pHPS13 (wt), pHPS69 (Raf C1 in C1A), pHPS63
(Raf C1lin C1A), pHPS64 (Raf C1 in der Gesamt C1) und pHPS129 (PKC 1 C1 in der Gesamt C1).

Wie man erkennen kann, zeigen die Insertionen von Raf-C1 in C1A in keinem Fall einen
Wachstumsdefekt, d.h. die Funktion der C1A kann vollsténdig ersetzt werden. Die Insertion
fur C1B ist jedoch koffeinsensitiv, obwohl die Zellen auf ,Calcofluor white" und
»Kongorot“-haltigem Medium wachsen konnen. Sogar durch das Ersetzen beider C1-
Wiederholungen durch eine Raf-C1 Sequenz kann das Wachstum auf Koffein- tellweise und

auf ,, Calcofluor white”-haltigem Medium vollstandig wiederhergestellt werden. Lediglich auf
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3. Ergebnisse

Kongorot sind diese Mutanten nicht mehr in der Lage zu wachsen. Zusammengenommen
deutet dies darauf hin, dal die Cystein-reiche Doméne aus der humanen Raf-Kinase in der
Lage ist, die Funktion derjenigen, aus S. cerevisiae funktionell zu ersetzen. Anders ist das
Bild bei der Insertion der Cystein-reichen Region aus PKC m der Ratte. Zellen, die dieses
Hybridprotein tragen, konnen auf keinem der Selektivmedien mehr wachsen. Dies gibt Anlaf}
zu der Vermutung, dall die Fahigkeit von PKC n temperatursensitive PKC/ Mutanten zu
komplementieren mehr auf einer &dhnlichen Substratspezifitit als auf einer &hnlichen

Regulation beruht.

3.1.3.3.2 ,,Dihybrid“-Untersuchungen mit chimédren Pkc1p Proteinen

Die oben geschilderte Einteilung legt nahe, da3 sowohl die Hefe C1 als auch die Mutante mit
Raf C1 zur Bindung kleiner GTPasen befdhigt sind, wihrend die Mutante mit C1 aus PKC n

dazu nicht in der Lage sein sollte.

700

600

relative B—Galactosidase Aktivitat

X-Gal
Agarose:

Wachstum
bei Histidin-
Mangel

Vektor- |Positiv-
kontrolle |kontrolle

Positiv-
kontrolle

Abbildung 3.9: Interaktion von Rholp mit chiméren Pkclp

Die Untersuchungen erfolgten erneut Im Stamm PJ69-4A. Verwendete Vektoren waren pHPS45 (Rholp wt),
pHPS49 (Rholp QgH), pGBT9 (Vektor), pGADPKC (Pkclp wt), pHPS127 (PKC n C1), pHPS125 (Raf C1)
und pGAD424. Als Positivkontrolle dienten pVA3 und pTD1.
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3. Ergebnisse

Dies sollte durch Dihybrid Untersuchungen mit den jeweiligen PKC Proteinen und der
kleinen GTPase Rholp néher betrachtet werden. Zunichst wurden diese Untersuchungen mit
den ,,Vollingen“-Konstrukten des PKCI/-Genes und der Mutanten durchgefiihrt. Wie
Abbildung 3.9 erkennen 148t, entsprechen die erhaltenen Ergebnisse nicht den oben genannten
Erwartungen. Sowohl Pkclp als auch die Mutanten mit PKC 1n-C1 und Raf-C1 sind in der
Lage mit Rholp zu interagieren und diese Interaktion ist nach wie vor GTP abhéngig, wie der
Vergleich der Transformanden des RHOI-Allels mit dem rholQssH-Allel zeigt. Aufklarung
brachte hier erst ein Kontrollversuch, der in Abschnitt 3.2.3.2 geschildert ist. Dort ist eine
Dihybrid Untersuchung mit einer Pkclp mit vollstindiger Deletion der Cl1 Doméne
beschrieben. Uberraschenderweise war dieses Protein immer noch in der Lage mit Rholp-
GTP zu interagieren.

Der Grund fiir diese Interaktion ist eine weitere Kontaktstelle fiir Rholp in Pkclp, die im

aminoterminalen Bereich zu finden ist und die in Abschnitt 3.2 nidher untersucht wird. Um

einen Einflul3 dieser
Histidin- X-Gal Interaktion auf die
mangel -Ga
AD: BD: Me digum Agarose: Untersuchung  der  Cl-
Positiv- Positiv- Domine auszuschlieen,

kontrolle kontrolle wurden die verwendeten

Vektor Vektor Konstrukte N-terminal

Vektor Rho1p QH verkiirzt. Dazu wurden die
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in Abbildung 3.9

Pkc1p Rho1p Qg H , , ,

geschilderten Plasmide mit

Pkc1p Vektor Xmal und Xbal geschnitten,

die freien Enden mit Klenow

Raf C1 Rho1p Q,H

Raf C1 Vektor Polymerase aufgefiillt und

die Plasmide religiert. Die
PKCn C1 Rholp Q. H

resultierenden Proteine

I XXXIXIXX.

PKCn C1  Vektor

werden dabei aminoterminal

m 252  Aminosiuren
Abbildung 3.10: Interaktion N-terminaler Verkiirzungen von Pkclp 4 > osaure

und Pkelp Mutanten mit Rholp verkiirzt. Betrachtet man nun
Die Durchfiihrung des Versuchs war erneut wie unter Abb. 3.9 geschildert.
Verwendete Plasmide waren: pGAD424 (Vektor AD), pGBT9 (Vektor| erneut die Interaktion von
BD), pHPS49 (Rholp QgH), pHPS140 (Pkelp), pHPS138 (Raf Cl), _ )
pHPS139 (PKC m C1) sowie pVA3 und pTD1 als Positivkontrolle. Rholp mit verkiirzten

Pkclp-Derivaten (Abbildung 3.10), so fdllt nun ein Unterschied zwischen Wildtyp und
Mutanten auf. Zellen mit Hefe-C1 sind neben der Positivkontrolle als einzige in der Lage auf

Histidin-Mangel-Medium zu wachsen. Eine Interaktion 148t sich zudem fiir Zellen mit C1 aus
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3. Ergebnisse

Raf-Kinase nachweisen, wenn man den [3-Galaktosidase-Reporter des Stammes PJ69-4A
betrachtet. Die Blaufarbung ist ebenso intensiv, wie die der Zellen mit Wildtyp-C1. In Zellen,
die Plasmide mit der C1 aus PKC m enthielten, war auch hier ein deutlicher Riickgang zu
beobachten. Es sollte jedoch angemerkt werden, dald3 die beobachteten Interaktionen
insgesamt sehr niedrig waren. So versetzte kein Konstrukt die Hefen dazu in die Lage, auf
Adenin-Mangel-Medium zu wachsen. Die Adenin-Reporterkassette ist die stringenteste im
Stamm PJ69-4A und erfordert die stéarkste Interaktion (James et al., 1996) zwischen
Aktivierungs- und Bindedomanenfusion. Durch die Schwéche der hier beobachteten
Wechselwirkung war es auch nicht mdglich, die Unterschiede in der 3-Gal aktosidaseaktivitét
zu guantifizieren. Die Unterschiede lagen im Bereich der Messungenauigkeiten. Die
erhaltenen Ergebnisse lassen sich jedoch gut mit den Ergebnissen der zuvor durchgefiihrten
phanotypischen Anayse in Einklang bringen. So kénnen Raf-Cl-Derivate von Pkclp
teilweise auf Selektivmedien wachsen und es 183 sich auch noch eine, wenn auch geringe,
Interaktion nachweisen. Das die funktionelle Komplementation der C1-Doméne von Hefe
Pkclp nicht zu 100% erfolgt liegt wahrscheinlich daran, daf3 in vivo der Interaktionspartner
von Raf-C1 die kleine GTPase Ras ist (Daub et al., 1998). Dies fuhrt zu der in Abbildung
3.10 wiedergegebenen Abschwéchung der Interaktion zwischen Rholp und der Pkclp-
Mutanten mit Raf-C1 und bedingt die in Abbildung 3.8 gezeigten Phanotypen. C1 von PKCn
scheint hingegen gar nicht mehr in der Lage zu sein, eine Interaktion von Rholp und Pkclp
zu vermitteln und fdhrt so zu den Phénotypen in Abbildung 3.8. Somit scheint die
Aktivierung von Pkclp durch Rholp die grofite Bedeutung zu besitzen und eine Aktivierung
durch DAG kann, wenn Uberhaupt vorhanden, nur von untergeordneter Bedeutung zu sein.

3.1.3.3.3 Indirekter Nachweis der Pkc1lp-Aktivitat verschiedener Mutanten durch
Bestimmung der Mpklp Phosphorylierung

Eine gangige Methode zum Nachweis der Aktivitdt im Proteinkinase C abhéngigen
Signaltransduktionweg ist die Bestimmung der Konzentration des doppelt phosphorylierten
Zustandes der MAP Kinase Mpklp (Vernaet al., 1997; de Nobel et al., 2000). Dabei werden
bei ener ,Western-Analyse® sowohl Antikorper, die die Gesamtmenge an Mpklp
nachweisen, als auch Antikorper, die nur die doppelt phosphorylierte Form von Mpklp
erkennen eingesetzt. Eine hohere Aktivitdt der Proteinkinase C oberhalb der MAP-Kinase
Kaskade sollte sich in einer Zunahme der Menge an phosphoryliertem Mpk1p Protein auf3ern.
Bei diesem Versuch wurden diesselben Hefestdmme verwendet, wie in Abbildung 3.8

beschrieben.
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3. Ergebnisse

Betrachtet man die Starke der Signale in Abbildung 3.11, so fallt auf, dal3 auch die
Gesamtmenge an Mpk1p durch die Aktivitdt des Pkclp-Weges reguliert zu werden scheint.
Durch Induktion des Weges in koffeinhaltigem Medium kommt es zu einer Zunahme in alen
betrachteten Mutanten. Dies kann zum Tell durch eine transkriptionelle Regulation des
MPK1-Genes erklart werden, die durch den Transkriptionsfaktor RLM1 erfolgt (Jung und
Levin, 1999). Andererseits ist zumindest die Mutante mit PKC i C1 in Medium mit 15 mM
Koffein nicht mehr in der Lage zu wachsen. So 1&/% sich die Zunahme hier nicht mit einer
erhohten Aktivitdt im Pkclp-Weg erklaren. Somit mufl3 neben der transkriptionellen
Regulation von Mpklp durch RImlp noch eine weitere Mdoglichkeit bestehen, die
Proteinmenge von Mpk1p zu erhéhen. Es bleibt festzuhalten, dal? in beiden Mutanten Bildung
von Mpk1p und dessen Phosphorylierung im Vergleich zum Wildtyp dereguliert ist.

gui 250
(V)
‘T 200
O
§ 150
S
100
50 —
O T T T T T
Anti-phospo m——
Mpk1p
Anti-Mpklp X e — —
Koffein - + - + - +
Temp. (°C) 25 | 30 | 25 | 30| 25| 30
Pkclp C1 PKCnC1 Raf C1

Abbildung 3.11: Phosphorylierung von Mpklp in pkcl-Mutanten mit verschiedenen heterologen C1-
Domaéanen

Die Zellen wurden einmal in Medium mit 1M Sorbitol bei 25°C angezogen, um den Pkclp-Weg abzuschalten
und dann die Halfte der Kultur bei 30°C in Medium mit 15 mM Koffein inkubiert, um den Pkclp Weg zu
induzieren. Wegen nicht einheitlicher Mengen an Gesamt Mpk1p wurden die Banden quantifiziert und auf die
Mpklp-Menge bei 25°C normalisiert. Die relative Stérke der Signale ist in der obigen Grafik dargestellt.
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3.2 Untersuchung der aminoterminalen Region von Pkclp

Vergleicht man die Proteinkinase C aus S cerevisiae mit den Proteinkinase C-1soenzymen
hoherer Eukaryonten, so falt auf, dal3 das Hefeenzym deutlich langer ist, als z.B. die
Homologen aus Saugerzellen. Die katalytischen und regulatorischen Domanen, wie C1, C2
und Pseudosubstratbindestelle, sind jedoch auch im Hefeenzym vorhanden (Hurley et al.,
1997). Damit |&3t sich der Grofdeil der im Durchschnitt etwa 400 Aminosduren, die das
Hefeenzym langer ist, dem N-Terminus zuordnen. Erste Hinweise, auf eine mdgliche
Funktion dieses Bereiches ergaben sich durch die Entdeckung von Proteinen mit homologen
Regionen und die Aufklarung deren Regulation (Watanabe et al., 1996; Mellor et al., 1998;
Flynn et al., 1998). In diesen sogenannten ,Protein kinase C related kinases‘ oder auch
»PRK’S" binden an diese als ,,Homologie-Region 1 oder ,HR1* bezeichnete Region kleine
GTPasen und sind teilweise fur die Lokalisierung (Méellor et al., 1998) und teilweise fir die
Aktivierung der Kinasen verantwortlich (Flynn et al., 1998). Aus diesen funktionellen
Bereichen wurde eine Konsensussequenz fur HR1 erstellt, die nun in die Datenbanken Einzug
fand (Schultz et al., 1998). Daraufhin wurde erstmals von Hurley et al. (1997) vom moglichen
Vorhandensein einer HR1 in Pkclp von S cerevisiae berichtet, es lagen jedoch keinerlel
experimentelle Daten zu einer moglichen Funktion dieser Region vor. Dies zu untersuchen

war Ziel desfolgenden Teils der vorliegenden Arbeit.

3.2.1 Deletion der HR1 in Pkclp

Da keine Informationen Uber eine regulatorische Funktion der HR1 vorlagen, sollte zunéchst
diese gesamte Region des Enzymes entfernt werden. Mit einem PCR-Ansatz und nach auf3en
gerichteten Oligonuktleotiden wurde an Stelle der fur die HR1 codierende DNA-Sequenz eine
Bglll-Schnittstelle  eingefiigt. Das resultierende Konstrukt wurde durch homologe
Rekombination in S cerevisiae in einen Hefevektor transferiert, isoliert und durch
Sequenzierung verifiziert. Anschliefend wurde die Expression des verkirzten Pkclp-
Konstruktes mit Hilfe einer ,Western Analyse” Uberpriift und die Phanotypen getestet. Die
verkirzte Version von Pkclp trégt eine Deletion von Aminosdure 6 bis 195. In Abbildung
3.12 aist diese Verklrzung von Pkclp schematisch dargestellt. Teil b der Abbildung zeigt die
Wachstumsphanotypen auf verschiedenen Selektivmedien. Wie schon die in Abschnitt 3.1
geschilderten Cl-Mutanten ist auch die N-terminale Deletion von Pkclp nicht
temperatursensitiv, zeigt aber Wachstumsdefekte auf verschiedenen Selektivmedien. So sind
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die Zellen nicht mehr in der Lage bel Anwesenheit von Koffein, ,, Calcofluor white* und
Kongorot zu wachsen.

a) Pkclp

T — -
HR1AHR1B C2 Cl1AC1B Kinase V5
Pkc1lpA6-195
T ™ e— -
C2 Cl1AC1B Kinase V5

0,25 mg/ml 17,5 mM 2 mg/ml
Calcofluor white Koffein Kongorot
Pke1p IR D DC

Fatele TN EEE
A6-195 i

Abbildung 3.12: Eine N-terminale Deletion von Pkclp zeigt Wachstumsphanotpyen auf Selektivmedien

a) Schematische Darstellung der konstruierten Mutanten. Die deletierten Aminosauren 5-196 entsprechen den
beiden HR1 Wiederholungen in Pkclp. b) Phanotypen von Zellen mit N-terminal deletierter Pkclp bei
Wachstum auf unterschiedlichen Selektivmedien. Gezeigt ist das Wachstum auf Vollmedium, dem jewells die
angegebenen Wirkstoffkonzentration zugesetzt wurde ¢) Nachweis des verkiirzten Proteins im ,, Western-Blot".
Durch n.s. sind nicht spezifische Banden gekennzeichnet, die durch den polyklonalen Antikérper erkannt
werden.

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dald3 der N-terminale Bereich von Pkclp, auf dem die
beiden Wiederholungen des HR1-Motives liegen, eine Bedeutung fur die Regulation des
Enzymes besitzt. Einschrankend muf® man jedoch anmerken, dal3 die Deletion von 191
Aminosauren ein vergleichsweise drastischer Eingriff in die Struktur ist, wenn man bedenkt,
dald schon enzelne Punktmutationen, wie in Abschnitt 3.1.2.2 geschildert, zu
Wachstumsdefekten fuhren konnen. Damit ein solcher Einflu der Deletion auf die
Proteinstruktur oder Stabilitét ausgeschlossen werden kann sollten  nachfolgend
Punktmutanten isoliert werden, die &hnliche Phéanotypen wie die vollstandige

Domanendel etion besitzen.
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3.2.2 Zufallsgerichtete Mutagenese der HR1 von Pkc1p mittels

Polymerasekettenreaktion

3.2.2.1 Prinzip der zufallsgerichteten PCR-Mutagenese

Fir die zufallsgerichtete Mutagenese eines definierten DNA Bereiches bietet sich eine

Polymerasekettenreaktion mit stark erniedrigter Spezifitit an (Spee et al., 1993). Dabei

werden Fragmente mit einem oder mehreren Basenaustauschen erhalten und iiber homologe

Sl

pkc1 ** 7%

LEU2) * mutagenisierte

in vivo HR1 Fragmente
Rekombination@

pkc1 \L
LEU2

Dk H/§>3 pkc1.

