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Einleitung 1

1 Einleitung

Eine 100-200nm dicke Zellwand gewihrleistet die strukturelle Integritit der Hefezelle
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). Die mehrschichtige Struktur aus
Kohlenhydratpolymeren und Proteinen macht bis zu 30% des Zell-Trockengewichts aus
(Valentin, et al., 1987; Fleet, 1991) und vermag einem Innendruck von 15 bar und mehr
standzuhalten (Eamus und Jennings, 1986). Trotz dieser hohen mechanischen Stabilitét
ist die Zellwand keine starre Struktur konstanter Zusammensetzung. Sie verdndert sich
nicht nur wihrend des Zellwachstums und verschiedener Differenzierungsprozesse, wie
beispielsweise Sporulation oder Paarung, sondern auch in Anpassung an sich stetig
verdndernde Umweltbedingungen, wie z.B. der Osmolaritit des umgebenden Mediums.
Wihrend die molekularen Komponenten, aus welchen die Zellwand aufgebaut ist, seit
langerer Zeit bekannt und auch auf biochemischer Ebene gut untersucht sind, konnten
erst in jiingster Zeit Erkenntnisse iiber die dynamische Biogenese der Zellwand und
deren Regulation gewonnen werden. Unter pharmazeutischen Gesichtspunkten ist die
Zellwand pathogener Hefen von besonderer Bedeutung, da sie sich in ihrem Aufbau
wesentlich von der extrazelluldren Matrix von Sdugerzellen unterscheidet und somit ein
ideales Ziel fiir die Entwicklung neuer Fungizide darstellt. Analog zu antibiotischen
Wirkstoffen, welche den Aufbau der bakteriellen Zellwand inhibieren, konnten
effektivere Therapeutika gegen pilzliche Krankheitserreger, wie z.B. Candida albicans
(C. albicans), entwickelt werden. Derartige Mykosen haben in den letzten Jahren, nicht
zuletzt als eine der haufigsten Koinfektionen bei Triagern des humanen

Immundefizienz-Virus (HIV), stark zugenommen.

Die Béckerhefe S. cerevisiae ist als Modellorganismus ideal, da sie nicht nur genetisch
leichter zuginglich ist als ihre pathogenen Verwandten, sondern auch die genomischen
Sequenzdaten seit 1996 vollstindig verfiigbar sind (Goffeau et al., 1996). Eine
Ubertragung gewonnener Erkenntnisse von S. cerevisiae auf andere Ascomyceten, wie
z.B. C. albicans, ist aufgrund gleicher bzw. dhnlicher Zusammensetzung der Zellwinde
wahrscheinlich. In beiden Fillen besteht diese aus Glukan, Chitin und Mannoproteinen.
Ferner konnten fiir eine Vielzahl aus §. cerevisiae bekannter, an der

Zellwandbiogenense beteiligter Proteine, Homologe in C. albicans identifiziert werden.



2 Einleitung

1.1 Aufbau der Zellwand
1.1.1 Glukan

Der Hauptbestandteil der Zellwand von S. cerevisiae ist mit ca. 60% Glukan. Beziiglich
des Verkniipfungstyps der Glukose-Untereinheiten unterscheidet man zwischen B-1,3
und B-1,6 Glukan. Die aus durchschnittlich 1500 Glukosemolekiilen bestehenden (-1,3
Glukanpolymere (Manners et al., 1973) bilden ein dicht gepacktes, fibrilldres Netzwerk,
welches zusammen mit eingelagerten Chitinfibrillen vor allem fiir die mechanische
Stabilitit der Zellwand verantwortlich ist (Zlotnik et al., 1984, Cid et al., 1995). Unter
der Verwendung von UDP-Glukose als Zuckerdonor (Shematek et al., 1980) wird die
wachsende Glukankette durch die Membran ins Periplasma transloziert (Cabib et al.,
1982). Zwei Transmembranproteine, Fks1p und Fks2p, welche zu 88% identisch sind,
wurden als katalytische Untereinheiten der B-1,3 Glukansynthase identifiziert, wobei
Fksl1p fiir den GroBteil des synthetisierten -1,3-Glukans verantwortlich ist. Wihrend in
einer entsprechenden fks/-Mutante der Glukangehalt um bis zu 75% reduziert ist
(Mazur et al., 1995; Ram et al., 1998), dndert sich dieser in einer fks2-Mutante kaum.
Fiir die Aktivitdt der B-1,3 Glukansynthase wird zudem das kleine G-Protein Rholp in
seiner GTP-gebundenen Form bendtigt (Mazur et al., 1996), welches zusammen mit
Fks1p kolokalisiert nachgewiesen werden konnte (Qadota et al., 1996). Eine dhnliche
Interaktion wird ebenfalls fiir Fks2p postuliert.

Das in geringeren Mengen vorhandene [-1,6 Glukan (10% des Glukans)besteht aus
durchschnittlich 140 hochgradig verzweigten Glukoseeinheiten, wobei bis zu 20% auch
B-1,3 gebunden sein kdnnen (Manners et al., 1973). Die Synthese dieses komplexen
Polymers ist bislang im Detail nicht vollstindig aufgeklért, obwohl bereits zahlreiche
daran beteiligte Gene und Proteine bekannt sind. Die Entdeckung, daB3 -1,6 Glukan
einen wichtigen Teil des Zelloberflichenrezeptors fiir das K1 Killertoxin darstellt
(Hutchins und Bussey, 1983), war die Voraussetzung fiir die Identifizierung zahlreicher
Gene und Genprodukte, die potentiell an der $-1,6 Glukansynthese beteiligt sind. Ferner
konnten weitere Gene iiber einen Screen nach Calcofluor White-hypersensitiven
Mutanten gefunden werden (zusammengefalt in Shahinian und Bussey, 2000). Obwohl
einige der Genprodukte analog zur B-1,3 Glukansynthese an der Zelloberfliche
lokalisiert wurden (Krelp, Kre9p, Knhlp) geht man dennoch davon aus, dal die B-1,6

Glukansynthese bereits im sekretorischen Weg initiiert wird, da ebenso eine Vielzal von
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Proteinen im ER (Cnelp, Cwh41p, Kre5p, Rot2p) oder Golgi (Kre6p, Sknlp) gefunden
wurden. Es wird daher eine mehrstufige, protein-, und membrangebundene Synthese
postuliert, welche im ER {iber Primer-Strukturen initiiert, im Golgi verldngert und
letzlich an der Zelloberfliche beendet wird (zusammengefaflit in Orlean, 1997,
Shahinian und Bussey, 2000). Vergebliche Versuche B-1,6 Glukan in spiten
sekretorischen Vesikeln nachzuweisen stellen diese Theorie in Frage und machen eine
B-1,6 Glukansynthese an der Zelloberflache, eventuell auch unter Beteiligung der -1,3
Glukansynthase (Fkslp) wahrscheinlicher (Montijn et al., 1999; Ohya, personliche
Mitteilung).

Kollar et al. (1997) konnten zeigen, dal das B-1,6 Glukanpolymer ein zentrales
Verbindungselement der verschiedenen Zellwandkomponenten darstellt. Demzufolge ist
B-1,6 Glukan zum einen durch eine noch ungeklédrte Bindung an die terminale Glukose
einer B-1,3 Glukankette, zum anderen auch direkt an Chitin gebunden. Desweiteren ist
eine Gruppe der Mannoproteine iiber einen Glykosyl-Phosphatidyl (GPI)-Ankerrest mit
B-1,6 Glukan verkniipft (Kollar et al., 1997; siehe 1.1.3).

Das B-1,6 Glukan ist fiir S. cerevisiae zwar nicht essentiell, dennoch weisen z.B. kre5-
Mutanten, die kein nachweisbares -1,6 Glukan besitzen, schwere Wachstums- und
Zellwanddefekte auf. welche abhédngig vom Stammhintergrund auch zur Letalitét fiihren
konnen (Maeden et al., 1990; Shahinian et al., 1998). In kre5-Mutanten konnte von
Simons et al. (1998) elektronenmikroskopisch das Fehlen der duferen

Mannoproteinschicht der Zellwand gezeigt werden.