Abbildung 3.13: Schema der durchgefiihrten Muta-
genese

Rekombination in  das  pkcl-Gen

eingebracht. Das Prinzip der verwendeten
Methode ist in Abbildung 3.13 schematisch
wiedergegeben. Da eine pkcl-Deletion im
verwendeten Stammhintergrund letal ist
(Jacoby et al., 1997), wurde die in vivo-
Rekombination in Anwesenheit eines
Wildtyp PKC1-Allels auf einem Vektor mit
anschlieBendem  Plasmidtausch  unter
Erhohung des Selektionsdruckes mit 5-
FOA durchgefiihrt. Da nicht bekannt war in
wie weit die resultierenden Mutanten
Wachstumsdefekte zeigen, fand dieser
Vorgang in Anwesenheit von 1M Sorbitol
zur osmotischen Stabilisierung statt. Am
Ende der Mutagenese erhdlt man
Hefezellen, die ein pkcl-Allel mit einem
oder mehreren Aminosdureaustauschen in
der HRI1-Sequenz tragen. Nach dem
Plasmidtausch wurden die Zellen auf
Medium mit 10 mM Koffein abgestempelt
und sensitive Klone isoliert. Von
urspriinglich ca. 3000 Kolonien konnten
isoliert die  einen

drei werden,

Wachstumsdefekt auf Minimalmedium mit

10 mM Koffein zeigten. Isolation und Sequenzierung der Plasmide ergab, dafl zwei der

isolierten Allele zu einem Stopcodon fiihrten. Aus diesem Grund wurden sie nicht weiter

untersucht.
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3.2.2.1 Phanotypen und Lokalisierung der isolierten Mutationen

Die Sequenzierung der verbleibenden Mutante von pkcl ergab insgesamt einen Austausch

von 5 Basenpaaren (Abb. 3.14 b). Der erste Austausch ist Thymin an Position 63, das gegen

a) b) T.C Wt T.,C Wt
30°C 37°C ACGT ACGT ACGT ACGT

s il =

> - > -

Bl =

-t - |

0,25 mg/ml _ 17,5 n.‘IM G T .C
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SCHR1B : YMLQQIEEFKIEQ TKLYQID--GDQRSSSAAEGGAMESKYRMOMIEN KI—YQAINVDFD
ASPGNPKC1A : DLIAS)/YRKHIE IRQSTDNP- - - - - LVQQRVDANERDGR RE-LQLRRMEHE
ASPGNPKC1B : LMLSQIEEFKIES IVRLYQDE - -GDRKSRADAEGRRIESNQKMOLI#KOAIRKR - YEDLHVDIE
SCHIZOPCK1l : DALQDAYKKYE [VASTKNP----- EVKRRLESNEAVSEN DA -LKVESGSER
SCHIZOPCK2 : FLLQQIFEEFKIES IAKLYERV--HDRRSTIAEAEKKYVESAQKMTLISKOAIRKR - YHDLHIEID
SCHIZOPCK2 : EAITE)\/VRKIE IKRLTQNQ----- TVHQQLHS EK- LKLRKNGVR
SCHIZOPCK1l : TMLQHIEQMRIEST MSLYSK----EQKDKTDVIT KR-YNELHIPFD
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RHOPHILIN : SHRARJFHQQuS ENIEYRATSNT - - - - - WVRETVALE ELSTSVDVDQP
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Abbildung 3.14: Phiinotypen und Lokalisierung der isolierten Mutanten in HR1

a) Wachstumsphénotypen der isolierten Mutanten auf Vollmedium mit den angegebenen Mengen an
Wirkstoffen. b) Sequenzgele des mutierten PKC/ im Vergleich zum Wildtyp Allel. ¢) Alignment der HR1
Regionen verschiedener Organismen. SCHR1 = S. cerevisiae PKCI, ASPGNPKC = A. niger PKCI,
SCHIZOPCK = S. pombe pckl/2, HUMPKN = menschliche PKN, HUMPRK = menschliche PRK, RHOPHILIN
= menschliches Rhophilin, CHAENOHR1 = C. elegans FA6F6.2 Protein. Identische Reste sind schwarz
hinterlegt. Die ausgetauschten Reste von S.cerevisiae sind rot hinterlegt. Unter dem ,,Alignment* sind rot, an den
entsprechenden Positionen die neuen Reste der Mutanten eingezeichnet. In der letzten Zeile sieht man eine
Konsensussequenz nach Bishop und Hall (2000) von Resten, die in HR1 Doménen von Saugerproteinen
konserviert sind.

einen Cytosinrest ausgetauscht ist. Dies fiihrt jedoch nicht zu einem Aminosdureaustausch
und ist somit eine stille Mutation. Der zweite Austausch ist der Thyminrest 161, der gegen

Cytosin ausgetauscht ist. Dies fiihrt zu einem Austausch von Leucin 54 zu Serin in der
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abgeleiteten Aminosauresequenz. Wahrend diese Austausche beide in der ersten
Wiederholung des HR1-Matives liegen, finden sich die n&chsten Austausche in der zweiten
Wiederholung. Hier ist zunéchst der Adenosinrest an Position 372 gegen einen Guaninrest
ausgetauscht. Dadurch wird zwar eine EcoRI Schnittstelle zerstort, es kommt jedoch
wiederum nicht zu einem Aminosaureaustausch. Auch diese Mutation ist still, genauso wie
die néchste, bei der Thymin an Position 394 zu Cytosin mutiert wurde. Der letzte Austausch
in der isolierten Mutante findet sich beim Adenin an Position 527, das gegen einen Guaninrest
ausgetauscht war. Dies fuhrt zu einem Wechsel der Aminosauresequenz von Lysin 176 zu
Arginin. Nun dtellte sich die Frage, ob die in Abbildung 3.14 b gezeigten
Wachstumsphanotypen auf die Kombination der Mutationen zuriickzufiihren sind, oder ob
eine der Mutationen zum Herbeifihren der Phanotypen ausreichend ist. Betrachtet man den
Sequenzvergleich in Abbildung 3.14 a, so fallt auf, dal’ der Austausch Ls4S in einem stark
konservierten Rest erfolgt ist, wahrend K;76R weniger stark konserviert ist. Zudem findet sich
in einigen der Homologen an dieser Position ebenfalls ein Arginin. Beides sind basische
Reste. Leucin tragt jedoch eine aliphatische und damit hydrophobe Seitenkette, wahrend Serin
eine Hydroxylgruppe tragt und damit wesentlich hydrophiler ist. Dies legte die Vermutung
nahe, dald der Austausch Ls4S fir die beobachteten Phénotypen verantwortlich ist. Dies sollte

im Folgenden Uberprift werden.

3.2.3 Untersuchungen an der Pkclp L s4 S Mutante

3.2.3.1 Rekonstruktion der Mutation mittels in vitro-Mutagenese

Die Frage, ob tatsichlich der Austausch von Leucin 54 zu Serin fur die in Abb. 3.14 a
gezeigten Phanotypen verantwortlich ist, sollte durch erneute Konstruktion dieser Mutanten
Uber in vitro-Mutagenese geklart werden. Gleichzeitig sollte eine weitere Mutante in dem in
allen HR1 Doménen zu 100% konservierten Rest, Glutamat an Position 17 erzeugt werden.
Die Mutagenese erfolgte nach der Methode von (Boles und Miosga, 1995) die in einer ersten
PCR zunéchst einen sogenannten ,, Megaprimer* erzeugt. Am Ende werden in einer zweiten
PCR ausschliefdlich mutierte DNA Strange amplifiziert. Da durch die PCR auch unerwiinschte
Fehler in die DNA-Sequenz eingefligt werden kdnnen, mul anschlief3end das erhaltene
Fragment sequenziert werden. Aus diesem Grund wurde ein moglichst kleines DNA-
Fragment umkloniert. Dadurch sollte der zu sequenzierende Bereich so klein wie moglich
gehalten werden. Die resultierenden Vektoren pHPS98 (Ls4S) und pHPS99 (E;7A) (siehe

Tabelle 2.6) wurden Uber in vivo-Rekombination und Plasmidtausch in die Hefezellen
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eingebracht. Die Sequenzierung des mutagenisierten Bereiches zeigte, daf3 lediglich die
erwinschten Austausche in dem pkcl-Gen vorlagen.

3.2.3.1 Phanotypen der Mutanten

Obwonhl der Austausch Ej7A in einem stark konservierten Rest erfolgte, zeigten Hefezellen
mit diesem Allel keinen Phanotyp. Die Phanotypen der Mutanten Ls,S sind in Abbildung 3.15
dargestellt. Zusétzlich zu dem oben beschriebenen Vektor pHPS98 wurde dieses mutierte
Allel (pHPS105), ebenso wie das Wildtyp-Allel (pHPS103) noch in einen integrativen Vektor
umkloniert und dieser in Hefezellen mit einer Deletion im pkcl-Gen integriert. Die
Phanotypen dieser Stdmme sind ebenfalls in Abbildung 3.15 dargestellt. Man erkennt, dal3 in
allen Féllen sowohl die Mutation Ls,S auf dem Plasmid, as auch deren Integration zu

2 mg/ml
30°C 37°C Kongorot

17,5 mM 0,25 mg/ml

Koffein Calcofluor white
Pkclp PI.
Pkclp L.,S PI.
Pkclp int.
Pkclp L,S int.

Abbildung 3.15: Wachstumsphanotypen der durch in vitro Mutagenese erhaltenen Pkclp HR1 Mutanten
LsS

Gezeigt sind die Phanotypen auf Vollmedium mit den angegeben Konzentrationen an Wirkstoffen. Die
Hefestdmme wurden konstruiert, wie in Abschnitt 3.1.2.1 beschrieben. Pkclp Pl. bzw. Pkclp Ls,S Pl. bezeichnet
Hefestdmme mit PKC1 bzw. pkcl auf einem Plasmid, wahrend Pkclp int. und Pkclp Lg,S jewells das integrierte
Gegenstiick bezeichnen.

ahnlichenWachstumsdefekten fuhrt, wie die, welche fur die in Punkt 3.2.2.1 urspringlich

isolierte Mutante beobachtet wurden. Damit konnte bewiesen werden, dald ein Austausch von
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Leucin an Position 54 zu Serin ausreichend ist, um die beobachteten Wachstumsdefekte

hervorzurufen.

3.2.3.2 Phosphorylierung der MAP-Kinase Mpk1p in Pkclp LssS-Stammen im
Vergleich zum Wildtyp

Durch die beobachteten Phanotypen stellt sich, wie schon bel den Mutanten in der C1
Doméne in Abschnitt 3.1, die Frage, welchen Einfluss die Mutation auf die
Signalweiterleitung im Pkclp-Weg hat. Dazu sollte erneut, wie schon in Abschnitt 3.1.3.3.3
die Phosphorylierung der MAP-Kinase Mpkl nachgewiesen werden. Wie man in Abbildung
3.16 sehen kann unterscheidet sich die Phosphorylierung von Mpklp in Mutanten der HR1
nicht von der des Wildtypes. Dies gilt sowohl fur Zellen, deren Pkclp-Weg nicht aktiviert ist
(Anzucht bei 25°C in Medium mit 1 M Sorbitol) as auch fir Zellen, deren Pkclp-Weg
aktiviert ist (Anzucht bei 30°).
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Abbildung 3.16: relative Phosphorylierung der MAP Kinase Mpk1lin Zellen mit Pkclp und Pkclp LS
Zellen ohne Koffein wurden in 1 M Sorbitol bei 25°C angezogen. Zellen mit Koffein bei 30°C. Die Versuche
wurden mit den Hefestdmmen aus Abschnitt 3.2.3.1 durchgefuhrt, die Integrationen der jeweiligen Allele von
PKC1 besitzen.

3.2.3.2 Interaktionen mit HR1 von Pkclp

Die bisher aufgeklarten Funktionen von HR1-Doméanen umfassen immer die Bindung einer
kleinen GTPase. So ist diese Doméne fur die Bindung von Rho an PRK (Méllor et al., 1998),
PKN und Rhophilin (Watanabe et al., 1996) verantwortlich. Dies legt zunédchst die
Vermutung nahe, dal’3 die HR1-Wiederholungen in Pkclp ebenfals eine kleine GTPase
binden. Ein moglicher Kandidat hierflr ist das schon in Abschnitt 3.1 beschriebene Rholp.
Eine Bindung von Rholp stiinde jedoch im Widerspruch zu Untersuchungen von (Nonaka et
al., 1995), bei deren Untersuchungen ein N-terminales Fragment von Pkclp nicht mit Rholp
interagierte. Trotzdem wurde im Rahmen dieser Arbeit zundchst versucht eine Interaktion von

Rholp mit einem N-terminalen Fragment von Pkclp, welches nur die HR1 Domane enthélt,
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nachzuweisen. Es lief? sich jedoch auch hier keine Interaktion erkennen. Aus diesem Grund
wurden alle anderen in der Hefe vorhandenen Mitglieder der Rho Familie (Rho2p, Rho3p,
Rhodp, CDC42 und Rho5p) auf ihre Fahigkeit zur Interaktion mit HR1 von Pkclp getestet.
Dabei standen jeweils sowohl das Wildtyp-Allel, als auch eine aktivierte Variante von Rho2p,
Rho3p , Rhodp und CDC42 zur Verfugung (Imamura et al., 1997). Von Rho5p wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine daueraktive Mutante hergestellt und Wildtyp- sowie aktiviertes
Allel in einen Dihybridvektor kloniert (siehe Tabelle 2.6). Jedoch zeigte keines der
untersuchten Proteine eine Interaktion mit der HR1-Doméne von Pkclp. Auch die
Durchfuihrung eines , Dihybrid-Screens® erbrachte keine interagierenden Proteine. Erst die
Ergebnisse der Versuche in Abschnitt 3.1.1.1 und 3.1.3.3.2 erbrachten Hinweise auf eine
maogliche Funktion der HR1. In diesen Versuchen war zu erkennen, dal3 selbst Mutanten, die
auf Grund der Phéanotypen nicht mehr in der Lage sein sollten mit Rholp zu interagieren,
tellweise eine stérkere Interaktion mit Rholp zeigten als der Wildtyp. Deletiert man jedoch
den Aminoterminus von Pkclp, so bleibt der Wildtyp von Pkclp befdhigt mit Rholp zu
interagieren, wahrend diese Fahigkeit in den Mutanten verloren geht.

Somit scheint der Aminoterminus von Pkclp an der Bindung von Rholp beteiligt zu sein,
obwohl der Aminoterminus alleine nicht mit Rholp interagiert. Die bisher bekannten
Interaktionen von Fragmenten, die im Dihybrid-System auf Interaktion mit Rholp getestet
wurden sind in Abbildung 3.17 a zusammengefald. Darunter sind in Teil b die hier
durchgefiihrten Untersuchungen gezeigt, die darauf hinweisen, dal3 Rholp spezifisch mit der
HR1-Domane interagiert. Wahrend ein Pkclp mit deletierter C1-Domane noch in der Lage
ist, mit aktiviertem Rholp zu interagieren, geht diese Fahigkeit verloren, wenn man zusétzlich
das Leucin an Position 54 zu Serin in HR1A mutiert. Der Test zeigt fur keinen der
verwendeten Reporter (3-Galaktosidase, Wachstum auf Adenin und Wachstum auf Histidin)
mehr eine Wechselwirkung. Offensichtlich sind sowohl die HR1-Domane, as auch die C1-
Doméne an der Interaktion mit Rholp beteiligt.
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Abbildung 3.17: Untersuchung der Dihybrid-Interaktion von HR1 und Rholp
a) Bisher bekannte Interaktionen von Pkclp-Fragmenten mit GTP-Rholp. Auf der linken Seite sind die
Fragmente und die enthaltenen Doménen schematisch dargestellt. Quellen: A) Nonaka et al. (1995) B) Jockel
(1999) und C) diese Arbeit. Unter Interaktion kennzeichnet ein + die Fahigkeit zur Interaktion, wahrend mit -
gekennzeichnete Fragmente keine Féhigkeit zur Interaktion mehr besitzen. b) Versuch zu den letzten beiden
Fragmenten aus a) zum Nachweis der Interaktion von HR1 und Rholp. Vektoren waren wie folgt: pVA3 und
pTD1 als Positiv-Kontrolle, pPGAD424 (Vektor AD), pGBT9 (Vektor BD), pHPS49 (Rholp QgH), Pkclp A470-
662 (pHPS136), Pkclp A470-662 Ls4S (pHPS137). Der verwendete Hefestamm war erneut PJ69-4A.
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Da mit Hilfe des Dihybrid Systems keine Interaktion nur mit dem fur die HR1 Domane
kodierenden Bereiches und Rholp nachgewiesen werden konnte, wurde im Folgenden ein

biochemischer Ansatz gewahit.