1.1.2 Chitin

Chitin, das dritte und nur in geringen Mengen vorhandene Kohlenhydratpolymer (1-2%)
der Zellwand, besteht aus B-1,4-glykosidisch gebundenen N-Acetyl-D-Glukosamin-
einheiten. Es wird vor allem wéhrend der Knospung bei der Bildung des Septums und
des Knospungsrings in die Zellwand eingelagert (Shaw et al., 1991) und ist, trotz seiner
vergleichsweise geringen Menge, ein fir die Integritit der Zellwand essentieller
Bestandteil (Bulawa, 1993). Das Chitin bildet zusammen mit Glukan die innere
Zellwandschicht, welche sich im Elektronenmikroskop gut von der duBeren,
vornehmlich aus Mannoproteinen bestehenden Schicht unterscheiden 148t (Cid et al.,

1995).



4 Einleitung

Drei integrale Membranproteine, Chs1p, Chs2p und Chs3p sind zusammen mit weiteren
regulatorischen Proteinen fiir die Chitinsynthese von S. cerevisiae verantwortlich, wobei
Chs3p ca. 95% des Zellwandchitins synthetisiert (Bulawa et al., 1986; Silverman et al.,
1988; Roncero et al., 1988). Dazu zédhlen der Chitinring zu Beginn der Knospung und
das Chitin der lateralen Zellwand ebenso wie die Chitinsynthese wiahrend der Paarung
und der Sporulation (Shaw et al., 1991; Bulawa, 1992).

Die Chitinsynthase Chs2p ist ausschlieBlich verantwortlich fiir die Bildung des
primdren Septums bei der Knospung (Bulawa, 1992). Eine Reparaturfunktion wird fiir
Chslp postuliert, wodurch hydrolysiertes Chitin wéhrend der Zytokinese wieder
erneuert wird (Cabib et al., 1992).

1.1.3 Die Proteine der Zellwand

Die Mannoproteinschicht ist, anders als Glukan und Chitin nicht direkt an der
Aufrechterhaltung der strukturellen Integritét beteiligt. Es konnte gezeigt werden, daf3
die Hefezelle ihre Form auch nach proteolytischem Verdau der &uleren
Zellwandschicht aufrechterhalten kann (Koch und Rademacher, 1980; Zlotnik, et al.,
1984). Vielmehr scheint die Mannoproteinschicht fiir die Permeabilitdt der Zellwand
limitierend zu sein (De Nobel et al., 1990; Van der Vaart et al., 1995). Obwohl die
Mannoproteine mit ca. 40% des Zellwandtrockengewichts einen Hauptbestandteil
darstellen, entsprechen davon nur 25% dem Proteinanteil. Der tiberwiegende Teil der
Masse kommt durch zahlreiche N- und O-glykosyidisch gebundene Zucker zustande
(Orlean, 1997; siehe 1.3).

Je nach Verankerung in der Zellwand lassen sich drei verschiedene Gruppen von

Zellwandproteinen unterscheiden.

Inositol |—®—|Diacylglycerol/0eramid

Abb. 1-1: Struktur des GPI-Ankers (Nach Orlean, 1997)
M = Mannose; G = Glucose; P = Phosphatgruppe
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Kovalent mit dem Glukan der Zellwand verbunden sind die PIR-Proteine und Proteine
mit Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Ankerrest. Das Hefegenom kodiert fiir
insgesamt 58 Proteine, die neben einem Signalpeptid fiir die Sekretion, eine hydrophobe
Sequenz (w-Motiv) fiir die Ubertragung eines GPI-Ankers aufweisen (Caro ef al., 1997;
Orlean, 1997). Durch diese C-terminale Modifikation (Abb. 1-1), die in allen héheren
Eukaryonten zu finden ist, werden sekretorische Proteine zundchst in der
Plasmamembran verankert. In S. cerevisiae wurden GPI-Anker zum ersten Mal durch
eine in vivo Markierung von Proteinen mit [*H]Insositol nachgewiesen, welches
kovalent als Teil des GPI-Ankers an diese gebunden war (Conzelmann et al., 1988). Mit
dem a-Agglutinin Agalp wurde das erste entsprechend modifizierte Protein mit Hilfe
von Glukanasen aus der Zellwand extrahiert (Hauser und Tanner, 1989; Roy et al.,
1991). Eine Aufkldrung, auf welche Weise die Proteine dabei am Glukan der Zellwand
gebunden sind, erfolgte 1997 von Kollar et al., die zeigen konnten, daf3 eine kovalente
Bindung an das nicht reduzierende Ende von B-1,6 Glukan iiber einen Teil des GPI-
Ankers erfolgt. Die an der Ubertragungsreaktion beteiligten Enzyme sind bislang jedoch
ebenso unbekannt, wie der Mechanismus selbst. Strittig ist ferner, ob der GPI-Anker ein
generelles Motiv flir eine Zellwandverankerung und damit die membrangebunde Form
nur ein Ubergangsstadium darstellt (De Sampaio et al., 1999). Verschiedene
Arbeitsgruppen gehen davon aus, daB nur 38 Proteine, welche kein dibasisches
Sequenzmotiv unmittelbar vor dem GPI-Signal selbst besitzen, durch eine Spaltung des
GPI-Ankers auf die Zellwand iibertragen werden (Caro et al., 1997; Vossen et al., 1997;
Hamada et al., 1998; 1999). Dafiir spricht, daBl allen bisher aus der Zellwand
extrahierten GPI-Proteinen dieses dibasische Motiv fehlte. Andererseits verblieb ein
genetisch entsprechend verdndertes Zellwandprotein (Cwp2p) weiterhin in der
Zellwand lokalisiert (Caro et al., 1997).

Bisher konnten mit verschiedenen Methoden 13 GPI-Proteine direkt in der Zellwand
von S. cerevisiae identifiziert werden (Hauser und Tanner, 1989; Roy ef al., 1991; Van
der Vaart et al., 1995; Bony et al., 1997; Kitagaki et al., 1997; Moukadiri et al., 1997
Shimoi et al., 1998; Mrsa et al., 1999; Rodriguez-Pena et al., 2000). Einen indirekten
Hinweis auf weitere GPI-Proteine lieferte ein Screen in welchem die 40 C-terminalen
Aminosduren von 38, potentiell in der Zellwand verankerten, Proteine an ein
Reporterkonstrukt aus Signalpeptid, o-Galaktosidase und Hemagglutinin fusioniert

wurden (Hamada et al., 1998). Auf diese Weise konnte fiir die Genprodukte von 14
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neuen offenen Leserahmen eine putative Zellwandlokalisiserung durch einen GPI-
Ankerrest gezeigt werden.

Allen GPI-Proteinen gemein ist der sehr hohe Serin/Threonin Anteil von bis zu 50% der
Gesamtaminosduren. Dies 148t auf eine extensive O-Glykosylierung (1.3.2) schlieBen
und erkldrt damit weshalb einige Vertreter dieser Gruppe trotz ihrer relativ kurzen
Proteinsequenz auf SDS-Gelen ein grofles apparentes Molekulargewicht aufweisen.
Uber phylogenetische Stammb#ume wurden die potentiellen GPI-Proteine in Familien
eingeteilt (Caro et al., 1997), wobei fiir die meisten noch keine eindeutige Funktion
nachgewiesen wurde. Zu den Ausnahmen gehoren die Agglutinine (Agalp, Agalp) und
einige Flokuline (Flo1p, Flo5p, Flo9p, Flo10p) fiir die eine Beteiligung an der Zell-Zell
Adhision gezeigt werden konnte (Hauser und Tanner, 1988; Roy et al., 1991; Teunissen
et al., 1995). Allgemein wird angenommen, dal3 die GPI-Proteine vor allem strukturelle
Funktionen als Zellwandbausteine besitzen, da die meisten bisher untersuchten
Deletionsmutanten eine geschwéchte Zellwand aufweisen, das sich unter anderem in
einer Hypersensitivitit gegeniiber Zellwand-destabilisierenden Agenzien wie
Calcoflour White und Kongorot zeigt (Van der Vaart et al., 1995, Mrsa et al., 1999).
Diesen Phénotyp besitzen auch crhl-, und crh2-mutante Stidmme (congo red
hypersensitiv). Die beiden Proteine gehdren zu der Gruppe iiber GFP-Fusion
nachgewiesener Zellwandproteine und weisen signifikante Homologien zu bakteriellen
B-Glukanasen bzw. eukaryontischen Endotransglykosidasen auf. Colokalisiert mit
Chitin konnten sie daher ein Rolle bei der Quervernetzung der verschiedenen

Zellwandkomponenten spielen (Rodriguez-Pefia ef al., 2000).