3.2.3.3 Expression und Aufreinigung eines HR1-Peptides aus E.coli

Fir die biochemische Untersuchung der Interaktion von Rholp und HR1 von Pkclp wurde
versucht eine mit GST fusionierte HR1-Domane in E. coli Uberzuproduzieren und mit Hilfe
von Glutathion Sepharose aufzureinigen. Dazu wurden zunéchst die ersten 696 Nukleotide
des PKC1-Genes in den Vektor pGEX-3X kloniert. Dieses Fusionskonstrukt kodiert fir
Glutathion-S-Transferase und die ersten 232 Aminosauren von Pkclp auf denen sich beide
Wiederholungen der HR1-Domaéne befinden. Die Aufreinigung wird dadurch ermdglicht, dafi3
die Glutathion-S-Transferase an Glutathion bindet, welches chemisch an Sepharose gekoppelt
ist. Dadurch wird das Fusionsprodukt immobilisiert und nicht gebundene Proteine kénnen
durch Waschen entfernt werden. Durch Zugabe reduzierten Glutathions kann anschlief3end

das Fusionprotein von der Matrix gel6st werden.

—84
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Abbildung 3.18: Expression und Reinigung der GST-fusionierten HR1-Domane von Pkclp

a) ,Western“-Analyse von HR1 fusioniert an Glutathion-S-Transferase und, zur Kontrolle, Glutathion-S-
Transferase. Aufgetragen wurden einmal Protein aus ganzen Zellen, einmal Rohextrakt und einmal die Proteine
nach Aufreinigung mit Glutathion Sepharose. Zur Detektion wurde ein gegen die Glutathion-S-Transferase
gerichtetes, polyklonales Antiserum verwendet. b) Gezeigt ist die Silberférbung eines SDS-Geles mit dem HR1-
GST-Fusionsprotein nach Aufreinigung.

Wie man in Abbildung 3.18 b erkennen kann, konnte das 55 KDa grof3e Fusionsprotein so
weit aufgereinigt werden, dal3 es fur weitere, biochemische Untersuchungen eingesetzt

werden kann.
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3.2.3.4 Expression und Aufreinigung von Rholp aus E.coli

Der Bedarf fur gereinigtes Rholp ergab sich nicht nur durch geplante Interaktionsstudien mit
der HR1-Doméne von Pkclp, sondern schon friher bel der Bestimmung der in vitro-
Kinaseaktivitat (Abschnitt 3.1.1.2) von C1-Mutanten. Insbesondere fiir letzteren Versuch mui3
ein vergleichsweise grofler Grad an Aufreinigung erreicht werden, da kontaminierende
Proteine, und hier speziell Kinasen, zu ener unspezifischen Phosphorylierung des
Substratpeptides fihren konnen. Fir diesen Versuch wurde das aktivierte RholpQssH Protein
mit einer Markierung von sechs Histidinresten versehen. Diese sind in der Lage Nickelionen,
die an eine Nitriloacetat-Matrix gebunden sind, komplexometrisch zu binden. Dadurch wird
das Fusionsprotein immobilisiert und kann durch Waschen von den anderen Proteinen
getrennt werden. Durch Zugabe von Imidazol kann der Komplex gelost werden und man
erhalt das gereinigte Protein. Da die Uberproduktion von aktiviertem Rholp in S. cerevisiae
zu einem Zellzyklus-Arrest fuhrt (Espinet et al., 1995), wurde das Protein erneut in E. coli
exprimiert. Wie man in Abbildung 3.19 a erkennen kann wird das rekombinante Protein von
E. coli exprimiert, in der ,, Western“-Analyse ist ein deutliches Signal zu erkennen. Abbildung
3.19 b zeigt die einzelnen Schritte der Aufreinigung. Es ist zu erkennen, dald in den
Elutionsfraktionen weitere Proteine, neben dem Rholp QesH zu erkennen sind. Im
Wesentlichen sind dies funf Proteine mit einem deutlich hoheren Molekulargewicht als das
rekombinante Protein. Bevor das Protein fir weitere Studien verwendet werden kann, miissen
diese Kontaminationen durch weitere Aufreinigungsschritte entfernt werden. Dies war jedoch

im zeitlichen Rahmen dieser Arbeit nicht mehr maglich.
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Abbildung 3.19: Expression von His-markiertem Rholp QgH in E. coli

a) Nachweis der Expression von 6xHis-markiertem Rholp QgsH in E.coli. Gezeigt ist oben ein mit ,,Coomassie
brilliant blue* gefirbtes Polyacrylamid-Gel und unten eine ,,Western“-Analyse mit einem gegen 6xHis
gerichteten polyklonalen Antiserum. E. coli Zellen mit pHPS59 (Rholp QgH 6xH) und pQE9 (Vektor) wurden
in LB Medium angezogen. Zum Zeitpunkt 0 h wurde die Expression mit IPTG induziert und nach 1, 2, 4 und 24
h Proben genommen. Die Zellen wurden abzentrifugiert, mit gleichem Volumen 2 x Probenpuffer versehen und
10 min. gekocht. b) Aufreinigung von Rholp QgH unter Verwendung einer Ni-NTA Agarose Sdule. Die
Durchfiihrung ist in Abschnitt 2.2.5.5.4 beschrieben. Gezeigt ist ein mit ,,Coomassie brilliant blue* geférbtes
Polyacrylamid-Gel. Aufgetragen wurde jeweils ein Teil der bei den einzelnen Aufreinigungsschritten erhaltenen
Fraktionen. Da Rholp QgsH nicht rein dargestellt werden konnte, ist die entsprechende Bande mit einem Pfeil
markiert.
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3.3 Kombination von Cl1- und HR1-Mutanten

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen zeigten eine Beteiligung von Cl1-
Doméne und HR1-Domaéne bei der Aktivierung von Hefe-Pkclp durch Pkclp. Da Mutanten
in den jeweiligen Domanen einen, gegeniiber einer Pkclp Deletion deutlich abgeschwéchten
Phanotyp zeigen, sollte untersucht werden, welche Phanotypen eine Kombination von
Mutationen in beiden Domanen hervorbringt. Zu diesem Zweck wurden Telle von PKC1, die
die entsprechenden Mutationen tragen zusammenkloniert. Der resultierende Vektor pHPS115
wurde in den heterozygoten S. cerevisiae Stamm MCY-23D, der sowohl eine pkcl-Deletion
als auch ein Wildtyp-Allel des Genes tragt, integriert. Die Tetradenanalyse nach Sporulation
von 30 Tetraden erbrachte in keinem Fall eine Segregante, welche gleichzeitig die Deletion
und das pkcl-Allel mit den Mutationen in C1 und HR1 tréagt. Dies |a3 den Schlul? zu, dai
diese Mutationen zusammen fir die Zellen leta sind, da Pkclp nicht mehr durch Rholp

aktiviert werden kann.

3.4 Entwicklung eines Ansatzes zur Identifikation von
Genen mit negativer regulatorischer Wirkung auf den

Pkclp-Signaltransduktionsweg

Die Anderungen im Transkriptionsprofil einer Hefezelle, die durch einen
Signaltransduktionsweg, wie z.B. den Pkclp-Weg induziert werden (Roberts et al., 2000),
miissen bei Anderungen im externen Milieu auch schnell wieder riickgangig gemacht werden.
Ein solcher Fall wére fur den Pkclp-Weg z.B. denkbar, wenn sich die Bedingungen von
hypoosmolar zu hyperosmolar andern. Komponenten, die in einem solchen Fall aktiv an einer
negativen Regulation des Pkclp-Weges beteiligt sind, sind bisher kaum charakterisiert. Bel
den beschriebenen Komponenten, die den Signalfluf3 negativ regulieren, handelt es sich in der
Regel um GTPase aktivierende Proteine, welche auf Rholp wirken. Zu diesen Proteinen
gehdren hauptséchlich Sac7p (Schmidt et al., 1997) und Lrglp (Lorberg, 2001).

Ziel dieses Teiles der Arbeit war es, eine Methode zur Identifikation weiterer Komponenten
mit negativer regulatorischer Wirkung auf den Pkclp-Weg zu entwickeln und entsprechende
Gene zu isolieren.
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3.4.1 Prinzip des Ansatzes

Das Schema mit dessen Hilfe die Mutanten isoliert wurden ist in Abbildung 3.20 dargestellt.
Dabei werden in einem ersten Schritt mit Hilfe einer Transposon-Genbank (Burns et al.,
1994) zufallsverteilte Insertionen in das Genom der Hefe eingefligt. Inseriert ein solches
Fragment in einen offenen Leserahmen oder im Promotorbereich eines Genes, so kann es zu
Disruptionen oder einer Herabsetzung der Transkription kommen. Mutanten mit solchen
Defekten, die gleichzeitig eine erhohte Aktivitéat im Pkclp-Signaltransduktionsweg zeigen,
besitzen entweder eine negative, regulatorische Funktion oder sind anderweitig an der
Aufrechterhaltung der zelluléren Integritét der Zelle beteiligt. Damit auch Gene isoliert
werden konnen, deren Wirkung sich nicht phénotypisch auspragt, wurde fir den hier
entwickelten Ansatz erneut das in Abschnitt 3.1.1.3 beschriebene Reportersystem verwendet.
Um das System einfach in verschiedene Mutanten einbringen zu konnen, wurden dle
erforderlichen Komponenten in einem CEN/ARS Vektor zu pHPS100 (Kirchrath et al., 2000)
zusammengefuhrt. Dieser Vektor enthdt also neben dem TRP1-Gen ein aminoterminal
verkirztes, an die LexA Bindedomane fusioniertes rim1-Gen und das 3-Galactosidase-Gen
unter Kontrolle des GALL1/10-Promotors. Die stromaufwaérts liegenden, aktivierenden
Sequenzen dieses Promotors sind alerdings durch LexA-Bindestellen ersetzt. Dieser Vektor
wurde dann in den Pool von Mutanten transformiert (Abbildung 3.20; 2. Schritt). Die
resultierenden Zellen wurden im dritten Schritt , Replika-plattiert”, Uber Nacht inkubiert und
mit , X-Gal-haltiger* Agarose Uberschichtet. Kolonien die nun schneller eine Blaufarbung
zeigten, als eine ebenfalls mit pHPS100 transformierte Wildtyp-Kontrolle wurden von den
Ursprungsplatten isoliert. Durch Anziehen dieser Zellen in Vollmedium wurde ihnen in einem
4. Schritt der Verlust des Reporterplasmides ermoglicht. Diese Kolonien wurden erneut
» Replika-plattiert”, diesmal auf Medium, welches auf den Marker von pHPS100 (das TRP1-
Gen) selektiert und auf Vollmedium. Ausgewéhlt wurden nun solche Kolonien, die den
Vektor pHPS100 verloren hatten, also nicht mehr auf Tryptophan-Mangel-Medium wachsen
konnten und auch keine Blauféarbung mehr zeigten. Bel Zellen, die kein Reporterplasmid
mehr enthielten aber trotzdem noch Blauférbung zeigten, ist das 3-Galactosidase-Gen der
Transposon-Genbank hinter einem Hefe-eigenen Promotor inseriert. In diesem Fall spiegelt
die Blaufarbung nicht die Aktivitdt im Pkclp-Weg wider und die Zellen sind fur eine weitere
Betrachtung ungeeignet. Wahrend die bisherigen Schritte der Isolation der gesuchten
Mutanten dienten, sind die folgenden Schritte darauf ausgerichtet die Mutation zu

lokalisieren. Zu diesem Zweck wurde zunéchst ein mit Pvul geschnittener Vektor YIp5 in das
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Ampicillin-Resistenz-Gen des Vektors der Transposon-Genbank integriert (Abbildung 3.20
Schritt 6). Von diesen Zellen wurde chromosomale DNA isoliert, mit Nsil geschnitten und
religiert (Abbildung 3.20 Schritt 7). Dadurch entstehen Plasmide, welche die fiir eine
Replikation in E. coli benotigten Elemente von YIp5 enthalten. Zusitzlich zu den lacZ-,
LEU2- und Ampicillin-Resistenz-Genen enthilt der Vektor genomische DNA, die bis zur dem
Integrationsort des Transposonplasmides am nichsten liegenden Nsil-Schnittstelle reicht
(Abbildung 3.20 Schritt 8). AbschlieBend erfolgte die Amplifikation der Plasmide in E. coli
und Sequenzierung mit dem Oligonukleotid u-200. Durch Verwendung des BLAST-
Algorithmus (Altschul et al., 1990) wurde iiber einen Vergleich mit der Genomsequenz von S.

cerevisiae der jeweilige Integrationsort ermittelt.
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Abbildung3.20: Schema der Isolierung von Mutanten mit negativer regulatorischer Funktion

Gezeigt sind schematisch die einzelnen Schritte die zur Isolierung der Mutanten durchgefiihrt wurden. In den
Genkarten sind genomische DNA Fragmente als Linie, genomische, offene Leserahmen als schwarze Pfeile,
DNA Fragmente aus der Transposon-Genbank als hellgraue Késten, zugehorige offene Leserahmen als
dunkelgraue Pfeile, durch YIp5 eingebrachte DNA durch dunkelgraue Kisten und zugehdrige offene
Leserahmen durch rote Pfeile gekennzeichnet. Der mit u-200 markierte Pfeil kennzeichnet die Bindestelle des
zum Sequenzieren verwendeten Oligonukleotides.
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3.4.2 Genomische Lokalisierung der isolierten Mutanten

Im Folgenden finden sich die Genkarten der isolierten Mutanten mit jeweils ca1l0 kb

flankierender Sequenzen.

3.4.2.1 Die Mutante tn 1

Bel der Mutante tnl ist das transponierbare Element in Chromosom XII1 zwischen die Gene
CUSL und YHM2 integriert (Abb. 3.21). Welche der beiden Gene fir den beobachteten
Anstieg der Aktivitdt im Pkclp-Weg verantwortlich ist, 183t sich ohne weitere Versuche nicht
bestimmen. Die Deletion von CUSL ist jedoch letal (Winzeler et al., 1999), wodurch
wahrscheinlicher ist, dal3 der Effekt durch den Verlust von YHM2 hervorgerufen wird. Das
Genprodukt von YHMZ2 ist homolog zu Transporterproteinen in der Mitochondrienmembran
(El Moualij et al., 1997) und transportiert moglicherweise Anionen, wie Citrat, alpha
Ketoglutarat oder Succinat (Mayor et al., 1997). Diese mogliche Betelligung am
lonenhaushalt der Zelle wiirde auch eine Anderung in der PKC1-Reporteraktivitdt sinnvoll
erscheinen lassen.

BamHl|
: Nsil
Nsil |BamHI |BamHI i Nsil Nsil
RNT1 CUS1 AMP LEU2 lacZ RPL20A ZRC1
YHM2
5000 10000 15000

th 1

Abbildung 3.21: Lokalisierung destransponierbaren Elementesin der Mutanten tn 1

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.2 Die Mutante tn 2

Aus der Mutante tn 2 wurden 2 verschiedene Plasmide isoliert. Das bedeutet, daf3 2
Transposons in das Genom integriert waren (Abb. 3.22). Diesist bei der verwendeten Art der
Mutagenese nicht untiblich (Burns et al., 1994). Das erste Transposon ist hierbei zwischen
den Genen HXT6 und HXT7 auf Chromosom 1V integriert, liegt aber mehr als 1000 bp hinter
HXT6 und mehr als 2000 bp vor dem Startcodon von HXT7, so dal ein Einflu3 auf die
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Expression der Gene nicht wahrscheinlich erscheint. Zudem findet sich das im Folgenden
beschriebene Transposon auch noch in Mutante tn 27. Tn 2.1 ist also fir eine erhohte
Aktivitdt des PKC1-Signaltransduktionsweges wahrscheinlich nicht verantwortlich. Das
Zweite aus der Mutanten tn 2 isolierte Transposon ist im offenen Leserahmen YOR356W auf
Chromosom XV integriert. Das zum Wildtypgen zugehtrige Genprodukt ist 631
Aminosduren lang. Durch die Integration stimmt das Protein noch bis Aminosdure 606 mit
der Wildtypsequenz Uberein, andert sich in die Sequenz EGSDAQWNENSR und bricht dann
ab. In der Mutanten ist das Protein also um 13 Aminosduren verklrzt. Experimentelle
Arbeiten zur Funktion des Genes liegen noch nicht vor. Homologievergleiche lassen auf eine
Funktion des Proteins als mitochondriale Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Ubichinon-
Oxidoreduktase schlief3en. Daflr spricht auch, dal3 in dieser Proteinfamilie die katalytische
Funktion am C-Terminus lokalisiert ist. Aul3erdem ist der Cysteinrest 606 an der Bildung des
4Fe-4S , Clusters beteiligt und unmittelbar neben diesem Rest bricht die Wildtypsequenz ab.
Der Grund fur den Einfluss auf die Pkclp-Aktivitét ist jedoch aus diesen Daten nicht direkt

abzuleiten.
BamHI
Nsil Nsil  Nsil |BamHI iNsiI
YDR341C HXT7 AMP LEU2 lacZ HXT6
I2000 I4000 I6000 I8000 I10000 I12000 I14000
tn 2.1
BamHI
© Nsil
5 BamHlI |BamHI |BamHI Nsil
GDS1 YOR356W' AMP LEU2 lacZ GRD19 HAP5 PDE2
'YOR356W YOR359W
5000 I10000 I15000
tn 2.2

Abbildung 3.22: Lokalisierung der transponierbaren Elementein der Mutanten tn 2

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist als schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.
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3.4.2.3 Die Mutante tn 4

Bei der Mutanten tn 4 ist das Transposon auf Chromosom X, 372 bp vor dem Leserahmen
YJL105W integriert (Abb. 3.23). Auch zu diesem Gen liegen keine experimentellen Daten
vor. Homol ogievergleiche lassen jedoch auf eine Rolle bel der transkriptionellen Regulation
schlieffen. Auch hier existiert keine offensichtliche Begriindung fir die Erhéhung der
Reporteraktivitat.

Nsil
BamHlI .BamHI
i Nsil :{ BamHI
Nsil P Nsil |BamHI |BamHIE : Nsil Nsil
IME2 AMP LEU?2 lacZ YJL105W MIA1SNR37
5000 10000 15000

th 4

Abbildung 3.23: Lokalisierung der transponier baren Elementein der Mutanten tn 4

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen als dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist als schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.4 Die Mutante tn 5

Bei der Mutante tn 5 ist das Transposon in Chromosom V11 in die Promotorregion von FLO5S
und YHR210C integriert (Abb. 3.24). Auch hier muf3 der Beweis dafur, welches der beiden
Gene fir den beobachteten Phanotyp verantwortlich ist, durch weitere Experimente erbracht
werden. Uber FLOS ist jedoch bekannt, daR esin der Zellwand am Ubergang von der Mutter
zur Tochterzelle und in der Tochterzelle lokalisiert ist (Bony et al., 1998). Damit ist es
maoglicherweise an der Aufrechterhaltung der Integritét der Zellwand beteiligt, was auch den
Anstieg in der PKClp-Reporteraktivitdat erklaren wirde. Uber YHR210C liegen keine
experimentellen Daten vor, so dal3 eine Beteiligung an dem Herbeifihren des Phanotypes

nicht ausgeschlossen werden kann.
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BamHl
Nsil  Nsil Nsil |BamHI iBamHI |Nsil
: L—v—ﬁ —
YHR120C AMP LEU2 lacZ FLO5
YHR209W
5000 10000 15000 20000

th 5

Abbildung 3.24: L okalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 5

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.5 Die Mutante tnh 6

Die Lokalisierung des Transposons in dieser Mutante lief3 sich nicht eindeutig bestimmen, da
die erhaltene Sequenz insgesamt vierma im Hefegenom vorhanden ist. Die mdglichen
Integrationsorte liegen jewells in der Promotorregion einer der Wiederholungen der Gene
ASP3-1, ASP3-2, ASP3-3 und ASP3-4 (Abb. 3.32). Das eines dieser Gene fur den Phanotyp
verantwortlich ist, geht aus den Mutanten tn 14, tn 15.1 und tn 16.1 hervor, bei denen das

Transposon direkt in eines der oben genannten Gene integriert ist.

Nsil
i |BamHI |BamHI Nsil
ASP3-1 laczZ LEU2 AMP ASP3-2
YLR156W
5000 10000 15000

tn 6

Abbildung 3.25: Eine mdgliche L okalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 6

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen als dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben. Auf Grund der Redundanz der ASP3-Sequenzen ist hier nur eine von 3 moglichen Lokalisationen des
Transposons dargestellt.
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3.4.2.6 Die Mutante tn 7

Integrationsort dieser Mutanten ist das Gen FIG4 auf Chromosom X1V (Abb. 3.26). Durch
diese Integration wird das Protein um 72 Aminosauren am C-terminalen Ende verkirzt.
Folglich muf3 hier ein fir seine Funktion wichtiger Bereich liegen. Wahrscheinlich handelt es
sich bei dem Protein um eine Inositol Polyphosphat-5-Phosphatase (Erdman et al., 1998). Die
Expression des Genes wird durch Paarungspheromon induziert und Mutanten zeigen Defekte
in der Ausbildung des ,, Shmoos* (Erdman et al., 1998). Dies zeigt schon, dal’ dieses Gen eine
Bedeutung fur die Aufrechterhaltung der Zellform besitzt.

.BamHlI
5 BamHI Nsil |BamHI |BamHI Nsil Nsil Nsil
EGT2 'FIG4 lacZ LEU2 AMP FIG4' LEM3
YNL326C
5000 10000 15000

tn 7

Abbildung 3.26: L okalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 7

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.7 Die Mutante tn 8

Auch in der Mutante tn 8 konnte der Integrationsort nicht eindeutig bestimmt werden. Mit
Sicherheit liegt der Integrationsort auf Chromosom IV in einem Bereich mit 3 fast zu 100%
identischen Genen ENA1, ENA3 und ENA5S (Abb. 3.27). ENAL unterscheidet sich in dem
sequenzierten Bereich in einigen, wenigen Resten von ENA3 und ENA5 weshalb ENAL als
Integrationsort ausgeschlossen werden kann. Alle drel Genprodukte sind jedoch Natrium
ATPasen, die lonen aus der Zelle transportieren (Wieland et al., 1995) wodurch es zellintern
zu einer hoheren lonenkonzentration als im umgebenden Medium kommt, was wiederum zur

Aktivierung des Pkclp-Weges fuhren kdnnte.
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.BamHlI .BamHlI
BamH!| Nsil |BamHI |BamHI Nsil Nsil
ENAS 'ENA3 lacZ LEU2 ENA3' ENA1
AMP
5000 10000 15000
| | | | | | | | | | | | | | |
th 8

Abbildung 3.27: Lokalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 8

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.8 Die Mutante tn 9

Hier erfolgte die Integration in Chromosom X in dem Gen NTA1 (Abb. 3.28). Dadurch
verbleibt ein Bereich, der fur 75 Aminosduren des Wildtyp-Proteines kodiert. Durch die
Integration werden hieran weitere 17 Aminosauren (DRGLTLSGTKTHVKGFWS) fusioniert.
Das Wildtyp-Protein besitzt demgegentiber eine Lange von 457 Aminosauren. NTAL ist eine
aminoterminale Amidase, die aminoterminale Asparagin- und Glutamin-Reste von Proteinen
deamidiert (Baker und Varshavsky, 1995). Diese werden dann tber den ,N-end rule“-Weg
abgebaut. Die Deletion wirkt also auf Proteine, die solchermal3en abgebaut werden
stabilisierend.

Nsil

' BamHlI |BamHI |BamHI Nsil

YJRO61W 'NTA1l lacZz LEU2 NTA1l'" CCT5 ARPS3
AMP RPA12

5000 10000 15000

tn 9

Abbildung 3.28: L okalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 9

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen als dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.
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3.4.2.9 Die Mutante tn 10
Bei der Mutanten tn 10 sitzt das Transposon in Chromosom X1V in dem Gen YGP1 (Abb.

3.29). Durch die Integration wird das Genprodukt von 354 auf 57 Aminosauren verklrzt.
Zusétzlich zu diesen 57 Aminosauren des Wildtyp-Proteines kommen durch die Integration
die Aminosauren AGSDAQWNENSR bevor ein Stopcodon folgt. Das Wildtyp-Protein ist
hochglykosyliert und wird sekretiert (Destruelle et al., 1994). Die Sequenz deutet darauf hin,
dass es sich um eine Asparaginase handelt. Diese Enzymklasse katalysiert die Deamination
von Asparagin zu Asparaginsaure und einem Ammoniumion. Somit hat dieses Enzym
madglicherweise einen Einfluld auf die extrazelluldre lonenkonzentration, was die Aktivierung

des Pkclp-Wegesin der Mutanten erklaren wiirde.

Nsil BamHlI
‘BamHlI |BamHI | Nsil BamHl
CBK1 AMP LEU2 lacZ YNL158W
YGP1' 'YGP1 YNL159C
I5000 I10000 I15000
tn 10

Abbildung 3.29: L okalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 10

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.10 Die Mutante tn 12

Die Integration des Transposons erfolgte bei dieser Mutanten in Chromosom VI 154
Basenpaare vor dem offenen Leserahmen YFR0O45W (Abb. 3.30). Das Genprodukt 183t sich
auf Grund von Homologievergleichen wie schon die Mutante tn 1 in Abschnitt 3.4.2.1 der
Familie mitochondrialer Transporter zuordnen (El Moualij et al., 1997).
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Nsil
;Nsil
¢ BamHI IBam HI IBamHI Nsil
YFR024W YFR044C AMP  LEU2 lacZ YFRO45W YFR048W
YFR041C YFR043C YFRO047C
YFR046C
5000 10000 15000

tn 12

Abbildung 3.30: Lokalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 12

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.11 Die Mutante tn 13

Die Mutante tn 13 trégt die Integration des Transposons in Chromosom |V 102 Basenpaare
vor dem Gen AGE1 (Abb. 3.31). Eine Sequenzanalyse des zugehdrigen Proteins mit dem
Programm SMART (Schultz et al., 1998) zeigt, dai3 das Protein eine ,ARF-GAP* Domane
besitzt. Adenosyl-Ribosylierungs-Faktoren sind GTP-bindende Proteine, die am
intrazelluldren Vesikeltransport beteiligt sind. Die intrinsische GTPase-Aktivitdt dieser
Proteine wird durch GTPase Aktivierende Proteine aktiviert (Vitale et al., 1998). Da dieser
Veskeltransport wichtig fur die Zellwandsynthese ist, ist die Erhéhung der PKC1
Reporteraktivitét erklérbar.

Nsil
i Nsil
i Nsil
Nsil g IBamHI IBamHI Nsil
SPS2 SPS1 AGE1 lacZ LEU2 AMP YDR527W
YDR525W-A
YDR525W

I5000 I10000 I15000

tn 13

Abbildung 3.31: Lokalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 13

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.
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3.4.2.12 Die Mutante tn 14

In der Mutanten tn 14 ist das Transposon in Chromosom Xl in eines der Gene ASP3-1,
ASP3-2, ASP3-3, ASP3-4 integriert (Abb. 3.32). Dadurch wird das Protein von 362
Aminosauren auf 76 Aminosauren verkirzt, wovon nur 74 Aminosauren der Wildtypsequenz
entsprechen und zusétzlich die Aminosauren GV angehangt werden. Wie schon bel der
Mutanten tn 10 in Abschnitt 3.4.2.9 handelt es sich bei dem Enzym um eine Asparaginase, so
da3 bezlglich der Pkclp-Aktivitét auch hier eine Regulation Uber die extrazelluldre

lonenkonzentration moglich wére.

|Nsil |BamHI |BamHI |Nsil
I I I IH . ‘I I I * I
'ASP3-1 lacZ LEU2 ASP3-1' ASP3-2
AMP
5000 10000 15000
| | | | | | | | | | | | | | |
tn 14

Abbildung 3.32: Lokalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 14

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen als dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.13 Die Mutante tn 15

Diese Mutante gehdrt ebenfalls zu der Gruppe bei der zwei verschiedene Integrationen des
Transposons nachgewiesen werden konnten. Beide Integrationen sind identisch mit den schon
weiter oben beschriebenen in Abschnitt 3.4.2.1 bei Mutante tn 1 (Gen YHM2) und in
Abschnitt 3.4.2.12 bei Mutante tn 14 (Gen ASP3).

3.4.2.14 Die Mutante tn 16

Hier gilt dasselbe wie im vorigen Abschnitt. Die hier isolierten Fagmente ergaben eine
Integration des Transposons, die einmal identisch ist mit der in Abschnitt 3.4.2.1 bei Mutante
tn 1 (Gen YHM2) und zum anderen mit der in Abschnitt 3.4.2.7 bel Mutante tn 8 (ENA2 oder
ENAS).
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3.4.2.15 Die Mutante tn 17

Die Mutante tn 17 ist identisch mit der in Abschnitt 3.4.2.1 beschriebenen Mutanten tn 1 (Gen
YHM2).

3.4.2.16 Die Mutante tn 18

Die Mutante tn 18 tragt ein Transposon im offenen Leseraster YJL107W auf Chromosom X
(Abb. 3.33). Die Integration fuhrt zu einer Verkirzung des Proteins von 325 auf 108
Aminosauren. Zusétzlich wird an diese 108 Aminosauren noch die Sequenz AQWNENSR
angehangt, so daR das resultierende Protein 116 Aminosauren lang ist. Uber die Funktion des
Genproduktes liegen keine Erkenntnisse vor. Eine Deletion des Genes zeigte keine
Phanotypen (Esser et al., 1999). Eine Analyse der Sequenz mit BLAST (Altschul et al.,
1990), SMART (Schultz et al., 1998) und PROSITE (Hofmann et al., 1999) ergab keine

Hinweise auf eine Funktion oder funktionelle Doménen.

BamHlI
i Nsil
i BamHI
P BamHI
Nsil |BamHI I P 5 BamHI
YJL0O20C YJLO18W AMP LEU2 lacZ CCT3 MADS3
YJLO19W YJLO17W' 'YJLO17W
5000 10000 15000

tn 18

Abbildung 3.33: Lokalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 18

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.17 Die Mutante tn 19

Bel der Mutanten tn 19 kann erneut nicht mit Sicherheit die Lokalisierung des Transposons
nachgewiesen werden. Es sitzt entweder in Chromosom | im Gen PHO11 oder in Chromosom
VIl im Gen PHO12 (Abb. 3.34). Beide Gene sind identisch. Durch die Integration kommt es
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in einem der beiden Proteine zu einer Verkirzung von 467 auf 291 Aminosduren und
zusétzlich wird die Sequenz GGLTLSGTKTHVKGFWS angehangt. Bel dem Protein handelt
es sich um eine Untereinheit einer in den periplasmatischen Raum sekretierten, sauren
Phosphatase (de Steensma et al., 1989). Diese Proteine besitzen konservierte Histidinreste im
Amino- und im Carboxy-Terminus, die wichtig fur die katalytische Funktion sind (Ostanin et
al., 1992). In Phollp und Phol2p liegt ein solcher Rest an Position 327. Durch die Disruption
fehlt dieser Rest und das Enzym kann seine katalytisch Funktion nicht mehr erfiillen. Diese
Funktion ist offensichtlich von Bedeutung fur die Integritét der Zellwand, so dal3 es bei
Funktionsverlust, wie beobachtet, zu einem Anstieg in der Pkclp-Aktivitdét kommt. In
Abbildung 3.34 ist beispielhaft die Integration in PHO11 gezeigt.

Nsil
:  Nsil Nsil
: ¢ Nsil |BamHI |BamHI i|BamHI
: - |
YARO68W PHO11' AMP LEU2 lacZ 'PHO11 IMD1
YAROGOC
YARO70C
5000 10000 15000

tn19

Abbildung 3.34: Lokalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 19

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben. Auf Grund der Redundanz von PHO11 und PHO12 kann auch eine Integration in letzterem nicht
ausgeschlossen werden.

3.4.2.18 Die Mutante tn 23

In dieser Mutanten ist das Transposon in Chromosom IV in den Promotorbereich von
YDR357C und GGAL integriert (Abb. 3.35). Die Expression welches der beiden Gene
dadurch beeinflusst wird, geht aus den durchgefiihrten Experimenten nicht hervor. Uber
YDR357C ist lediglich bekannt, dal’ sein Genprodukt mit Smx3p, einem Kernprotein des
»Spliceosoms” interagiert (Uetz et al., 2000). GGAL ist ein im Golgi-Apparat lokalisiertes
ARF-bindendes Protein (Lemmon und Traub, 2000).
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BamHl
Nsil BamHlI i Nsil
5 Nsil |BamHI | Nsil i Nsil
TRP4 NUF1 AMP LEU2 lacZ GGA1l VID21
YDR357C
5000 10000 15000

tn 23

Abbildung 3.35: Lokalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 23

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.19 Die Mutante tn 24

Bel der Mutanten tn 24 ist das Transposon X1V in das Gen YNL152W integriert (Abb. 3.36).
Bel dem zugehdrigen Protein werden durch diese Integration die C-terminalen 8 Aminosauren
durch die Sequenz GLTLSGTKTHVKGFWS ersetzt. Uber die Funktion des Proteins liegen
keine Erkenntnisse vor. Die Deletion des kompletten Genes ist allerdings letal (Winzeler et
al., 1999). Die geringfiigigen Anderungen durch die Integration an der Gesamtsequenz lassen
also auf eine Bedeutung des C-terminalen Endes fir die Funktion des Proteins schlief3en. Eine
Analyse der Sequenz mit BLAST (Altschul et al., 1990), SMART (Schultz et al., 1998) und
PROSITE (Hofmann et al., 1999) ergab keine jedoch keine Hinweise auf eine Funktion oder

die Existenz funktioneller Doménen.
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Nsil
i Nsil
BamHI i iNsil
Nsil BamHI BamHI  BamHl i BamHI

|
YNL159C  YNL155W GIM3 AMP LEU2 lacZ YNL150W

YNL158W YCK2 YNL152W' "YNL152W ALF1
YNL156C RPC31
5000 10000 15000 20000
1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1
tn 24

Abbildung 3.36: Lokalisierung des Transposonsin der Mutanten tn 24

Die durch die Mutagenese eingebrachte DNA ist as hellgrauer Kasten, die darauf befindlichen, offenen
Leserahmen as dunkelgraue Pfeile dargestellt. Die genomische DNA ist as schwarze Linie und genomische,
offene Leserahmen als schwarze Pfeile wiedergegeben. Die Abstdnde unter der Karte sind in Basenpaaren
angegeben.