Von der zweiten Gruppe der kovalent am Glukan gebundenen Zellwandproteine
konnten bislang vier Vertreter direkt, durch eine Behandlung priparierter Zellwénde mit
30mM NaOH, extrahiert werden (Mrsa et al., 1997). Die Proteine Ccw5p — Ccw8p
(covalantly linked cell wall) werden auch als Pirlp — Pirdp (protein with internal repeat)
bezeichnet, da sie eine oder mehrere hochkonservierte repetitive Sequenzen besitzen
(Toh-e et al., 1993; Mrsa et al., 1997). Sie sind zueinander homolog, ebenfalls sehr
Serin/Threonin reich und enthalten eine N-terminale Prozessierungsstelle fiir die Golgi-
Protease Kex2p. Das Fehlen einer GPI-Ankersequenz 148t, neben der Alkali-Sensitivitét
bereits auf eine andere Art der Zellwand-Verankerung dieser Proteinfamilie schlieen.
Wie die GPI-Proteine kdnnen die PIR-Proteine zwar ebenfalls mit 3-1,3 Glukanase aus

der Zellwand gelost werden, jedoch nicht mit B-1,6 Glukanase (Kapteyn ef al., 1999).
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Es wurde daher eine direkte, $-1,6 Glukan unabhingige Bindung der PIR-Proteine an
das B-1,3 Glukan der Zellwand postuliert. Die Beobachtung, daf B-1,3 Glukanase
extrahiertes Pirlp und Pir2p zwar von B-1,3 Glukan-, nicht aber von B-1,6 Glukan-
Antiserum erkannt wird, stiitzt diese Theorie. Die Art der Bindung und welche Enzyme
an der Verkniipfungsreaktion beteiligt sind konnte bislang noch nicht geklart werden.
Uber die Funktion der PIR-Proteine in der Zellwand ist bislang wenig bekannt.
Einzeldeletionen PIR-Protein codierender Gene fithren nur zu geringfiigig erhohter
Sensitivitdt gegeniiber Calcofluor White und Kongorot. Mehrfachdeletionen verstiarken
zwar diesen Phénotyp, die Mutanten sind aber lebensfihig (Mrsa und Tanner, 1999).
Mit Pir2p wurde das erste PIR-Protein zunéchst als ein ins Medium sezerniertes
Hitzeschockprotein Hsp150 identifiziert, dessen Transkriptmenge bei 37°C im
Vergleich zu 30°C um das 7fache ansteigt (Russo et al., 1992). Das Verhéltnis von
sezerniertem zu Zellwand gebundenem Pir2p liegt dabei bei 4,4 : 1 (Kapteyn et al.,
1999). Ein vermuteter genereller Einflu3 erhohter Temperatur auf die Transkription und
vor allem die Menge aller PIR-Proteine in der Zellwand konnte aber nicht bestdtigt
werden (Mrsa et al., 1997). Ferner weisen lediglich piripir2-Doppelmutanten eine
erhohte Sensitivitdt gegeniiber Hitzeschock auf (Toh-e et al., 1993).

Ein weiterer offener Leserahmen, YJL160c erfiillt in S. cerevisiae die Kriterien eines
PIR-Proteins und ist ebenfalls sehr homolog zu den bekannten vier Vertretern, jedoch
gelang es bisher nicht das entsprechende Protein in der Zellwand nachzuweisen (M.

Ecker, personliche Mitteilung).

Die dritte Gruppe der Zellwandproteine werden als Scwp (soluble cell wall protein)
bezeichnet und lassen sich unter reduzierenden Bedingungen, beispielsweise mit
geringen Konzentrationen DTT oder Laemmli-Puffer aus der Zellwand extrahieren
(Valentin et al., 1984; Montijn et al., 1994; Cappellaro et al., 1998). Man kann daher
davon ausgehen, dal} sie liber Disulfidbriicken an andere Komponenten der Zellwand
gebunden sind. Bei den sechs bislang identifizierten Vertretern dieser Gruppe handelt es
sich um Enzyme mit bereits nachgewiesener glykolytischer bzw. hydrolytischer
Aktivitdit oder Homolgen dazu. Darunter sind die Endochitinase Ctslp und die
Exoglukanase Exglp, welche zundchst als ins Medium sezenernierte Proteine
identifiziert wurden (Kuranda et a., 1991; Vazquez et al., 1991), desweiteren Bgl2p, fiir
das bereits -1,3 Endoglukanase- (Mrsa et al., 1993) und Transglykosidaseaktivitit
(Goldman et al., 1995) beschrieben wurde.
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Fir Scw4p, ScwlOp und Scw3p konnte bisher noch keine hydrolytische oder
glykolytische Funktion nachgewiesen werden. Scw4p und ScwlOp sind zu 63%
identisch zueinander und ca. 55% homolog zu Bgl2p (Cappellaro et al., 1998). Eine
gleichzeitige Disruption von SCW4 und SCW10 fiihrt zu einer Beeintrachtigung der
Zellwandstruktur. Dies zeigt sich, neben einer Hypersensitivitit gegeniiber Calcofluor
White, vor allem durch eine im Vergleich zum WT stark erhohte Proteinmenge, welche
mit DTT aus der Zellwand extrahiert werden kann. Man kann daher von einer
wesentlichen  Funktion  beider Proteine bei der  Quervernetzung  der
Zellwandbestandteile ausgehen.

Aufgrund eines charakteristischen, 258 Aminosduren langen, C-terminalen
Sequenzmotivs wird Scw3p/Sundp zur SUN (SIMI, UTHI, NCA3) Proteinfamilie
gezéhlt (Mouassite et al., 2000). Obwohl Scw3p das einzige in der Zellwand von S.
cerevisiae nachgewiesene Protein dieser Familie ist, weisen alle Mitglieder Homologie
zu einer P-Glukosidase aus Candida wickerhamii (CwBglA) auf. Ein funktionelles
Scw3p scheint ferner wichtig fiir die Trennung von Mutter- und Tochter-Zelle zu sein.
So verbleiben in scw3-Mutanten mehrere Zellen miteinander verbunden, wobei auch die
einzelnen Septen zwischen Mutter- und Tochterzelle im Vergleich zum Wildtyp starke
Verdickungen aufweisen. Dieser Phanotyp wird durch eine zusitzliche Deletion von
Chitinase CTS1 noch verstarkt (Mouassite et al., 2000). Ctslp, das zum Teil iiber eine
C-terminale Doméne nicht kovalent an das Chitin der Zellwand gedunden ist,
hydrolysiert spezifisch die Chitinschicht des primdren Septums (Kuranda und Robbins,
1991).

Obwohl keines der bisher identifizierten l6slichen Zellwandproteine eine essentielle
Funktion fiir die osmotische Stabilitit der Zelle besitzt, scheint die Familie
hydrolytischer und glykolytischer Enzyme einen wesentlichen Beitrag zur Flexibilitit

und Stabilitit der Zellwand zu leisten.

1.2 Regulation der Zellwandbiogenese

Die verschiedenen Komponenten der Zellwand unterliegen  vielfiltigen
Regulationsmechanismen, die eine Anpassung der Zelle und ihrer Wand wéhrend
definierter entwicklungsspezifischer Programme, wie z.B. Sporulation und Paarung und
als Reaktion auf verdnderliche Umweltbedingungen gewihrleisten. Auch kiinstliche

Schwichungen der Zellwand durch Mutationen oder Hemmstoffe der Zellwandsynthese
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konnen durch spezielle Mechanismen kompensiert werden. Transkriptionelle
Verdnderungen werden dabei vor allem durch spezifische MAP (mitogen activated
protein)-Kinase Signaltransduktionswege vermittelt (zusamengefa3t in Gustin et al.,
1998). AuBlerdem sind vor allem fiir Zellwandkomponenten kodierende Gene besonders
Zellzyklus-spezifisch reguliert. In den letzten Jahren konnte, besonders durch die
Technik der Transkriptom-Analyse mit Hilfe von DNA-Arrays, das Wissen {iber

transkriptionelle Regulationen und deren Zusammenhinge enorm erweitert werden.

1.2.1 Zellzyklusregulation

Von Spellman et al. (1998) wurde das S. cerevisiae Transkriptom in Abhédngigkeit des
Zellzyklus untersucht, wobei sich zeigte, dall nur ca. 13% aller Gene eine auffillige
Regulation aufweisen. Im Vergleich dazu werden 50% der fiir Zellwandproteine
kodierenden Gene Zellzyklus-abhingigen reguliert. Das Bereitstellen neuen
Zellwandmaterials in sekretorischen Vesikeln der Mutterzelle bereits vor der Knospung
und ein ungleichméBiges Wachstum der Zelloberfliche wihrend des Zellzyklus fiihrt
dazu, daB3 die Mehrzahl der Zellwandgene ihr Expressionsmaximum in der spiaten M-,
bzw. frithen G1-Phase erreicht (Caro et al., 1998). Unter diesen zeigen die Gene der
PIR-Proteine die stirkste transkriptionelle Regulation. Dabei verhalten sich die
Expressionsraten von PIR2, PIR3 und PIR4 #hnlich denen klassischer Zellzyklusgene
CLN2, ASHI oder HTA1, bei PIRI ist das Verhéltnis zwischen Transkriptionsminimum
und -Maximum sogar mehr als doppelt so hoch (Spellman et al., 1998).

Eine dhnliche, wenn auch weniger ausgepragte Regulation konnte fiir zwei potentielle
Glukanasen SCW10 und CRH]I ermittelt werden, was auch ihre postulierte Rolle bei der
Quervernetzung der Zellwandkomponenten bestérkt.

Auch die Synthese der Kohlenhydratpolymere der Zellwand, B-1,3 Glukan und Chitin
wird Zellzyklus-abhingig kontrolliert. Die B-1,3 Glukansynthase FKSI, erreicht ihr
Expressionsmaximum am Ende der G1-Phase, wobei gezeigt wurde, dal3 zusédtzlich der
Zellwand-Integritits-Weg (siche 1.2.2.1) fiir diese Regulation benétigt wird (Igual et
al., 1996). Die Hauptchitinsynthase CHS3 wird zwar konstitutiv exprimiert, jedoch wird
ihre Aktivitdt und Lokalisation indirekt durch verschiedene Proteine (Chs4p, Chs5p,
Chs6p/Csd3p, Chs7p) wihrend des Zellzyklus kontrolliert (Orlean et al., 1997).
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1.2.2 MAP-Kinase Signaltransduktionswege

Insgesamt sind bei S. cerevisiae finf funktionell unterschiedliche MAP-Kinase
Signaltransduktionswege bekannt (Hunter und Plowman, 1997). Allgemeines Merkmal
dieser Signalkaskaden sind Module aus jeweils drei aufeinanderfolgenden
Porteinkinasen, wobei nach einer Aktivierung die MAP Kinase Kinase Kinase
(MAPKKK) die MAP Kinase Kinase (MAPKK) phosphoryliert, durch welche
wiederum die MAP Kinase (MAPK) phosphoryliert wird (Cobb et al., 1995; Cooper,
1994; Marshall, 1994). Die vier in vegetativ wachsenden Zellen vorhandenen MAP-
Kinase Wege und einige ihrer Komponenten sind in Abbildung 1-2 dargestellt.

Signalweg Pheromon Zellwand Integritit Hohe Osmolaritit Invasives
PKC HOG Wachstum
Sensor Ste2 oder Ste3 Wsc1/2/3/4 Mid2  Sin1 Sho1 Sho1 Ras2
Ste4/18 - l
' Rho1
Ypd1
Cdc42 l Cdc42
v l v
Ste20 > Pkcl <« Ssk1 Ste20 Ste20
v v v v v
MAPKKK Ste11 Bck1 Ssk2/22 Ste11 Ste11
v v T \
MAPKK Ste7 Mkk1/2 Pbs2 Ste7
v v v v
MAPK Fus3 Mpk1 Hog1 Kss1
: :
Rst1/2 Rst1/2
l {
Transkriptions Ste12 Swi4/6; RIm1 Msn2/4; Mcm1 Ste12; Tec1
faktoren

Abb. 1-2: Modell verschiedener MAP-Kinase-Wege (nach Roberts ez al., 2000)

Der Pheromon-Weg wird ausgeldst durch o- bzw a-Faktor. Neben dem Transkriptionsfaktor Stel2p
werden durch Fus3p auch dessen negative Regulatoren Rstlp und Rst2p durch Phosphorylierung
aktiviert. Nicht gezeigt ist die Aktivierung von Farlp, einem Inhibitor der Cdc28-Cyklin Kinase, durch
Fus3p, wodurch ein G1-Zellzyklusarrest ausgeldst wird.

Hypoosmolare Bedingungen, erhohte Temperatur und andere Stre3faktoren aktivieren den Zellwand-
Integritéts oder Proteinkinase C (PKC)-Weg. Unklar ist, ob die Sensorproteine Wsclp-Wsc4p und Mid2p,
Pkclp direkt oder iiber das kleine G-Protein Rholp aktivieren.

Der ,,High Osmolarity Glycerol Response® (HOG) Signaltransduktionsweg wird durch hyperosmolaren
Schock aktiviert und stellt damit einen Antagonisten des PKC-Wegs dar.

In diploiden Zellen 16st Stickstoffmangel pseudohyphales Wachstum aus. Ein &hnlicher Phasenwechsel
zu invasivem Wachstum kann auch bei haploiden Zellen auf Vollmedium beobachtet werden.
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Die Sporulation-MAP-Kinase (Smklp) des, unter anderem fiir die Synthese der
Sporenwand verantwortlichen, flinften Signaltransduktionswegs ist in vegetativ
wachsenden Zellen nicht vorhanden (Gustin et al., 1998).

Obwohl die jeweiligen Ausloser der verschiedenen MAP-Kinase-Wege sehr
unterschiedlicher Natur sind, iiberlappen manche Komponenten der jeweiligen
Signaltransduktionskaskaden ebenso wie deren Transkriptionsfaktoren und Zielgene.
Wie dabei die Spezifitit des Signaltransduktionswegs erhalten bleibt ist zum Teil noch
ungeklédrt. Eine bereits bekannte Moglichkeit ist die Komplexierung gemeinsamer
Elemente mit spezifischen Komponenten. So aktiviert beispielsweise der
Transkriptionsfaktor Stel2p (sterile) im Pheromon-Signaltransduktionsweg als
Homomultimer die Promotoren Paarungs-spezifischer Gene, wihrend ein
Heteromultimer aus Stel2p und Teclp fiir filamentoses Wachstum wichtige Gene
aktiviert (Leberer ef al., 1997; Madhani et al., 1997).

Die Féhigkeit von S. cerevisiae schnell auf sich dndernde Umweltbedingungen zu
reagieren wird vor allem durch den PKC-Weg und den HOG-Weg gewihrleistet.
Osmotische Verdnderungen des umgebenden Mediums beeinflussen direkt den Turgor

der Zelle und gefahrden so die Integritit der Zellwand.

1.2.2.1 Der PKC-Signaltransduktionsweg

Der Aktivator des aus Bcklp (MAPKKK), Mkk1/2p (MAPKKSs) und Mpklp (MAPK)
bestehenden MAP-Kinase-Moduls des Zellwand-Integritits-Wegs ist die Proteinkinase
Pkclp, ein Homolog der Proteinkinase C aus Sdugerzellen. Eine pkc/-Nullmutante ist,
abhingig vom Stammhintergrund, letal oder nur durch osmotische Stabilisierung des
Mediums lebensfdhig und zeigt damit den stérksten Phinotyp aller bisher untersuchten
Komponenten dieses Signaltransduktionswegs. Eine Deletion von PKC/ hat ferner
direkte Auswirkungen auf die Beschaffenheit der Zellwand. So zeigt eine pkcl-Mutante
unter osmotisch stabilisierten Bedingungen eine deutlich reduzierte Dicke der Zellwand,
wobei sowohl die B-Glukan-, als auch die Mannoproteinschicht betroffen sind (Levin e?
al., 1994; Roemer et al., 1994; Shimizu et al., 1994).