3.4.2.20 Die Mutante tn 27

Die Mutante tn 27 trégt das Transposon wie schon die Mutante tn 2 in Abschnitt 3.4.2.2. Da
der Integrationsort identisch ist wird hier lediglich an diese Stelle verwiesen.
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3.4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.4.2

In der folgenden Tabelle sind die isolierten Gene und, falls bekannt, die Funktion ihrer

Genprodukte noch einmal zusammengefalt.

Gen Haufigkeit | Integrationsort | Funktion des Genprodukts

YHM?2 4 Gen, Promotor | Mitochondrialer Transporter,
Anionentransport

YOR356W 2 Gen Elektronen-Transfer-Flavopro-
tein-Ubichinon Oxidoreduktase

YHR120C, FLO5 1 Promotor unbekannt, Zellwandprotein -
Flokkulation

ASP3 3 Gen, Promotor | Sekretierte Zellwand Asparagi-
nase

FIG4 1 Gen Inositol  Polyphosphat-5-Phos-
phatase

ENA3, ENAS 2 Gen Natrium ATPasen, Export von
lonen

NTA1 1 Gen N-terminale Amidase, Deami-
dation von ASN und GLN

YGP1 1 Promotor sekretierte Zellwand Asparagi-
nase

YFRO45W 1 Promotor mitochondrialer Transporter
transport

PHOL11, PHO12 1 Gen sekretierte, saure Phosphatase

GGAL, YDR357C 1 Promotor unbekannt (YDR357C) / ARF-
bindendes Protein (GGA1)

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber die isolierten Gene mit Beteiligung an der Aufrechterhaltung der zelluléren
Integritat

Aufgefiihrt sind der Genname, die Anzahl der isolierten Mutanten mit Integrationen in diesem Gen oder der
zugehdrigen Promotorregion, der Ort der Integration und, falls bekannt, die mégliche Funktion des Genes.
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4. Diskussion

Wie in der Einleitung geschildert, spielen die Enzyme der Proteinkinase C , Superfamilie®
eine wichtige Rolle in verschiedensten Signaltransduktionswegen. Fur die Regulation dieser
Proteine spielen konservierte Bereiche, also Doménen, eine wichtige Rolle. Zwel Faktoren
erschweren dabei die Aufklarung der Funktion der einzelnen Proteine. Zum einen die Vielzahl
von Isoenzymen, die in hoheren Zellen existieren, zum anderen die Tatsache, dal3 sich
offensichtlich die Regulation an homologen Doménen bei verschiedenen Proteinen und
Organismen deutlich voneinander unterscheiden kann und so nicht einfach von einem Enzym
auf das andere Ubertragbar ist. Diese Probleme wurden in der vorliegenden Arbeit durch die
Verwendung des einzelligen Eukaryonten S. cerevisiae als Modellorganismus umgangen.
Dieser verfugt nur Uber ein Proteinkinase C-Homologes, welches zudem als urspriingliche
Form der Enzymklasse betrachtet wird (Mellor und Parker, 1998). Es besitzt jedoch ale
Charakteristika und auch die konservierten Doménen, die in den homologen Proteinen
hoherer Organismen vorhanden sind. Durch Einsatz der gut etablierten Genetik und
Biochemie von S cerevisiae sollten in dieser Arbeit drei wesentliche Bereiche untersucht
werden. Die ersten beiden Bereiche umfassen dabel die Untersuchung der Regulation von
Pkclp durch zwel verschiedene Doméanen.

Fur die erste der beiden Doméanen, die Cl-Domane, sollte unter anderem, durch die
Herstellung chimérer Proteine von Pkclp mit den C1-Doménen aus anderen Kinasen, geklart
werden, wie diese Doménen im allgemeinen reguliert werden und in welche funktionelle
Gruppe die Domane von Pkclp aus S cerevisiae eingeordnet werden kann. Der zweite
Bereich von Pkclp der im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden sollte, war der
aminoterminale Bereich, der, wie man heute weil3, eine HR1-Doméne trégt und fir den in
Pkclp von Scerevisiae keine Funktion bekannt war. Der dritte Teil dieser Arbeit entfernt sich
ein wenig von Struktur und Funktion des Proteins Pkclp und dient der Aufklérung des
genetischen Umfeldes, das daran beteiligt ist, den Pkclp-vermittelten Signaltransduktionsweg

in seinem inaktiven Zustand zu halten.
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4.1 Die Regulation von Pkclp an der C1 Domane

4.1.1 An der Regulation von Pkclp an der C1 Doméane ist Rholp
beteiligt

Als Ausgangspunkt fur die hier durchgefihrten Untersuchungen diente eine Mutante von
Pkclp, bei der homologe Reste mutiert wurden, die in den Saugerenzymen fir die Bindung
von Zink verantwortlich sind (Jacoby et al., 1997). Diese Mutanten zeigten
Wachstumsdefekte auf Medien mit ,, Calcofluor white*, Koffein und SDS. Es konnte bis zum
Zeitpunkt dieser Arbeit jedoch nicht geklart werden, worauf diese Phanotypen
zurlckzufiihren sind. Nonaka et al. (1995) konnten fur ein Fragment von Pkclp, welches auch
die C1-Domaéne enthielt, eine Interaktion mit einem daueraktiven Rholp nachweisen. Aus
diesem Grund wurde hier zunéchst untersucht, ob in der C1-Mutanten von Pkclp diese
Interaktion verandert wird. Die durchgeftihrten ,, Dihybrid“ Untersuchungen (Abbildung 3.1)
ergaben, dald die Stérke der Interaktion zwischen einem aktiven Rholp und der Pkclp-
Varianten auf ca. zwel Drittel des Wildtypwertes zurtickgeht. Dies legt nahe, dal3 die bei der
Mutanten beobachteten Wachstumsdefekte auf diesen RUckgang der Interaktion
zuruickzufiihren sind. Sollte dieser Riickgang auch in vivo vorhanden sein, mif3te man auch
eine Anderung in der Lokalisation von Pkclp postulieren, da diese, wie von Andrews und
Stark (2000) gezeigt, abhangig von Rholp ist. In der Tat zeigt ein, an GFP fusioniertes,
mutiertes Pkclp einen Verlust der Polaritdt verglichen mit der Fusion des Wildtypenzyms
(Abbildung 3.2). Gleichzeitig ist bel dem mutierten Allel eine deutliche Zunahme der
Signalstdrke zu beobachten, die auf eine Erh6hung der Proteinmenge von Pkclp zur
Kompensation des Funktionsverlustes hindeutet. Dies konnte durch Transkriptions-Analysen
belegt werden, die aber aus Zeitgriinden im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefihrt
werden konnten. Wie daran anschlief3ende in vitro Kinasetests zeigten (Abschnitt 3.1.1.2), ist
in der Mutanten tats&chlich nur die Aktivierung des Enzymes gestort. Wildtyp und Mutanten
Pkclp zeigen die gleiche Basalaktivitét. Anders gestaltet sich das Bild bel Messung der in
vivo Aktivitét (Abbildung 3.4) mit einem indirekten Reportersystem. Hier geht die gemessene
Aktivitét in der Mutanten auf ungefahr ein Drittel des Ausgangswertes zurlick. Da hier die
Aktivierbarkeit des Enzymes eine entscheidende Rolle spielt, kann man davon ausgehen, dal3
diese in der Mutanten nicht mehr in dem gleichen Umfang gegeben ist, wie beim Wildtyp.
Obwonhl die Interaktion von Pkclp mit Rholp schon von Nonaka et al. (1995) und die
Aktivierbarkeit von Pkclp durch Rholp von Kamada et al. (1996) gezeigt werden konnten,
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fehlten bislang Beweise daflr, dal3 diese Aktivierung tatsachlich durch die Interaktion von
Rholp mit der C1-Domane von Pkclp vermittelt wird. Diese werden erstmals durch die oben
aufgefihrten Ergebnisse dieser Arbeit geliefert. Durch diese Ergebnisse konnte allerdings die
Frage nicht geklart werden, warum Proteinkinase C-Enzyme zwei C1 Motive besitzen. Diese
ergibt sich unter anderem aus den Ergebnissen struktureller Untersuchungen, die zeigten, dal3
zur Bindung eines aktivierenden Molekils eine Wiederholung des C1 Motives ausreichend ist
(Zhang et al., 1995). Da bei der hier untersuchten Mutanten sowohl C1A as auch C1B
mutiert waren, war nach wie vor nicht klar, ob eventuell eine der beiden Wiederholungen
neben Rholp noch einen anderen Aktivator binden kann. Hinweise darauf ergaben sich aus
mehreren Arbeiten, die eine Aktivierung von Pkclp durch Derivate des Lipidstoffwechsels
nahelegen. So wird der ,hyperrekombinative® Phanotyp von pkcl-Mutanten in der
Kinasedoméne durch die Deletion des Genes kcsl komplementiert. (Huang und Symington,
1995). Kcslp ist eine Inositol-Polyphosphat-Kinase und phosphoryliert in erster Linie
Inositol-(1,2,3,4,5,6)-Phosphat zu Diphosphoinositol-Pentakiphosphat (Saiardi et al., 1999).
Ein weiteres Gen, das in diesem Zusammenhang genannt werden mul3, ist STT4. Das
zugehorige Protein ist eine Phosphatidylinositol-(4)-Kinase. Die Staurosporinsensitivitét von
stt4-Mutanten kann durch Uberexpression von PKC1 aufgehoben werden, weshalb man Stt4p
eine Funktion oberhalb von Pkclp zuschreibt (Yoshida et al., 1994). Das letzte bislang
bekannte Protein in dieser Gruppe ist MssAp eine Phosphatidylinositol-(4)-Phosphat-(5)-
Kinase (Desrivieres et al., 1998). Auch die Funktion dieses Proteins wurde oberhalb von
Pkclp eingeordnet, da die Gene beider Proteine Mutanten von tor2 komplementieren und die
Uberproduktion von MS4 Mutanten von stt4 komplementiert (Desrivieres et al., 1998).
Somit finden sich mehrere Proteine des Lipidmetabolismus, die Funktionen oberhalb von
Pkclp besitzen. Moglicherweise bindet das Substrat oder Produkt eines dieser Enzyme an die
C1-Doméane von Pkclp und ist somit an der Regulation beteiligt. Zusétzlich wirde dies
bedeuten, dal3 die Bindung von Rholp nur mit einem Teil der C1-Doméne erfolgt. Dies wurde
hier durch die Herstellung weiterer Mutanten in den einzelnen Wiederholungen der Cl1-
Doméne naher untersucht.

4.1.2 Unterschiede in der Regulation von Pkclp an C1A und C1B

Erste Hinweise auf eine unterschiedliche Regulation an C1A und C1B ergaben sich bel
Mutanten, bel denen jewells eine Wiederholung des C1-Motives aus Pkclp deletiert wurde
(Abbildung 3.5). So sind Mutanten bei Deletion von C1A kaum sensitiv gegenuiber Koffein
aber sensitiv gegentiber ,, Calcofluor white* wahrend Mutanten bei Deletion von C1B kaum

sensitiv gegentber ,, Calcofluor white* aber sensitiv gegentiber Koffein sind. Beide Mutanten
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wachsen jedoch nicht in Gegenwart von Kongorot. Das gleiche gilt im Wesentlichen auch fir
Mutanten, die keine Deletion des jeweiligen Cl1-Motives, sondern nur Punktmutationen,
entsprechend der zuvor untersuchten Doppelmutanten (Jacoby et al., 1997) trugen. Im
Unterschied zur Deletion ist die Punktmutation in C1A (Cas4437S) jedoch sensitiver gegen
Uber Koffein (Abbildung 3.6). Punktmutanten in C1B (Cs4517S) sind jedoch, genau wie die
Deletion, nicht sensitiv gegentiber ,, Calcofluor white". Fir ein Verstdndnis der beobachteten
Phanotypen mul3 zunédchst einmal der Wirkmechanismus der einzelnen Substanzen in
Betracht gezogen werden. Fur Kongorot wurde eine Wirkung vornehmlich auf die Synthese
von [3 (1-3)-D-Glukan (Kopecka und Gabriel, 1992), die Chitinsynthese (Roncero und Duran,
1985, Garcia-Rodriguez et al., 2000) und eine Akkumulation sekretorischer Vesikel gezeigt
(Vannini et al., 1987). Ferner ist Kongorot in Saugerzellen in der Lage Prionen-formende
Proteine zu binden und dadurch méglicherweise die Ausbildung amyloider Partikel zu
verhindern (Caspi et al., 1998). Mit Ure2p existiert ein solches Protein auch in S. cerevisiae
(Wickner, 1994). Der Verlust dieses Proteins (Adure2) ist interessanterweise in TOR-
abhéangiger Weise rapamycinsensitiv (Chan et al., 2000). Tor2p aktiviert jedoch tber Rom2p
und Rholp den Pkclp-Signaltransduktionsweg(Schmidt et al., 1997). Somit kann nicht
ausgeschlossen werden, dal3 sich die Wirkung von Kongorot tber diese Verbindung zwischen
Ure2p und dem Pkclp-Weg entfaltet. Da sowohl Mutanten in C1A als auch Mutanten in C1B
Kongorotsensitivitét vermitteln, werden offenbar beide fur eine Aktivierung unter diesen
Bedingungen benttigt. Andersist die Lage bei Wachstum auf ,, Calcofluor white*. Die in der
Literatur beschriebene Wirkung dieses Farbstoffes stimmt in weiten Teilen mit der von
Kongorot Uberein (Roncero und Duran, 1985). In erster Linie ist auch hier wieder die
Integritét der Zellwand betroffen, wahrend bel Kongorot jedoch die negativen Effekte auf die
Synthese von 3 (1,3)-Glukan Uberwiegen, ist bei ,Calcofluor white“ vornehmlich die
Synthese von Chitin betroffen. Solchermal3en induzierter Zellwandstref3 fuhrt zu einer
Hyperaktivierung von Rholp (Delley und Hall, 1999), was auch eine Bindung an Pkclp mit
nachfolgender Aktivierung derselben nach sich zieht. Zur Deutung der erhaltenen Phanotypen
ergeben sich dadurch zwei M 6glichkeiten:

Zum einen besteht die Moglichkeit, dal3 eine sensitive Pkclp-Mutante nicht mehr in der Lage
ist, Rholp zu binden und durch die geringere Aktivitdt im Pkclp-Weg die notwendigen Gene
der Zellwandbiosynthesegene nicht in einem Male transkribiert werden, das ausreichen
wurde, die durch , Calcofluor white" induzierten Schaden zu reparieren. Damit wirde Rholp
an C1A binden. Zum anderen scheint jedoch die Wirkung von , Calcofluor white® auf die
Synthese einiger Komponenten der Zellwand, wie Chitin und 3 (1,3)-Glukan beschrénkt zu

sein. Aus diesem Grund ist auch noch ein anderes Szenario vorstellbar (Abb. 4.1): Da Rholp
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neben seiner Rolle als Aktivator von Pkclp auch noch die regulatorische Untereinheit des
Glukansynthasekomplexes ist (Drgonova et al., 1996), ist moglicherweise eine Erh6hung der
Aktivitdt dieses Komplexes ausreichend, um Wachstum auf ,,Calcofluor white*“-haltigem
Medium zu vermitteln. Bindet nun eine Pkclp Mutante Rholp schlechter, so steht mehr
Rholp zur Verfiigung, das mit dem Glukansynthasekomplex interagieren kann und die
Aktivitdt dieses Komplexe wird erhoht. In diesem Fall wiirde das Wachstum der Mutanten
eine Interaktion mit C1B bedeuten. Welche der beiden Mdglichkeiten hier zutrifft kann

alleine durch die Analyse der Phanotypen also nicht geklart werden.

a) Wildtyp
Glukansynthase-
Rho Glukansynthase- komplex
Pkclp o™ komplex
Rho
Pkclp Vet
Rho ukansynthase-
PREy-™ Rho1p) komplex
GTP

Aktivierung des Glukansynthese

Pkc1p-Weges
b) Mutante

Rho kansynthase-
Pkclp jer ukansynthase- Rho1p) komplex
Rho komplex GTP
.