Der PKC-Weg wird durch verschiedene Reize, wie hypoosmolaren Schock oder
Hitzestre3 aktiviert, wobei die Aufnahme der Reize durch die Typ-I-
Transmembranproteine Wscl-4p (cell wall integrity and stress response component)

erfolgt. Die in der Plasmamembran lokalisierten WSC-Proteine sind auf Proteinebene
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50% homolog und 35% identisch zueinander und haben gemeinsame, charakteristische
Merkmale. Neben einer potentiellen Transmembranspanne enthalten alle eine
periplasmatische, Serin/Threonin reiche Domédne, welche in ihrer Linge variiert und
vermutlich vielfach O-glykosyliert ist. Es wird vermutet, dal dadurch eine starre
Verbindung mit der Zellwand hergestellt werden konnte (siehe 1.3.2). Am ebenfalls
extrazelluldr gelegenen N-Terminus befindet sich ferner ein hochkonserviertes Cystein
Motiv (Verna et al., 1997). Im Gegensatz zu wsc2-4, fiihrt eine WSCI-Deletion zu
einem Zell-Lyse Defekt bei 37°C, was auf eine zentrale Funktion von Wsclp innerhalb
der Familie schlieBen 14Bt. Dieser Effekt kann durch Deletionen weiterer WSC-Gene
verstirkt, aber auch mit osmotischer Stabilisierung des Mediums, sowie durch
Uberexpression anderer Komponenten des Signaltransduktionswegs unterdriickt werden
(Verna et al., 1997). Ferner wird der PKC-Weg wihrend des Paarungsprozesses,
welcher ebenfalls eine extensive Umorganisation der Zellwand erfordert, iiber das
Membranprotein Mid2p (mating induced death) aktiviert. Eine entsprechende Mutante
zeigt einen charakteristischen Zell-Lyse Defekt nach einer Inkubation mit Pheromon,
welcher durch eine Uberexpression von WSCI suppremiert werden kann (Ketela ef al.,
1999). Diese Beobachtung, verbunden mit der Tatsache, dal ein intaktes Mid2p zur
Aktivierung der MAP-Kinase Mpkl nach einer Zellwand-Schiadigung notwendig ist,
14Bt auf eine iliberlappende Funktion beider Proteine als Sensoren des PKC-Wegs
schlieBen (de Nobel er al., 2000). Auf welche Weise die Informationen durch die
Sensor-Proteine auf Pkclp iibertragen werden, ist noch nicht vollstindig geklart,
obwohl zahlreiche weitere, Pkc1p iibergeordnete Elemente bekannt sind.

Eine wichtiger, direkter Aktivator von Pkclp ist das kleine GTP-bindende Protein
Rholp (ras homologue) (Nonaka et al., 1995). Positiv reguliert wird es durch die
GDP/GTP Austausch Faktoren Rom1p und Rom2p (rhol multicopy suppressor) sowie
negativ durch die GTPase aktivierenden Proteine Bem2p (bud emerge) und Sac7p
(suppressor of actin). Die phosphorylierte Form von Rholp fiihrt dabei zu einer
Aktivierung von Pkclp (zusammengefal3t in Heinisch et al., 1999). Ferner erfiillt Rholp
die Funktion einer regulatorischen Untereinheit der -1,3 Glukansynthase (Fkslp) und
ist somit direkt an der Zellwandbiogenese beteiligt (Drgonova et al., 1996; Quadota et
al., 1996). Als weitere Pkclp iibergeordnete Komponente konnte Tor2p (target of
rapamycin) identifiztiert werden, welches ein Aktivatorprotein von Rom2p darstellt

(Schmidt et al., 1997). Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin, daf3
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Zellwanddefekte Rom2p- und Rholp-, nicht aber Tor2p-abhingig zu einer Aktivierung
von Pkelp fiihren (Bickle et al., 1998).

Unterhalb des MAP-Kinase Moduls konnten als direkte Zielproteine von Mpkl die
Transkriptionsfaktoren Rlm1 (Watanabe et al., 1995) und SBF (SCF-binding faktor),
ein Heterodimer aus Swi4p und Swi6p (Madden et al., 1995), identifiziert werden. SBF
ist Ziel verschiedener regulatorischer Signaltransduktionswege und notwendig filir eine
normale Expression verschiedener Cyclin Gene beim Ubergang von G1 zur S-Phase.
Damit stellt SBF einen Hauptregulator des Zellzyklus beim G1/S-Ubergang und des
polarisierten Wachstums von S. cerevisiae dar. Nur ein Teil der SBF-Zielgene ist
tatsdchlich abhinig von phosphoryliertem Mpkl bzw. einem aktivierten PKC-Weg,
wobei der molekulare Mechanismus unbekannt ist (zusammengefalit in Gustin et al.,
1998; Heinisch et al., 1999).

Zielgene von Rlmlp sind vor allem Zellwandgene und Gene, deren Produkte an der
Synthese der Zellwand beteiligt sind. In einer Genom-weiten Analyse konnten 25 Gene
identifiziert werden, deren Expressionen durch ein konstitutiv aktives Mkk1p beeinfluf3t
werden. Alle transkriptionellen Verédnderungen waren dabei ebenso abhéngig von
Rimlp (Jung und Levin, 1999).

In der Tabelle 1-1 sind exemplarisch einige Gene dargestellt, deren Expression iiber den

PKC-Weg reguliert wird.

GPI-Proteine:

SEDI Zellwandprotein unbekannter Funktion
PSTI potentielles Zellwandprotein

CRHI potentielle 3-1,3 Glukanase

CWPI Zellwandprotein unbekannter Funktion
SSR1/CCW14 Zellwandprotein unbekannter Funktion

PIR-Proteine

PIRI Zellwandprotein unbekannter Funktion
PIR2 Zellwandprotein unbekannter Funktion
PIR3 Zellwandprotein unbekannter Funktion
PIR4 Zellwandprotein unbekannter Funktion

Andere Zellwandproteine
BGL?2 Endoglukanase
YGPI Zellwandprotein unbekannter Funktion

An der Zellwandbiogenese beteiligt:

MPK1 MAP-Kinase

FKS2 B-1,3 Glukansynthase
FKSI B-1,3 Glukansynthase
CHS3 Chitinsynthase

Tab. 1-1: PKC-Weg abhiéngig regulierte Gene (nach Jung und Levin, 1999)
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Die bereits erwdhnten Wechselwirkungen des PKC-Wegs mit dem Zellzyklus, sowie
zahlreiche Hinweise auf eine Aktivierung der Signalkaskade auch bei der Knospen-,
oder ,,shmoo“-Bildung wihrend der Paarung (Mazzoni ef al., 1993; Zarzov et al., 1996),
verdeutlichen die Schlisselfunktion des Zellwandintegrititswegs bei allen
morphologischen Verdnderungen der Hefezelle, welche eine Umordnung der Zellwand

erfordern (Heinisch ef al., 1999).

1.2.2.2 Der HOG-Signaltransduktionsweg

Fiir die Integritit einer wachsenden Hefezelle ist ein osmotischer Gradient an der
Plasmamembran noétig, der zu einer Wasseraufnahme aus dem umgebenden Medium
und damit zur Erzeugung eines Turgors fiihrt. Die intrazellulire Osmolaritidt mul3 daher
stets iiber der extrazelluldren liegen. Eine weitere MAP-Kinase Kaskade reguliert die
Anpassung der Hefezelle an hypertonisches Milieu, welches ein Schrumpfen der Zelle
zur Folge hitte und damit vor allem fiir die Struktur der Zellwand einen StreBfaktor
darstellt. Da eine Hauptantwort des Signaltransduktionswegs eine Erhohung
intrazelluldrer Osmolyte durch Steigerung der Glycerinbiosynthese ist, wird der
Signaltransduktionsweg als HOG (high osmolarity glycerol response)-Weg bezeichnet
(Abb. 1-2). Allgemein sind die Funktionen des HOG-Wegs die Induktion von
spezifischen StreBantwort-Genen (Schuller et al., 1994), die Wiederherstellung der
Morphogenese (Brewster und Gustin, 1994) sowie die Repression des Pheromon-
Signaltransduktionswegs (Hall et al., 1996).

Das zentrale MAP-Kinase Modul besteht aus fiinf Proteinkinasen. Drei MAPKKKs
Ssk2p/Ssk22p und Stel 1p aktivieren die MAPKK Pbs2p, welche wiederum die MAPK
Hoglp phosphoryliert (zusammengefalit in Gustin et al., 1998). Die Reizaufnahme
erfolgt durch die in der Plasmamembran lokalisiserten Sensorproteine Sholp und Sinlp,
wobei der molekulare Mechansimus noch unbekannt ist. Es gilt jedoch als erwiesen,
dal durch die Sensorproteine tatsichlich eine Verdnderung des Turgors und keine
Konzentrationsdnderung extrazelluldrer Osmolyte bzw. intrazelluliren Wassers
wahrgenommen wird (Gustin et al., 1998; Tamaés et al., 2000). Eine Aktivierung des
Signaltransduktionswegs bzw. des MAPK-Moduls erfolgt iiber zwei verschiedene,
voneinander unabhéngige Mechanismen.

Die Sinlp (synthetic lethal of N-end rule) Histidine-Kinase ist Bestandteil eines Drei-

Komponenten Systems (Slnlp, Ypdlp, Ssklp) und unter normalen osmotischen
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Bedingungen in einem aktivierten Zustand, wodurch die beiden MAPKKK Ssk2p und
Ssk22p negativ reguliert werden (Posas et al., 1996). Bei hypertonischem Schock wird
die SInlp-Kinase inhibiert, Ypdlp und Ssklp bleiben unphosphoryliert und aktivieren
so die MAP-Kinase-Kaskade. Deletionen von SLN/ und YPDI sind fiir die Zelle letal,
da sie zu einer dauerhaften Aktivierung des HOG-Signaltransduktionswegs fiihren
(Maeda et al., 1994; Posas et al., 1996).

Der zweite Membransensor Sholp (SH3-domain osmosensor) bindet zwar direkt {iber
eine SH3-Domine an die MAPKK Pbs2p, hat jedoch selbst keine Kinasefunktion und
benotigt zur Aktivierung die MAPKKK Stel1p und die Proteinkinase Ste20p (Maeda et
al., 1995). Diese Komplexierung konnte einen Mechanismus darstellen, der eine
spezifische Signalweiterleitung gewihrleistet, da sowohl Stellp als auch Ste20p an
zweil weiteren Signaltransduktionswegen beteiligt sind (Abb. 1-2).

Nach einer Phosphorylierung wird Hoglp in den Zellkern transloziert (Ferrigno et al.,
1998; Reiser et al., 1999) und aktiviert verschiedene, bislang wenig verstandene
Transkriptions-Regulatoren.

Eine Klasse von Stre-Antwort Genen werden zumindest partiell HOG1-abhéngig
durch die Transkriptionsfaktoren Msn2p und Msn4p reguliert. Diese Gene enthalten in
ithrem Promotorbereich STRE (stress response)-Elemente und kénnen auch HOGI-
unanhingig durch Hitzeschock aktiviert werden. Vertreter dieser Gruppe sind
beispielsweise HSP12 (heat shock protein) und die Catalase CTT!I (Varela et al., 1995;
Moskvina et al., 1998).

Mit Hotlp (high osmolarity transkription) und Skolp (suppressor of PKA
overexpression) konnten spezifische Hoglp-kontrollierte Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden, welche unabhingig von Msn2p und Msn4p Gene nach
hyperosmotischem Schock induzieren, die kein STRE-Element besitzen (Rep et al.,
1999). Zu diesen gehoren, neben GPDI (glycerol phophate dehydrogenase) und GPP2
(glycerol phosphatase) die fiir die Glycerinsynthese verantwortlich sind, auch einige
Gene, die im Zusammenhang mit oxidativem Stre3 bekannt sind (Rep et al., 2001). Dies
146t auf eine zusitzliche Verflechtung des HOG-Signaltransduktionswegs mit anderen
Stref3-abhingigen Regulationsmechanismen schlief3en.

Desweiteren gibt es verschiedene indirekte Hinweise auf einen Einfluf des HOG-
Signaltransduktionswegs auf die Expression von Zellwandgenen, nicht nur nach
hypertonischem Schock, sondern auch unter anderen Zellwand-Stre3 Bedingungen. So

sind z.B. hogl-Mutanten resistent gegeniiber Calcofluor white oder zeigen einen starken



16 Einleitung

Zell-Lyse Defekt nach B-1,3 Glukanase Inkubation in saurem Milieu (Garcia-Rodriguez
et al., 2000; Kapteyn et al., 2001). Uber DNA-Microarray Analysen konnte ferner
zumindest fiir vier Zellwandgene, CWPI, HOR7, SPIl und YGPI, eine Hoglp-
abhingige transkriptionelle Regulation direkt gezeigt werden (Rep ef al., 2000).

Vor allem der PKC-Weg aber auch der HOG-Weg stellen somit zwei potente
Moglichkeiten von S. cerevisiae dar, dynamisch in die Synthese und Struktur der
Zellwand einzugreifen, sofern deren Integritdt durch Stref3faktoren oder auch kiinstlich
durch Mutationen beeintrichtigt wird. Man kann davon ausgehen, da3 dariiberhinaus
weitere, bisher unbekannte Mechanismen existieren, die zu Verdnderungen der

Zusammensetzung der Zellwand fiihren.

1.2.3 Kompensationsmechanismen bei Zellwandschéaden

Die bereits erwdhnte Fahigkeit von S. cerevisae einzelne Komponenten der Zellwand in
threr Quantitédt zu verdndern, zeigt sich am deutlichsten am sogenannten ,,Stre3-Chitin®.
So ist in einer B-1,3 Glukansynthase (fks/)-Mutante die Chitinmenge der Zellwand um
das 4-10 fache erhoht, wahrend die Menge an Glukan auf ca. die Hélfte reduziert ist
(Ram et al., 1995; Dallies et al., 1998). Ahnliche Verinderungen zeigen sich in einer
gasl-Mutante (glycophospholipid-anchored surface protein). Gaslp ist ein GPI-
verankertes Protein, welches vermutlich an der Quervernetzung von -1,3 Glukan mit
anderen Komponenten der Zellwand beteiligt ist. Durch eine Deletion wird etwa 50%
des Glukans in das Kulturmedium abgegeben (Ram et al., 1998) und gleichzeitig,
analog zur fks/-Mutante, der Chitingehalt auf das vierfache erhéht (Popolo et al., 1993;
1997; Valdivieso et al., 2000). Die Kompensation des Glukandefekts ist in beiden
Féllen {iber den PKC-Weg reguliert. Doppeldeletionen von fks/ und gas/ zusammen
mit verschiedenen PKC-Weg Komponenten sind synthetisch letal (Garrett-Engele et al.,
1995; Ketela et al., 1999; Popolo et al., 1997). PKCI-abhingig wird auch die
verbleibende Menge Glukan iiber eine induzierte (-1,3 Glukansynthase (Fks2p)
synthetisiert. Eine gleichzeitige Deletion beider Synthasen kann von der Zelle allerdings
nicht mehr kompensiert werden und ist synthetisch letal (Inoue et al., 1995; Mazur et
al., 1995). Neben diesen quantitativen Verdnderungen konnte in beiden Mutanten auch
eine Auswirkung der reduzierten Glukanmenge auf die Verankerung von

Mannoproteinen gezeigt werden. GPI-Proteine sind im Wildtyp iiber 3-1,6 Glukan an (-
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1,3 Glukan gebunden und lassen sich daher zu 98% mittels -1,3 Glukanasen aus der
Zellwand 16sen. Man geht davon aus, daB die restlichen 2% an Chitin gebunden sind, da
sie sich erst mit Chitinase aus der Zellwand extrahieren lassen. Dagegen sind in fks1-,
bzw. gasl-Mutanten 40% der GPI-Proteine liber -1,6 Glukan an Chitin gebunden
(Kapteyn et al., 1997). Auf welche Weise dieser aufgrund der verringerten [-1,3
Glukanmenge eingeleitete Reparaturmechanismus reguliert wird ist bislang unbekannt.
Eine &dhnliche Kompensationsmoglichkeit scheint zwischen GPI-Proteinen und PIR-
Proteinen zu existieren. In Mutanten mit reduziertem B-1,6 Glukangehalt wird aufgrund
der gestorten Verankerung der GPI-Proteine in der Zellwand ein grof3er Teil dieser ins
Medium abgegeben (Lu et al., 1995; Jiang et al., 1996), wihrend die Menge der
ausschlieBlich B-1,3 Glukan verankerten PIR-Proteine von 16% im Wildtyp auf 80%
erhoht ist (Kapteyn et al., 1999).