GTP.
Pkc1p '
ukansynthase-
Pkc1p’r Rho1p) komplex

GTP

schwiéchere Aktivierung erhohte Glukansynthese
des Pkc1p-Weges

Abbildung 4.1: Moégliche Auswirkungen von C1 Mutationen auf die Sensitivitit der Zellen

In Teil a) der Abbildung ist die Situation im Wildtyp dargestellt. Aktiviertes Rholp bindet sowohl an Pkclp als
auch an den Glukansynthasekomplex. In Zellen mit Pkclp deren C1 mutiert ist (b), ist die Wechselwirkung mit
Rholp herabgesetzt. Es steht mehr Rholp-GTP fiir die Bindung und Aktivierung des Glukansynthasekomplexes
zur Verfiigung. Somit rufen Stoffe, deren Wirkung eine hohe Aktivitdt des Pkclp-Weges erfordert eine
Sensitivitit der Zellen hervor. Gegen Stoffe, die auf das Glukan in der Zellwand oder auf die Glukansynthese
wirken, kann jedoch auch eine Resistenz entstehen.
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Auch das Wachstum der Mutanten auf koffeinhaltigem Medium kann hier keinen
entscheidenden Beitrag zur Aufkl&rung leisten, da die Ursache der Wirkung von Koffein auf
Hefezellen nach wie vor unklar ist. Von den bekannten Wirkungen des Koffeins kann im
Zusammenhang mit Mutanten des Pkclp-Weges zumindest die Hemmung der
Phosphodiesterase des CAMP/RAS-Weges ausgeschlossen werden. Martin et al. (2000)
konnten namlich zeigen, dal3 die Phosphorylierung der MAP Kinase Mpklp in Deletionen
der, fur die Phosphodiesterase kodierenden Gene (Apdel/Apde2) nicht verandert ist. Die
Autoren beobachteten zusétzlich, dai die Koffeinsensitivitdt von Mpklp-Mutanten durch das
»Multi Drug Protein“ Sng2p aufgehoben werden kann. Da dieses Protein wahrscheinlich das
Koffein aus der Zelle transportiert, schlossen die Autoren, dai? die Wirkung des Koffeins auf
zellinternen Effekten beruht und das Koffein nicht auf die Zellwand selbst wirkt. Fir diesen
zellinternen Effekt kann jedoch mit grof3er Wahrscheinlichkeit eine Deregulation des
zellinternen Calciumspiegel s ausgeschlossen werden (Steenbergen und Fay, 1996), da Pkclp
zumindest in vitro nicht durch Calciumionen aktiviert wird (Antonsson et al., 1994). Denkbar
fur eine zdlinterne Wirkung des Koffeins ware auch eine inhibitorische Wirkung auf ein
anderes Ziel-Protein. Eine solche Wirkung wurde von Moser et al. (2000) fur das Rad3p
Protein in Schizosaccharomyces pombe beschrieben. Interessanterweise findet man bei einer
BLAST-Suche (Altschul et al., 1990) mit S pombe Rad3p Uber alle S. cerevisiae-Proteine
Tor2p mit dem zweithochsten Ergebnis und einer Identitét von 23%. Tor2p aktiviert den
Pkclp-Weg Uber Rholp (Schmidt et al., 1997). Mdglicherwel se setzt also Koffein die Menge
an aktiviertem Rholp Uber diesen Weg herab. Dadurch wéare zum einen die Glukansynthese
betroffen, was eine geschwéachte Zellwand zur Folge hétte. Zum anderen wére dann aber auch
die durch diese Schaden ausgel 6ste Signalweiterleitung Uber den Pkclp Weg nicht in vollem
Umfang mdglich. Geht nun durch Mutation einer C1-Sequenz die Fahigkeit zur Interaktion
zwischen Rholp und Pkclp vollig verloren, wirden die Zellwandschaden Uberhand nehmen
und die Zellen sterben. In diesem Fall wirde die Sensitivitét der Deletion von C1B bedeuten,
dal dies der Ort der Interaktion zwischen Rholp und Pkclp ist. Zusétzlich zu den, in dieser
Arbeit durchgefihrten Bestimmungen der Phénotypen, wurden von Jockel (1999) mit
denselben Mutanten-Allelen ,,Dihybrid® Untersuchungen durchgefihrt. Diese Versuche
ergaben, dal3 sowohl die Deletion, als auch die strukturzerstorendende Mutation (Caza437S
oder Cs14517S) eines der beiden C1-Motive zum Verlust der Interaktion zwischen einem
entsprechenden Pkclp-Fragment und eilnem aktivierten Rholp fuhrte.

Diese Beobachtung scheint im Widerpruch mit den hier vorgelegten phéanotypischen
Analysen zu stehen, nach die obigen Mutationen unterschiedliche Phanotypen zeigten. Dies

kann jedoch moglicherweise dadurch erklart werden, dal3 fur die ,, Dihybrid“-Versuche der
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aminoterminale Bereich von Pkclp deletiert wurde. Dieser tragt jedoch, wie die in dieser
Arbeit in Abschnitt 3.2 durchgefihrten Experimente zeigen, zu der Interaktion zwischen
Rholp und Pkclp bei.

4.1.3 Aminoséaurereste in C1B sind verantwortlich fur den Kontakt

zwischen Rholp und der C1-Doméne

Da die oben geschilderten Phanotypen auf eine Interaktion von Rholp nur mit C1A oder C1B
hinweisen, wurden von Jockel (1999) jeweils in diesen beiden Regionen Mutationen erzeugt,
fur die aus Untersuchungen der homologen C1 aus Raf-Kinase eine Rolle fur die Interaktion
mit Ras bekannt war. Diese Mutanten wurden dann auf ihre Fahigkeit zur Wechselwirkung
mit Rholp und ihre Aktivierbarkeit durch Rholp in einem in vitro-Kinasetest untersucht.
Dabel zeigten lediglich Mutationen von Resten in C1B eine Beeintréchtigung beider
Fahigkeiten (Jockel, 1999). Die Untersuchung der in vivo-Funktion dieser Mutanten im
Rahmen der vorliegenden Arbeit (Abb. 3.7) ergab fur ale drei Mutanten einen
Wachstumsdefekt auf zumindest einem der Selektivmedien mit ,, Calcofluor white*, Koffein
und Kongorot. Alle drel isolierten Mutanten Esi4A, DsxA und RugsA sind nicht mehr fahig,
auf kongorothaltigem Medium zu wachsen. Besonders aufféllig ist das Wachstumsverhalten
der DspA-Mutanten auf Koffein. Anders als die beiden anderen verleiht diese Mutation auf
Koffein eine Resistenz, so dal3 die Zellen noch bei Konzentrationen des Wirkstoffes wachsen,
bei denen schon das Wachstum des Wildtyps gehemmt wird. Uber die Ursachen hierfiir kann
an dieser Stelle nur spekuliert werden. Eventuell ermdglicht die Mutation, die eine Interaktion
zwischen Rholp und Pkclp an der C1B inhibiert, eine einfachere Aktivierung des Enzymes
uber die aminoterminale HR1-Doméane. Es wére auch denkbar, dal? die Mutation zwar auf die
Interaktion mit Rholp wirkt, dabei jedoch eine Konformationsdnderung herbeiftihrt, welche
die Schwelle fur eine Aktivierung des Enzymes an C1A Uber einen aternativen Aktivator
herabsetzt. Auf ,Calcofluor white”-haltigem Medium zeigt nur die Mutante Rsg3A einen
Wachstumsdefekt. Somit scheint vor allem bel dieser Mutanten die Interaktion zwischen
Rholp und Pkclp vollstandig unterbunden zu sein. In Kombination der oben geschilderten
phanotypischen Analysen mit den Ergebnissen der , Dihybrid“-Untersuchungen und der
Kinasetests aus Jockel (1999) zeichnet sich ab, dal3 der Tell der C1-Doméne, der mit Rholpin
Kontakt steht, wahrscheinlich C1B ist. Insbesondere die Wachstumsphanotypen deuten
jedoch darauf hin, dal? die Gbrige Doméne mdglicherweise durch Stabilisierung der Tertiar-
Struktur das Zustandekommen dieser Wechselwirkung unterstiitzt. Ein dhnlicher Effekt wurde
auch schon fur die HR1C-Wiederholung von PRK1 postuliert (Flynn et al., 1998). Zudem
konnte kurzlich von Hoyos et al. (2000) auch eine Funktion fur C1A bel Pkclp von Hefe
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gezeigt werden. Die Autoren wiesen an dieser Stelle eine Bindung von Retinoiden nach. Als
Funktion dieser Bindung postulierten sie eine Rolle bei der Aktivierung von Proteinkinase C-
Enzymen unter oxidativem Stref3. Das eine Bindung von Retinoiden fir C1B bei diesen
Untersuchungen nicht nachgewiesen werden konnte, bestatigt indirekt die hier erhaltenen
Ergebnisse, nach denen den beiden Subdoménen unterschiedliche Funktionen zukommen
(siehe auch Abbildung 4.3).

4.1.4 Austauschmutanten der C1 Doméne geben keine Hinweise auf
eine Aktivierbarkeit von Pkclp durch DAG

Nach wie vor blieb jedoch auch durch die obigen Ergebnisse die Frage einer moglichen
Aktivierbarkeit der Proteinkinase C in Hefe durch DAG ungeklart. Aus diesem Grund wurden
in dem in Abschnitt 3.1.2.3 geschilderten Ansatz die kompletten C1-Doméanen der Raf-Kinase
und von PKC 1 anstelle der homologen Bereiche von Pkclp aus S. cerevisiae inseriert. Diese
Strategie basiert auf der Einteilung von C1l-Doménen in DAG-bindende und nicht-DAG-
bindende, die von Hurley et al. (1997) auf Grund von Homologievergleichen vorgenommen
wurde. Im Wesentlichen verglichen die Autoren C1-Domanen, Uber deren Fahigkeit zur
DAG-Bindung bekannt war, mit solchen, die bekanntermal3en kein DAG binden koénnen.
Dann legten die Autoren Reste fest, die fur eine DAG Bindung unbedingt notwendig d.h.
konserviert sind. Mit Hilfe dieser Konsensussequenz wurden dann C1 Domanen, Uber deren
Fahigkeit zur DAG-Bindung keine Erkenntnisse vorlagen, in eine der Klassen eingeteilt.
Diese Einteilung ergab fur die C1-Domane der Proteinkinase C aus Hefe eine Zugehdrigkeit
zur Klasse der nicht zur DAG-Bindung fahigen Doméanen. Raf-Kinase C1 wird dabei in
dieselbe Klasse eingeordnet wie die von Hefe Pkclp. Die C1 von PKC n gehort jedoch zur
Klasse der DAG-bindenden Doménen. Sollte die Insertion einer der Domanen die C1-
Doméne von Pkclp funktionell ersetzen kdnnen, so wiirde dies eine dhnliche Funktion beider
Domaénen nahelegen. Gleichzeitig wird durch diesen Versuch die von Hurley et al. (1997)
aufgestellte Hypothese erstmals in der Praxis tUberprift. Die Analyse der Phanotypen von
Hefe mit chiméren Cl-Doménen in Pkclp ergab, da® Cl der Raf-Kinase auf einigen
Selektivmedien die Funktion der C1 von S cerevisiae Pkclp Ubernehmen kann (Abbildung
3.9). Sogar in dem Fall, bel dem lediglich Raf Kinase C1 und weder C1A noch C1B aus Hefe
im Protein vorhanden war konnte dies beobachtet werden. Dabel muf3 bedacht werden, dal3 in
der Raf-Kinase C1 im Gegensatz zur Hefe Pkclp nur aus einer Wiederholung des Motives
besteht. Das eine Komplementation z.B. auf Medium mit 15 mM Koffein nicht mdglich ist,
liegt moglicherweise daran, dald der naturliche Interaktionspartner der Raf-Kinase-C1 das
Sauger-Ras und nicht Hefe-Rholp ist. Beim Austausch der Hefe C1 gegen PKCn C1 sind die
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Zellen auf keinem der Medien mit Koffein, ,Calcofluor white* oder Kongorot mehr in der
Lage zu wachsen. Dies deutet, wie alle bisherigen Ergebnisse auch, darauf hin, da3 DAG
Pkclp nicht aktiviert. Die Phanotypen implizieren zudem eine Wechselwirkung zwischen
Rholp und Pkclp mit einer Insertion der Raf-Kinase-C1, nicht aber zwischen Rholp und
Pkclp mit Insertion der C1 aus PKC n. Dies konnte Uberraschenderweise nicht durch die in
Abschnitt 3.1.3.3.2 durchgefihrten ,, Dihybrid* -Untersuchungen verifiziert werden. Beide C1-
Austauschmutanten schienen zunéchst wie der Wildtyp in der Lage zu sein mit Rholp zu
interagieren. Zu diesem Zeitpunkt war jedoch noch nicht bekannt, da3 Pkclp, wie in
Abschnitt 3.2 in Abb. 3.17 gezeigt, im aminoterminalen Bereich eine zweite Interaktionsstelle
mit Rholp besitzt. Tatschlich ergab dann die Wiederholung der Interaktionstests mit
aminoterminal verkirzten Allelen von Pkclp ein Ergebnis, das sich mit den erhatenen
Phanotypen in Einklang bringen I&3t. Ein Pkclp Fragment mit der S cerevisiae C1-Domane
interagiert mit einem daueraktiven Rholp. Tauscht man die C1-Domane gegen die der Raf-
Kinase, ist mit Hilfe des HIS3-Reportergenes keine Interaktion mehr nachweisbar. Eine
Aktivitdt des zweiten Reportergenes der [3-Galaktosidase ist aber nach wie vor vorhanden.
Diese, wenn auch schwache Wechselwirkung ist ausreichend, um der Mutanten eine
Resistenz gegenuber Koffeinkonzentrationen zu vermitteln, die fast an die des Wildtypes
heranreicht. Auch hier kann die schwéachere Wechselwirkung darauf zuriickgefthrt werden,
dal3 das chimére Pkclp mit dem heterologen Hefe-Rholp interagieren muf und nicht dem
natirlichen Sduger-Ras. In diesem Zusammenhang wére es interessant die hier
durchgefiihrten , Dihybrid“ Versuche mit Ras an Stelle von Rholp durchzufiihren. Betrachtet
man die Ergebnisse in Abb. 3.10 bel Einsatz von PKC 1 in Hefe Pkclp, so erkennt man, dali
weder mit dem HIS3- noch mit dem 3-Gal aktosidase-Reporter eine Interaktion nachweisbar
ist. Dies stimmt ebenfalls mit den Phanotypen dieser Mutanten Uberein, die sowohl gegen
Kongorot, ,, Calcofluor white", als auch Koffein im Medium sensitiv sind.

Uberraschend war in Zusammenhang mit der Untersuchung dieser Mutanten auch das
Ergebnis der Bestimmung der Mpklp-Phosphorylierung als Mal3 fur die Aktivitdt des
Signaltransduktionsweges. Der Wildtyp zeigte das zu erwartende Bild: Eine Zunahme der
dualen Phosphorylierung von Mpkl1p bei Aktivierung des Weges durch Koffein im Medium.
Auffallig war jedoch die Zunahme auch der Gesamtmenge an Mpklp bei Zugabe von
Koffein. Dies wurde in anderen Arbeiten zur Phosphorylierung von Mpklp bisher nicht
beobachtet (Verna et al., 1997; Martin et al., 2000; de Nobel et al., 2000). Bel der
Durchfiihrung der Versuche im Vergleich zu den Experimenten dieser Arbeit besteht
alerdings ein entscheidender Unterschied. In den erwahnten Publikationen wurde immer das

MPK1-Gen Uberexprimiert und zumeist noch mit der kodierenden Sequenz eines zusétzlichen
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Epitopes fusioniert, um einen einfacheren Nachwels zu gewéhrleisten. Bel den hier
durchgefiihrten Untersuchungen war in den Zellen jedoch nur das genomische Allel von
Mpk1p zugegen. Es liegt also nahe, dal3 die Situation in Wildtyp-Zellen eher den in Abb. 3.11
gemachten Beobachtungen entspricht. Daflr sprechen auch Transkriptionsprofile von Zellen
in denen daueraktive Allele von Pkclp exprimiert wurden und bei denen ein Anstieg in der
Expression von MPK1 zu beobachten ist (Roberts et al., 2000). Die intrazellulare
Konzentration von Mpk1p wird also offenbar tber eine Rickkopplung durch die Aktivitét des
eigenen Weges reguliert. Neben diesen Beobachtungen, zeigte sich zudem bel Zellen mit C1-
chiméren von Pkclp eine Erhéhung sowohl der phosphorylierten- as auch der Gesamtmenge
an Mpklp im Vergleich zum Wildtyp. Dies gilt sowohl wenn die Zellen unter nicht
induzierenden, als auch wenn die Zellen unter induzierenden Bedingungen angezogen wurden
und konnte bei beiden Austauschmutanten beobachtet werden. Das normalisierte Verhdltnis
von phosphoryliertem zu unphosphoryliertem Protein zeigt jedoch bel beiden Mutanten einen
Ruckgang, von nicht induzierenden zu induzierenden Anzuchtbedingungen. In jedem Fall ist
in den Mutanten eine Deregulation der MPK1-Expression und Phosphorylierung zu
beobachten. Eine ahnliche, deregulierte Phosphorylierung wurde auch schon von Lorberg,
2001 bei der Untersuchung einer rom2-Deletion beobachtet. Genau wie in dem hier
vorliegenden Fall widersprach dort der Phosphorylierungszustand von Mpklp den
beobachteten Phénotypen der Mutanten. Wie dies zustande kommt, kann mit den
vorliegenden Daten nicht erklart werden. Allerdings legen die Ergebnisse nahe, dal3 die
Regulation des Pkclp-Weges wesentlich komplexer ist, als bisher angenommen und daf3

verschiedene Riickkopplungsmechanismen auf verschiedenen Ebenen des Weges greifen.

4.2 Die regulatorische Funktion des aminoterminalen

Bereiches von Pcklp

Erste Hinweise auf eine regulatorische Funktion des aminoterminalen Bereiches von Pkclp
finden sich bei Mellor und Parker, 1998. Die Autoren wiesen als erste eine Funktion der
sogenannten HR1-Domane in der humanen PRK1 nach (Flynn et al., 1998) und in der Folge
darauf hin, dal3 homologe Sequenzen auch in Pkclp von S cerevisiae existieren. Zu diesem
Zeitpunkt lagen im Rahmen der hier geschilderten Untersuchungen schon die Phanotypen der
aminoterminalen Deletion von Pkclp vor. Diese Untersuchungen waren der erste
experimentelle Hinweis auf eine Funktion des aminoterminalen Bereiches von Pkclp. Diesen
Hinweisen wurden durch die Isolierung von Punktmutanten durch einen genetischen Ansatz

neue hinzugefigt. Wie die Rekonstruktion einzelner dieser Mutationen zeigte, sind die
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beobachteten Phanotpyen der Koffein-, ,, Calcofluor white”- und Kongorotsensitivitéat auf den
Austausch eines hochkonservierten Leucinrestes an Position 54 gegen Serin zurlickzufihren.
Somit scheint klar, da3 die HR1-Doméane in S. cerevisiae eine wichtige Rolle fur die

Aktivierung von Pkclp spielt.

4.2.1 Die beobachteten Phanotypen der HR1-Mutanten sind

maoglicherweise unabhéangig vom MAP-Kinase-Modul

Zum Nachweis, dal3 wirklich die Aktivierung von Pkclp betroffen ist, wurde erneut die
Phosphorylierung von Mpklp bestimmt. Diese zeigte jedoch sowohl fur den Wildtyp, as
auch fur die Mutante Pkclp-LssS eine gleichméatige Zunahme der Phosphorylierung bei
Aktivierung des Pkclp-Weges. Ahnliches wurde auch bei Messungen mit dem in Abschnitt
3.4 Dbeschriebenen Reportersystem beobachtet, die im Ergebnisteil jedoch nicht
wiedergegeben sind, da sie aus Zeitgrinden nur einmal durchgefihrt wurden. Fir dieses
Verhaten konnen zwei Erklarungsmdglichkeiten gegeben werden: Zum Einen sind eventuell
die Effekte der Mutation auf die Aktivierung trotz der Phanotypen so gering, dald sie durch die
verwendeten Nachweismethoden nicht erfalst werden. Zum Anderen besteht die Moglichkeit,
dal3 eine Aktivierung an der HR1-Doméane nur bei einer der MAP-Kinase-unabhangigen
Funktion von Pkclp, wie siein Abschnitt 1.2.2 geschildert wird, erfolgt.

4.2.2 Die HR1-Domane von Pkclp interagiert mit Rholp

Ungekléart war nach wie vor die Frage, wie eine Aktivierung von Pkclp an der HR1 Doméne
erfolgt. Fur Proteine wie PRK1, die ebenfalls HR1-Domanen enthaten, sind diese fur die
Interaktion mit RhoA bzw. RhoB verantwortlich (Flynn et al., 1998, Mellor et al., 1998). Da
Pkclp wie oben bereits gezeigt, mit Rholp interagiert, lag zundchst nahe, hier die Stelle fur
die Interaktion zwischen Rholp und Pkclp zu vermuten. Dem standen aber die Ergebnisse
von Nonaka et al. (1995) entgegen, die fur den aminoterminalen Bereich von Pkclp keine
Wechselwirkung mit einem daueraktiven Rholp nachweisen konnten. Wie Abbildung 3.17
zeigt, konnte diese Beobachtung in dieser Arbeit auch fur ein Fragment, welches nur die
HR1-Domanen enthdlt, bestédtigt werden. Aus diesem Grund wurde auch zunéachst versucht,
mit einem HR1-Fragment aus Pkclp eine Interaktion mit einem der zur Familie der Rho-
GTPasen aus S. cerevisiae gehdrenden Proteine nachzuweisen. Dabel wurden sowohl
daueraktive Mutanten als auch Wildtyp-Proteine verwendet. Diese Bemihungen blieben
jedoch erfolglos. Erst ein Kontrollversuch mit den in Abschnitt 4.1.4 diskutierten

Experimenten ergab hier neue Erkenntnisse:
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Ein ,Vollangen-Pkclp-Protein® mit deletierter C1-Doméne ist nach wie vor in der Lage mit
Rholp zu interagieren. Um zu untersuchen, ob diese Interaktion mit der HR1-Domane erfolgt,
wurde auch ein Pkclp-Protein mit einer C1-Deletion zusammen mit der Mutation Ls,S auf
seine Fahigkeit zur Interaktion mit einem daueraktiven Rholp getestet. Da hier keine
Wechselwirkung mehr nachzuweisen war, ist offensichlich, daf3 der Leucinrest an Position 54
fur die Bindung von Rholp an Pkclp wichtigist. Das eine Bindung an ein Fragment, welches
nur die HR1 Domane umfald, nicht erfolgt, legt zudem nahe, dal3 weitere Reste von Pkclp
entweder an dieser Interaktion partizipieren oder zumindest die Struktur der HR1-Domaéne
stabilisieren. Abbildung 4.2 zeigt ein Modell, das auf der Struktur von HR1 aus PRK1 im
Komplex mit RhoA beruht (Maesaki et al., 1999). Dabel ist die anitparallele ,coiled coil”-
Struktur der HR1-Doméne as Bandermodel und RhoA as Oberflachenmodell
wiedergegeben. Die Seitenkette des zum Leucin 54 der Hefe Pkclp korrespondierenden
Leucinrestes 87 der PRK1 HR1 Domaéne ist rot markiert. Wie man erkennt, liegt dieser Rest
zwischen den beiden a-Helices und interagiert nicht direkt mit RhoA. Hydrophobe Reste, wie
Leucin, lagern sich hdufig im Innern von Strukturen aneinander an und sind somit an der
Aufrechterhaltung der Struktur beteiligt. Dies scheint auch hier der Fall zu sein. Die
Umwandlung dieses Restes in das durch seine Hydroxylgruppe sehr viel hydrophilere Serin
fuhrt mit groRer Wahrscheinlich zur Destabilisierung der HR1-Struktur. Moglicherweise
lagern sich die beiden o-Helices nicht mehr aneinander an und bilden nicht mehr den HR1
typischen Finger aus. Somit wére die Wirkung der isolierten LssS Mutation vergleichbar mit
der in Abschnitt 3.1 geschilderten Mutation der zinkbindenden Reste in der C1-Doméne.
Neben der, in Abbildung 4.2 gezeigten Kontaktstelle zwischen HR1 und RhoA existiert eine
zweite auf der dem Betrachter zugewandten Seite der Struktur (Maesaki et al., 1999). Sollte
auch die HR1-Doméne von S. cerevisiae Pkclp in der Lage sein an zwei verschiedenen
Stellen eine kleine GTPase zu binden, wirde dies erkléren, warum bei der isolierten Mutanten
ein Rest verandert ist, der an der Aufrechterhaltung der Struktur beteiligt ist und kein Rest,
der direkt mit dem Rho-Protein in Kontakt steht. Alle vorliegenden Daten tber Struktur und
Funktion von HR1-Doménen, zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit, deuten also
darauf hin, daid in der Pkclp-LssS-Mutanten die Struktur der HR1 Doméne gestort wird und
somit die Fahigkeit zur Interaktion mit Rholp verloren geht.
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Abbildung 4.2: 3D-Struktur einer
HR1-Domiine im Komplex mit
RhoA

Gezeigt ist die Struktur der HRI1
Doméne aus PRK1 im Komplex mit
RhoA. die Abbildung beruht auf
einer Rontgenstrukturanalyse von
Maesaki et al. (1999). Die HRI-
Domaéne ist als Bandermodell, RhoA
als Oberflichenmodell dargestellt.
Der auf Grund von Homologie-
vergleichen, entsprechende Rest zu
Leucin 54 der Hefe-Pkclp ist rot
dargestellt. Das Modell wurde mit
Hilfe des Programmes MolMol
Version 2k.1 erstellt (Koradi et al.,
1996).

4.3 Die Kombination von Mutationen in C1 und HR1 ist letal

Die in den vorhergehenden Abschnitten diskutierten Ergebnisse deuten alle darauf hin, dal3
sowohl HR1- als auch C1-Domaénen fiir die Bindung von Rholp an Pkclp und damit fiir die
Aktivierung des Enzyms wichtig sind . In den jeweiligen Einzelmutanten ist, wie durch die
»Dihybrid“-Versuche gezeigt, immer noch eine Interaktion zwischen Rholp und Pkclp
vorhanden. Dies erklért auch, warum die beobachteten Phénotypen im Vergleich zur Deletion,
die in dem verwendeten Stammhintergrund letal ist, deutlich abgeschwécht sind. So war z.B.
keine der betrachteten Mutanten temperatursensitiv. Die Kombination von Mutationen in C1
und HR1 sollte jedoch eine Interaktion vollstindig unterbinden. Erwartungsgemil3 sind
Zellen, die solchermallen mutierte Allele von pkcl tragen nicht mehr lebensfdahig und konnen

auch nicht durch die Zugabe osmotischer Stabilisatoren gerettet werden (vgl. Abschnitt 3.3)
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4.4 Modell der Aktivierung von Pkclp

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse fuhrten, zusammen mit Modellen, die fur die
Proteinkinase C-, Superfamilie” aufgestellt wurden (Parekh et al., 2000), zu einer Hypothese
fir den Ablauf der Aktivierung der Pkclp in Hefe (Abbildung 4.3). Danach ist das
trandatierte Protein zun&chst inaktiv. Dies folgt unter anderem aus den Untersuchungen von
Inagaki et al., 1999, die zeigen konnten, dal3 eine Phosphorylierung von Pkclp durch Pkh2p
erfolgen mul3, damit Enzymaktivitdt nachgewiesen werden kann. Pkh2p ist jedoch eine
lipidabhangige Kinase und kann damit nur direkt an Membranen seine Aktivitét entfalten.
Aus diesem Grund mufd Pkclp als Substrat von Pkh2p zundchst an die Membran dirigiert
werden. Dies kann, wie in Abbildung 4.3 2) gezeigt, durch die Bindung von Rholp an die C1-
Doméne vermittelt werden. Es ist jedoch auch vorstellbar, dal3 diese Interaktion sowohl mit
der C1- as auch mit der HR1-Doméne erfolgt. Dies kann aus den erhaltenen Ergebnissen
nicht geschlossen werden. Allerdings deutet die Tatsache, dal3 in C1-Pkclp-Mutanten ein
Ruckgang der Aktivitat des MAP-Kinase-Weges zu beobachten ist, in HR1-Pkclp-Mutanten
jedoch nicht, darauf hin, da3 die Aktivierung an den beiden Domanen unabhangig
voneinander erfolgt. Die in Abbildung 4.3 dargestellte Reihenfolge (zuerst Aktivierung an C1,
dann an HR1) ist willkirlich gewéhlt und kdnnte ebenso umgekehrt sein. Auch die in
Abbildung 4.3 4) gezeigte Autophosphorylierung ist fir Pkclp noch nicht nachgewiesen. Die
entsprechenden Reste an denen homologe S&ugerenzyme autophosphoryliert werden, sind
jedoch auch in Hefe-Pkclp konserviert. In Analogie zu Modellen fur andere Mitglieder der
PKC , Superfamilie” kann postuliert werden, dal3 sich das phosphorylierte Enzym von seinem
Aktivator 10st.
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Abbildung 4.3: Hypothetisches Modell fiir die Aktivierung von Pkclp in S. cerevisiae

Das Modell beruht auf einem Schema fiir die Aktivierung von Sauger PKC aus Parekh et al. (2000) und wurde
unter Verwendung der, in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse an Hefe-Pkclp angepal3t.

Fiir dieses in Abbildung 4.3 5) gezeigte, latent aktive Protein existieren nun zwei
Moglichkeiten. Zum einen die Dephosphorylierung und damit Inaktivierung durch eine
Phosphatase. Zum anderen die erneute Bindung eines Aktivators (hier fiir die HR1-Doméne
gezeigt). Diese Hypothese eines Zyklus der Proteinkinase C in Hefe wiirde auch die
Beobachtung von Andrews und Stark (2000) erkldren, die einen zyklischen Verlust der
Rholp-abhéngigen Lokalisierung von Pkclp ca. alle 10 Minuten beobachteten. Das Ablosen

einer latent aktiven Pkclp von der Plasmamembran wiirde dem Protein auch erst die
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Interaktion mit anderen Proteinen, wie den Komponenten der Oligosaccharyltransferase (Park
und Lennarz, 2000) ermdglichen. Somit ermoglicht erst das Vorhandensein sowohl einer C1-
as auch einer HR1-Doméne der Proteinkinase C die Regulation einer Vielzahl von
Vorgéngen in der Zelle. Da ale bisher beschriebenen, zur Familie der Pilze gehtrenden
Proteinkinase C-Homologen denselben Aufbau besitzen, kann man hier auch von einer
prototypischen Gruppe der ,,fungalen PKC-Enzyme"* sprechen. Mit zunehmender Komplexitét
der zelluldren Vorgange in hoheren Organismen konnte ein Enzym allein nicht mehr ale
hinzukommenden Aufgaben bewaltigen, so dal’ eine Gruppe von Isoenzymen entstand. So
besitzt S. pombe, eine Hefe, deren Physiologie und Zellzyklus im allgemeinen als ndher mit
Saugerzellen verwandt angesehen wird, alsdie von S. cerevisiae, schon zwei PKC-Homologe,
die aber immer noch den fir Pilze typischen Aufbau zeigen. Mit dem Schritt zur
Mehrzelligkeit steigt dann die Menge der PKC-Homologen sprunghaft an (siehe Tabelle 1.1).
Aus diesem Grund sind die hier gewonnenen Erkenntnisse besonders dahingehend wertvoll,
dald sie zeigen welche Funktionen und Regulationsmechanismen urspriunglich sind und
welche erst bei zunehmender Komplexitét des Organismus hinzukamen und deshalb
insbesondere mit spezifischen multizelluldren Funktionen, wie z.B. der interzelluldren

Kommunikation verkntpft sein kénnten.
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4.5 ldentifikation weiterer an der Aufrechterhaltung der

zellularen Integritat beteiligter Gene

Durch einen genetischen Ansatz sollte versucht werden neue Gene zu identifizieren, die an
der Aufrechterhaltung der zelluldren Integritdt beteiligt sind und eventuell negative
Regulatoren des Pkclp-Weges darstellen. Im Gegensatz zu den meisten anderen Ansétzen, bei
denen Zéllen isoliert werden, die phanotypische Auffalligkeiten oder Wachstumsdefekte
zeigen, wurde bel dem hier durchgefuihrten Ansatz ein Reportersystem eingesetzt. Dieses
Reportersystem, das auf einer Idee von Watanabe et al. (1995) beruht und in &hnlicher Form
von Dodou und Treisman (1997) eingesetzt wurde, wurde fur diese Arbeit erstmals auf einem
Plasmid zusammengefaldt. Das erhaltene Konstrukt ermdglicht einen einfachen Test der
Aktivitét des Pkclp-Weges und wurde in der Arbeit von Kirchrath et al., 2000 bereits auf
seine Funktionalitét getestet. Somit war es bei dem hier entwickelten Ansatz méglich, auch
Gene zu identifizieren, deren Deletion sich nicht in einem Wachstumdefekt duRert. Da Klone
isoliert wurden, die bel zufdlliger Insertion eines Transposons in ihr Genom eine erhohte
Aktivitét des Pkclp-Weges aufwiesen, wurden zwel Klassen von Mutanten erwartet: Die
Gene der ersten Klasse besitzen eine Funktion bel der Aufrechterhaltung der zelluléren
Integritét und die Insertion des Transposons fuhrt zu einem Schaden, zu dessen Kompensation
die Aktivitat des Pkclp-Weges erhoht wird. Die Gene der zweiten Klasse besitzen eine
direktere Funktion bei der Regulation des Pkclp-Weges. Durch die Insertion des Transposons
wird ihre negative regulatorische Funktion aufgehoben. In Tabelle 3e.l sind die bei dem
Ansatz isolierten Mutanten zusammengefaldt. Bestimmte Gene diesen Klassen zuzuordnen, ist
ohne Kenntnis Uber die Funktion der zugehdrigen Proteine nicht méglich. Ein Blick auf die

bekannten Funktionen einiger Genprodukte erlaubt jedoch schon eine grobe Einteilung.