1.3 Modifikationen der Zellwandproteine

Wie bereits erwiahnt sind die Proteine der Zellwand neben dem GPI-Anker, vielfach
durch N- und O-gebundene Zucker modifiziert. Sowohl die N- als auch die O-
Glykosylierung sind fiir S. cerevisiae essentiell (Huffaker und Robbins, 1982; Gentzsch
und Tanner, 1996), woraus folgt, da3 beide Modifikationen wesentliche Auswirkungen
auf die Funktionalitdt und/oder die Stabilitét sekretorischer Proteine haben.

Allgemein werden Protein-gebundenen Oligosaccharidketten verschiedenste Funktionen
zugeschrieben. So spielen sie eine wichtige Rolle wiahrend der Proteinsortierung, bei der
Stabilisierung der Konformation und der Faltung von Proteinen oder der Zell-Zell
Interaktion (Helenius, 1994; Akama et al., 2002). Gut untersucht ist auch der Einfluf3
des Kohlenhydratanteils fiir spezifische Zelladhdsionsprozesse vor allem bei héheren
Eukaryoten. An der Selektin vermittelten Leukozyten Bewegung sind u.a. komplexe N-

glykosylierte Proteine maf3geblich beteiligt (McEver et al., 1995).

1.3.1 Protein N-Glykosylierung

Bei der N-glykosidischen Bindung wird eine Kohlenhydratkette iiber eine
Asparaginseitenkette an das Protein gebunden. Bei S. cerevisiae unterscheidet man
kiirzere N-glykosidisch gebundene Zucker des core-Typs [GlcNAc,Mang.;s] von

langeren Oligosaccharidketten, deren core-Struktur um eine verzweigte outer chain aus
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50-200 Mannosen erweitert ist (Herscovics und Orlean, 1993; Lehle und Tanner, 1995).
Mehrere N-gebundene Zuckerstrukturen konnen so die Masse eines Protein um bis zu
100kDa erh6hen (Lipke und Ovalle, 1998).

Die N-Glykosylierung beginnt mit einer schrittweisen Synthese eines
GlcsMangGlecNAc;-Oligosaccharids  an  einem  Dolicholphosphat-Tragermolekiil,
welches kotranslational auf Asparaginreste naszierender Polypeptidketten iibertragen
wird. Dabei werden ausschlielich Asparagine innerhalb eines NXS/T Sequons
modifiziert, wobei ,,X* eine beliebige Aminosdure mit Ausnahme von Prolin darstellt
(Hart et al., 1979, Lehle und Bause, 1984, Gavel und von Heine, 1990). Die
Ubertragung auf das Protein wird durch die Oligosaccharyltransferase (OST)
katalysiert, einem gut untersuchten Komplex aus integralen und Membran-assoziierten
Untereinheiten (Silberstein et al., 1992; Kelleher und Gilmore, 1994; Knauer und Lehle,
1994). Weitere Modifizierungen der core-Struktur finden bereits im endoplasmatischen
Retikulum (ER) durch die Glukosidasen I und II sowie die a-1,2 Mannosidase statt,
wiéhrend die weitere Verldngerung des core-Oligosaccharids und die Synthese der outer
chain im Golgi lokalisisert ist (zusammengefaf3t in Hirschberg und Snider, 1987; Roth,
1995).

1.3.2 Protein O-Glykosylierung

Bei der Protein O-Glykosylierung, zum ersten Mal beschrieben von Sentandreu und
Northcote (1969 Carbohydr. Res), werden lineare Ketten aus bis zu fiinf
Mannosylresten auf die Hydroxylgruppe von Serin- und Threonin iibertragen. Ein
durchschnittliches, glykosyliertes Hefeprotein enthélt dabei schdtzungsweise mehr als
doppelt soviele O- wie N-gebundene Oligosaccharidketten, da ca. 12% aller Protein-
gebundenen Mannosylreste in Hefe P-eleminierbar sind (Sentandreu und Northcote,
1969). Die bereits erwidhnte hohe Zahl von Serin- und Threoninresten bei
Zellwandproteinen ist meist in Clustern angeordnet. In untersuchten Fillen hat sich
gezeigt, dall die Mehrzahl aller Serin- und Threoninreste eines Clusters tatsédchlich O-
glykosyidisch modifiziert ist (Lipke und Ovalle, 1998).

Die Synthese O-gebundener Mannosen beginnt im ER mit der Ubertragung eines
Mannosylrests von GDP-Mannose auf das Carrierlipid Dolicholphosphat. Der
Mannosylrest wird anschlieBend von diesem Zuckerdonor durch eine Familie von

Protein O-Mannosyltransferasen (PMT) auf Serin- bzw. Threoninreste einer
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naszierenden Polypeptidkette iibertragen (zusammengefal3t in Strahl-Bolsinger et al.,
1998). Im Unterschied zur N-Glykosylierung ist fiir diese Ubertragung keine spezifische
Aminosduresequenz bekannt. Die nachfolgende Addition weiterer Mannosen erfolgt im
Golgi, wobei das Zuckernukleotid GDP-Mannose direkt als Donor verwendet wird
(Sharma et al., 1974, Bause und Lehle, 1979, Haselbeck und Tanner, 1983).

Das Hefegenom kodiert fiir eine Familie von insgesamt sieben Protein O-
Mannosyltransferasen (Pmtlp-Pmt7p). Die Proteinsequenzen, welche zueinander zu 50-
80% homolog sind, besitzen ein gemeinsames, charakteristisches Hydropathieprofil, das
auf sieben Transmembranspannen schlieBen 14Bt. Bis auf Pmt7p und Pmt5p konnte fiir
alle PMTs eine direkte Beteiligung an der O-Mannosylierung nachgewiesen werden
(Gentzsch und Tanner; 1996; 1997; Girrbach et al., 2000). Mit genetischen und
biochemischen Methoden konnte ferner gezeigt werden, daB die einzelnen PMTs,
vergleichbar mit der N-Oligosaccharyltransferase, in hetero- bzw. homomeren
Komplexen in der ER-Membran vorliegen. (Girrbach et al., 2000; personliche
Mitteilung). Uber Deletionsanalysen lieB sich ferner eine Substratpezifitit der einzelnen
PMT-Komplexe fiir bestimmte Proteine nachweisen. So zeigt sich beispielsweise eine
unvollstindige Glykosylierung von Chitinase nur in pmt/ und pmt¢2-Mutanten, nicht
aber in pmt3 oder pmt4 deletierten Staimmen. In einem pmtlpm¢2-mutanten Hintergrund
fiihrt eine pmt3-Deletion hingegen zu einer weiteren Unterglykosylierung von Ctslp,
was auf das Vorhandensein kompensatorischer Mechanismen zwischen den einzelnen
PMT-Komplexen hindeutet (Gentzsch und Tanner, 1997).

Wie bereits erwdhnt besteht die Hefezellwand zu 30% aus an Proteine gebundenen
Mannoseresten, wobei davon ausgegangen werden kann, da3 auch nahezu alle Proteine
der Zellwand O-glykosyliert sind. Die Tatsache, daB manche PMT-Mehrfachdeletionen
(pmtIpmt2pmt4; pmt2pmt3pmt4) fir die Zelle letal, andere (pmt2pmt3; pmt2pmt4,
pmtlpmt2pmt4) nur durch osmotische Stabilisierung des Mediums lebensfahig sind,
konnte auf eine schwere Schiddigung der Zellwandstabilitit aufgrund einer
unvollstindigen O-Glykosylierung zahlreicher Zellwandproteine in diesen Mutanten
zuriickzufithren sein (Gentzsch und Tanner, 1996). Dabei ist sowohl eingeschriankte
Funktionalitidt als auch eine durch Degradation bedingte reduzierte Quantitit von
Zellwandproteinen als Ursache denkbar. So lassen sich zum einen viele O-glykosylierte
Proteine in einer unterglykosylierten Form aus den Zellwidnden entsprechender pmt-
Mutanten isolieren, aber auch eine Verringerung der Proteinmenge einiger