4.5.1 Gene mit mitochondrialer Funktion

YHM2, YOR356W und YFR0O45W kodieren mit grofer Wahrscheinlichkeit fir mitochondriale
Proteine (El Moualij et al., 1997). Zwei von ihnen sind wahrscheinlich mitochondriale
Transporter und die von ihnen transportierten Stoffe dienen offenbar auch der Regulation des
osmotischen Zustands der Zelle. Eine Elektronen-Transfer-Flavoprotein-Ubichinon-
Oxidoreduktase, fur die moglicherweise YOR356W kodiert, erzeugt durch Reduktion die
maoglicherweise von Yhm2p transportierten Molekile Citrat, alpha-Ketoglutarat oder

Succinat. Somit scheinen diese drei Gene alle an der Aufrechterhaltung des osmotischen
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Zustands der Zelle Uber einen Austausch osmotisch wirksamer Stoffe zwischen den
Mitochondrien und dem Cytosol beteiligt zu sein. Eine Aufklérung dieser Zusammenhénge
waére insbesondere deshalb von Interesse, da Mutationen in dem zu YOR356W homologen,
menschlichen Gen ETFDH (53% Identitdt) zu ener vererbbaren Erkrankung, der
Glutarazidurie Typ Il C fuhren (Finocchiaro et al., 1988). Trager von Mutationen in diesem
Gen besitzen spezielle vererbbare MifRbildungen, die auf eine Azidose im Uterus
zurlckgefuhrt werden (Colevas et al., 1988). Da jedoch entwicklungsbiologische Vorgange
haufig von Signaltransduktionswegen gesteuert werden, lassen die Ergebnisse dieser Arbeit

auch Untersuchungen in dieser Richtung sinnvoll erscheinen.

4.5.2 Gene mit Funktion in der Zellwand

FLO5, ASP3, YGP1 und PHO11 (PHO12) codieren ale fur Proteine, deren Funktion oder
vermutete Funktion in direktem Zusammenhang mit der Zellwand steht. FloSp ist ein
lektindhnliches Protein, dessen Verteilung sich wahrend des Zellzyklus dynamisch verandert
und das bei der Zellteilung vornehmlich am Ubergang zwischen Mutter- und Tochterzelle zu
findenist (Bony et al., 1998). Dadies bel der Zellteilung der empfindlichste Bereich der Zelle
ist, liegt die Vermutung nahe, dal3 ein Fehlen des Proteins eine Instabilitdt der Zellwand
hervorruft, die wiederum eine Aktivierung des Pkclp-Weges zur Folge hat. Die durch die drel
anderen Gene kodierten Proteine werden alle sekretiert (Destruelle et al., 1994; Barbaric et
al., 1980; Dunlop et al., 1978) und Uben wahrscheinlich eine wichtige enzymatische Funktion
beim Aufbau der Zellwand aus. Dafur spricht auch, dal? Ygplp und Phollp (bzw. Phol2p)
insbesondere von Protoplasten sekretiert werden (Barbaric et al., 1980; Pardo et al., 1999),
die gerade ihre Zellwand regenerieren. Somit kommt es wahrscheinlich bei Mutation eines
dieser Gene zu Zellwandschéden, die durch den Pkclp-Weg detektiert werden.

4.5.3 Gene mit Funktion in der Regulation des lonenhaushalts

Die Genprodukte, deren Funktion am einfachsten erklart werden kann, sind die der ENA-
Gene. Bei ihnen handelt es sich um P-Typ ATPasen, die insbesondere Natriumionen aus der
Zelle heraustransportieren (Wieland et al., 1995). Deletionen dieser Gene bewirken somit ein
Ansteigen der intrazelluléaren lonenkonzentration. Gegenlber dem umgebenden Medium
kommt es so schnell zu einer hypoosmolaren Situation, wodurch der Pkclp-Weg aktiviert
wird. Offensichtlich scheint fur diese Gene zudem eine Art Rickkopplungsregulation zu
existieren, da Hardwick et al. (1999) eine Regulation der Transkription des ENA-Genclusters
durch Tor2p, einen Aktivator von Pkclp (Helliwell et al., 1998a), nachweisen konnten.
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4.5.4 Gene mit Funktion im Vesikeltransport

Zwe der isolierten Gene besitzen moglicherweise eine Funktion im Vesikeltransport. Diese
beiden Gene sind GGAL und AGEL. Ggalp interagiert mit einem GTP-bindenden Protein,
einem sogenannten ARF (Zhdankina et al., 2001). Fur Agelp ist dies auf Grund seiner ARF-
GAP Domaéne ebenfalls anzunehmen. Womdéglich fihrt die Mutation der beiden oben
genannten Gene zu Stérungen im Vesikeltransport. Dieser wird jedoch bendtigt um
Zellwandmaterial und Proteine, die fir den Aufbau der Zellwand Verwendung finden, aus der
Zelle zu transportieren. Somit kann die Zellwandsynthese nicht im bendtigten Umfang
ablaufen. Diese defekte Zellwand wird erneut vom Pkclp-Weg wahrgenommen und die
Aktivitét des Reporterenzymes steigt an.

4.5.5 Ein Gen mit einer Funktion im Inositolphosphatstoffwechsel

FIG4 kodiert fur eine Inositol-Polyphosphat-5-Phosphatase. Dies ist besonders interessant,
wenn man bedenkt, daf3 mit STT4 und KCSL bereits zwel weitere Gene bekannt sind, deren
Enzyme im gleichen Stoffwechselweg aktiv sind (Yoshida et al., 1994, Saiardi et al., 1999).
Eine FIG4-Uberexpression komplementiert sacl (,suppressor of actin“)-Mutanten (Stolz et
al., 1998). Mutanten von fig4 zeigen zudem Defekte bei der Paarung, da sie keine normalen
Paarungsprojektionen aushilden (Erdman et al., 1998). Diese Phanotypen lassen sich gut mit
einer moglichen Funktion des Genes bel der Regulation des Pkclp-Weges in Einklang
bringen. Zusammen mit der Funktion von STT4 und KCSL scheint eine Regulation der
Aktivitét des Pkclp-Weges durch Inositol polyphosphate wahrscheinlich. Wie diese erfolgt, ist
jedoch nicht offensichtlich. Eine Mdglichkeit wéare die Bindung an und Aktivierung von
Pkclp selbst. Da durch die, in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse, eine Interaktion mit der
C1-Domane unwahrscheinlich ist, ware dies nur an der C2-Doméane méglich. Eine Doméane
fir die bekannt ist, dal3 Inositolpolyphosphate mit ihr interagiert, ist die PH-Domane
(,, pleckstrin homology*, Schultz et al., 1998). Eine solche Domane findet sich z.B. in Rom2p
(Ozaki et al., 1996) und Bem2p (Schultz et al., 1998). Beide Proteine haben eine GAP-
Funktion, die moglicherweise auf Rholp wirkt und somit eine regulatorische Funktion im
Zusammenhang mit dem Pkclp-Weg besitzt (Ozaki et al., 1996, Cid et al., 1998). Durch
diese Verbindung ist es moglich, dal3 auch Figdp eine regulatorische Funktion ausiibt. Dies

|&3t weitere Untersuchungen in dieser Richtung sinnvoll erscheinen.
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4.5.6 Gene mit unbekannter Funktion

YJL105W, YJLO17W und YNL152W codieren fur Proteine Gber deren Funktion bisher nichts
bekannt ist. Auch eine Analyse der Sequenz auf funktionelle Doménen ergab keine Hinweise
und es sind bisher auch keine homologen Proteine mit bekannter Funktion beschrieben. Dies
macht sie aus zwel Grinden zu interessanten Studienobjekten. Zum einen kann eventuell eine
neue Enzymklasse identifiziert werden. Zum anderen 183 die Tatsache, dal3 trotz einer fast
vollstéandig vorliegenden humanen Genomsequenz (Venter et al., 2001, Lander et al., 2001)
keine homologen Proteine in hoheren Zellen existieren und die Proteine an der
Aufrechterhaltung der zelluléren Integritét beteiligt sind, diese as mdgliche Angriffspunkte

fur Wirkstoffe mit fungizider Wirkung erscheinen.

Wie man sieht, Uberwiegen bel den erhatenen Genen digenigen, mit Funktionen in der
Aufrechterhaltung der zelluldren Integritdt. Die Gene, die an der Regulation des
lonenhaushalts beteiligt sind, nehmen hierbel eine doppelte Rolle ein, die sich z.B. in der
rickgekoppelten Regulation der ENA-Gene auf3ert. Es ist unklar, ob die Gene reguliert
werden oder selber Regulatoren sind. Mit grof3er Wahrscheinlichkeit ausschliefdich
regulatorische Funktion hat FIG4. Die hier diskutierten Ergebnisse liefern jedoch nur erste
Hinweise auf mogliche Funktionen der Gene und sollten als Ausgangsbasis fur weitere
Untersuchungen dienen. Dies gilt insbesondere deshalb, weil fir die isolierten Mutanten noch
nicht nachgewiesen wurde, dal3 das Transposon lediglich einmal in das Genom integriert ist.
Aus diesem Grund konnten die beobachteten Phanotypen auch durch zusétzliche

Integrationen des Transposons hervorgerufen werden.
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5. Zusammenfassung

Mitglieder der “Proteinkinase C Superfamilie’ sind an den verschiedensten mit
Signalweiterleitung verbundenen Vorgéangen in eukaryontischen Zellen betelligt.
Untersuchungen an dieser Enzymklasse werden durch die Existenz mehrer 1soenzyme (bis zu
20) in hoheren Zellen erschwert. Zudem finden sich in den verschiedenen 1soenzymen sowohl
unterschiedliche a's auch gleiche Doménen, die unterschiedliche Funktionen besitzen. Eine
Sonderrolle nimmt hier die Proteinkinase C Pkclp aus Saccharomyces cerevisiae ein. Dieses
Protein vereint alle in Proteinen der ,Proteinkinase C Superfamilie® vorkommenden
Doménen in sich und ist zudem das einzige Protein seiner Klasse im Proteom dieser Hefe. Es
wird deshalb als Urahn der Proteine dieser Familie angesehen. Pkclp reguliert Uber
Phosphorylierung, sowohl einen klassischen MAP-Kinase-Weg als auch einige MAP-Kinase
unabhéngige Ziele. Mit Hilfe dieses Proteins als Modell wurde in dieser Arbeit exemplarisch
die Funktion zweier PK C-Enzym-typischer Domanen untersucht.

Durch Analyse von Mutantenphanotypen, Enzymaktivitétstest und Interaktionsstudien konnte
nachgewiesen werden, dal3 die Aktivierung von Pkclp vornehmlich durch Interaktion der
kleinen GTPase Rholp mit der zweiten Wiederholung des Motives einer sogenannten
»Cystein-reichen”-Doméne (C1) erfolgt. Durch Phanotypen von Punktmutanten wurde zudem
gezeigt, dald der Argininrest an Position 483 wichtig fur diesen Kontakt ist.

Ferner wurde durch den Austausch der , Cystein-reichen® Region von Pkclp gegen die
homologen Bereiche der Raf-Kinase und der PKC 1 aus héheren Eukaryonten nachgewiesen,
da3 die Herstellung chimérer Proteine eine geeignete Methode zur Einordnung von
Doménenfunktionen darstellt. Gleichzeitig zeigen die erhaltenen Ergebnisse, daf3 die
»Cystein-reiche” Region von Pkclp und Raf-Kinase, im Gegensatz zu der aus PKC 1, zur
Bindung kleiner GTPasen befahigt ist.

Eine aminoterminale Deletion von Pkclp ergab Hinweise dafir, dal? auch in diesem Bereich
von Pkclp eine Doméne mit regulatorischer Funktion existiert. Durch die Isolierung einer
Mutanten in dieser Region und Phanotypentests sowie Interaktionsstudien mit Rholp, konnte
nachgewiesen werden, dal3 dieser, als HR1A bezeichnete Bereich, ebenfals an der
Aktivierung durch Rholp partizipiert.

Aus den erhaltenen Ergebnissen wurde ein Modell aufgestellt, bei dem die Interaktion von
Rholp mit der , Cystein-reichen“-Doméne die MAP-Kinase abhéngigen Funktionen und die
Interaktion von Rholp mit der HR1 Doméne die MAP-Kinase unabhangigen Ziele reguliert.
Im zweiten Teil der Arbeit konnte eine Methode zur 1solierung von Genen entwickelt werden,
die an der Aufrechterhaltung der zelluléren Integritét beteiligt sind oder eine negative
regulatorische Funktion auf den Pkclp-Weg ausiiben. Mit Hilfe dieser Methode konnten 15
verschiedene Mutanten isoliert werden. Von den betroffenen Genen ist nur fir eines bislang
eine Funktion in Zusammenhang mit der Pkclp-abhangigen Signaltransduktion bekannt. Die
Funktion der anderen Gene ist unbekannt. Fir eines der Gene (FIG4) weisen die vorhandenen
Daten allerdings auf eine negative, regulatorische Funktion im Pkclp-Weg hin.
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7. Abkurzungsver zeichnis

7. Abklrzungsverzeichnis

ADP
Amp
AS
3-AT
ATP
bp
BSA
°C
CSPD

dH-O
DAG
DIG
DMF
DNA
dNTP
dNTP
DTT
E.coli
EDTA
EGTA
ERK

g, mg, ug
GAP
Ga

GDI
GEF
GPI
GST

h

HMG
HOC1
HOG
HSE
HSF

IP3
IPTG

kb

kDa

M, mM, uM
MAPK
MAPKK
MAPKKK
MEK
MEKK
min

mi, |, ul

Adenosindiphosphat

Ampicillin

Aminosdure

3-Aminotriazol

Adenosintriphosphat

Basenpaar

Rinderserumalbumin

Grad Celsius

Dinatrium 3-(4-methoxyspiro { 1,2-dioxetane-3,2"-" (5 -chloro) tricyclo
[3.3.1.1*"]decan} -4-yl) phenylphosphat; Substrat fiir die alkalische
Phosphatase

destilliertes Wasser

Diacylglycerol

Digoxigenin

Dimethylformid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleotid
Desoxynukleosidtriphosphat
1,4-Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
Ethylenglykolbis (B-aminoethylether) N, N, N",N"-Tetraacetat
"extracellular signal-regul ated kinase"
Gramm, Milligramm, Mikrogramm
"GTPase-activating protein’
Galaktose

"GDP dissociation inhibitor"
"guanine nucleotide exchange factor"”
Glycosylphosphatidylinositol
Glutathion-S-Transferase

Stunde

"high mobility group proteins’
"homologous to OCH1"

"high osmolarity glycerol”

heat-shock element

heat-shock transcription factor
Inositol-1, 4, 5-trisphosphate

I sopropyl-3-D-Thiogalactosid
Kilobasenpaar

Kilodalton

Molar, Millimolar, Mikromolar

" mitogen-activated protein kinase”= MAP-Kinase
MAP-Kinase-Kinase
MAP-Kinase-Kinase-Kinase
MAPK/ERK Kinase

MAPK/ERK Kinase Kinase

Minute

Milliliter, Liter, Mikroliter
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7. Abkurzungsver zeichnis

NaCl
NaOH
NBT
nm
ODeoo
PAA
PBS
PCR
PEG

pH
PMSF
POD
RNA
RNase A
rpm
Scerevisiae, Sc
SDS
S.0.
TBS
TEMED
TET
Tris

U, mU
uv

w

Wit
X-Gd
YEPD
YNB
z.B.

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

4-Nitrotetrazolium Chloridblau

Nanometer (Angabe fur Wellenlange)

optische Dichte bei einer Wellenlénge von 600nm
Polyacrylamid

Phosphate-Buffered Saline
Polymerasekettenreaktion

Polyethylenglykol

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Konzentration
Phenylmethylsulfonylfluorid

Peroxidase

Ribonukleinsaure

Ribonuklease A

Umdrehungen pro Minute

Saccharomyces cerevisiae

Natriumdodecylsulfat

siehe oben

Tris-buffered saline

N,N,N", N"-Tetramethylethylendiamin
Tetracyclin

Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

Unit, Milliunit (Enzymeinheiten)

ultraviolette Strahlung

Watt

Wildtyp

5-Bromo-4-Chlor-3-1ndolyl-f-D-Gal aktopyranosid
"Y east extract-Pepton-Dextrose” - (Vollmedium)
Y east nitrogen base”

zum Beispiel

Nukleotide und Aminoséuren sind mit dem Ein-Buchstaben-Code (IUPAC-IUB Commission
on Biochemical Nomenclature) abgekdirzt.
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