Zellwandproteine konnte festgestellt werden (Gentzsch und Tanner, 1997; Bourdineaud
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et al., 1998). Konkret konnte fiir das Membranprotein AxI2p (axial budding), welches
fiir ein axiales Knospungsmuster in S. cerevisiae benétigt wird, gezeigt werden, daf3 ein
funktionelles PMT4 nicht nur fiir die vollstindige Glykosylierung des Proteins sondern

auch fiir dessen Stabilitdt und korrekte Lokalisation bendtigt wird (Sanders et al., 1999).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die pilzliche Zellwand, insbesondere die der Béckhefe S. cerevisiae ist seit vielen
Jahren Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Auf biochemischem Weg, unter
Benutzung spezifischer Enzyme konnte eine Vielzahl von Erkenntnissen {iiber
molekulare Bestandteile und deren Architektur erlangt werden, wobei auch strukturelle
Details aufgekldart wurden. Molekularbiologische Untersuchungen anhand von
Mutanten lieferten Einsichten in die Synthesewege der Kohlenhydratpolymere, Glukan
und Chitin, sowie deren dynamische Regulation in Abhéngigkeit von inneren und
duBeren Faktoren. Ahnliches gilt fiir die Mannoproteine der Zellwand, deren Expression
ebenso vielfiltig reguliert ist. Obwohl davon auszugehen ist, da diese einen
wesentlichen Beitrag zur Biogenese der Zellwand leisten, sind genaue Funktionen
einzelner Proteine kaum bekannt. Ferner konnte von geschitzen 50-60 Zellwand-
proteinen liber die Hilfte noch nicht identifiziert werden. Unklar ist vor allem, welche
Enzyme fiir die Quervernetzung der einzelnen Zellwandbestandteile verantwortlich
sind.

In der vorliegenden Arbeit sollten zum einen neue an der Zellwandbiogenese beteiligte
Proteine identifiziert, aber auch Erkenntnisse iiber die Funktion bereits bekannter
gefunden werden. In einem genetischen Ansatz sollten iiber die Komplementation
synthetisch osmolabiler Zellwandmutanten entsprechende Genprodukte identifiziert
werden, die zur Aufrechterhaltung einer stabilen Zellwand nétig sind.

Ferner sollte iiber eine Genom-weite Expressionsanalyse aufgeklart werden, auf welche
Weise die strukturelle Integritit der Zellwand gewihrleistet wird, wenn diese durch das
Fehlen mehrerer PIR-, bzw. GPI-Proteine beeintrachtigt ist. Dabei sollten zum einen
Einblicke in einen postulierten Kompensationsmechanismus, aber auch Hinweise auf
die Funktion dieser Zellwandbestandteile gewonnen werden.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit liegt in der Bedeutung der Protein O-
Glykosylierung fiir die Stabilitidt und die korrekte Lokalisation von Zellwandproteinen.

Dazu wurden Modellproteine gewdhlt, die ausschlieBlich O-glykosyliert werden, um



Einleitung 21

einen Einflu N-gebundener Zucker auszuschlieen und fiir die in vorausgegangenen

Arbeiten bereits Hinweise auf einen potentiellen Abbau erhalten wurden.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Organismen

Hefestimme (S. cerevisiae):

Stamm Genotyp Referenz

SEY6210 MATo, ura3-53 leu2-3,112 his3-A200 trpl-A901 Iys2- |Robinson et al.,
801 suc2-A9 GAL 1988

SEY6211 MATa ura3-53 leu2-3,112 his3-A200 trpI1-A901 Iys2-801 | Robinson et al.,
suc2-N9 GAL 1988

secl8 MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 secl8 Novick et al., 1980

secl8pmtl MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 secl8pmtl::URA3 diese Arbeit

secl8pmtlpmt2 MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 secl8pmtl::URA3 | diese Arbeit
pmt2A::LEU2

secl8pmt4 MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 secl8 M. Gentzsch, 1996

sec7 MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 sec7 Novick et al., 1980

sec7pmtl MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 sec7 pmtl::URA3 diese Arbeit

sec7pmtipmt2 MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 sec7 pmtl::URA3 | diese Arbeit
pmt2A::LEU2

secl MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 secl Novick et al., 1980

seclpmt2 MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 secl pmt2A::LEU2 | diese Arbeit

seclpmtipmt2 MATa ura3-52 leu2-3,112 suc2-D9 secl pmtl::URA3 | diese Arbeit
pmit2A::LEU2

YWO333 MATa ade2-lochre his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1|D. Wolf
canl-100

YWO340 MATa ade2-lochre his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1|D. Wolf
canl-100 pep4::HIS3 prbl::hisG prcl::hisG

YWO333 pmtl MATa ade2-lochre his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1|diese Arbeit
canl-100 pmtl::URA3

YWO333 pmtipmt2 MATa ade2-lochre his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1|diese Arbeit
canl-100 pmtl::URA3 pmt2A::LEU2

YWO340 pmtli MATa ade2-lochre his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1|diese Arbeit
canl-100 pep4::HIS3 prbl::hisG prel . hisG
pmtl::URA3

YWO340 pmtipmt2 MATa ade2-lochre his3-11 leu2-3,112 trpl-1 ura3-1|diese Arbeit
canl-100  pep4::HIS3 prbl::hisG  prcl: hisG
pmtl::URA3 pmt2A::LEU2

MEY2342 MATa, ura3-53 leu2-3,112 his3-A200 trpl-A901 Iys2- | M. Ecker, 2000
801  suc2-A9 GAL ccwl2::URA3  ccwl3::TRPI
cewld: his3 tipl::KanMX cwpl::LEU2

VMY5678 MATo, ura3-53 leu2-3,112 his3-A200 trpl-A901 lys2- | Mrsa und Tanner,
801 suc2-A9 GAL ccw3-A2 ccwb-A ccw7-AS5 cewS-Al 1999

scwéd/scw10 MATo. MATa. ura3-53 leu2-3,112 his3-A200 trpl-A901 Iys2- | Cappellaro et al.,
801 suc2-A9 GAL scw4.::LEU2 scwl0::HIS3 1998

scw4/scw10 MATa MATa ura3-53 leu2-3,112 his3-A200 trp1-A901 Iys2-801 | Cappellaro et al.,
suc2-A9 GAL scw4::LEU2 scwl10::HIS3 1998

Bakterienstimme:
Stamm Genotyp Referenz
DHS5a F, X, endAl, hsdR17(ri, my), supE44, thi-1, recA, | Hannahan, 1983

gyrA96, relAl, ®80lacZAMI15
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2.1.2 Plasmide und Genbanken

2.1.2.1 Plasmide fur E. coli

Name Beschreibung Referenz

pGEM T, 3°-T overhang cloning vector for PCR products Promega

2.1.2.2 Plasmide fur S. cerevisiae

Name Beschreibung Referenz

pCS19 ori, ampR, CEN15, ARSI, URA3 Sengstag, 1987

pFA6 GFP(S65T)-kanMX6 Béhler et al.,

pRS416 ori, ampR, lacZ, CEN6, ARS4, URA3 Stratagene

pRS426 ori, ampR, lacZ, 2y, URA3 Stratagene

YCp50 ori, ampR, CEN4, ARSI, URA3 Rose eta al., 1987

pAXL2 AXL2-HA Roemer und
Bussey, 1995

pWSCl1 S. Strahl

pDis2 Konstrukt zur Disruption von PMT1 (pmtiA::URA3) in | Strahl-Bolsinger,

pUCI9 1993
pBDis Konstrukt zur Disruption von PMT2 (pmt2A::LEU2) in | Lussier et al., 1995

Bluescript SK

CB612- KREI-HA

KREI-HA in pVT102U (Vernet et al., 1987)

Roemer und
Bussey, 1995

2.1.2.3 Genbank

Partieller Sau3Al-Verdau von genomischer DNA des Stammes S288C (MAT a)
Durchschnittliche Fragmentldnge: 10kb

Genomabdeckung: 95%
Vektor: pCS19
Marker: ampR, URA3

Referenz: Sengstag et al., 1987
Vermehrung in: LB, 50mg/ml Ampicillin, 37°C

Aus der Genbank isolierte Plasmide:

Plasmid Chromosom genomischer Bereich
20/3 XII/XII XIII 871707-X11 458458
20/44 XII 46425-52930

20/82 XII 42522-52930

20/151 XTI 873430-887408
20/155 XII 45126-52930

41/61 XII 848357-873353
41/101 v ~934000-949974

55/1 X 593170-605308

55/4 XIII 871707-895053
55/12 XIII 878636-891050
55/13 XIII 868152-881474
55/15 XIIT 878487-887301
55/18 VII 1048608-1059769
55/20 XII 367123-387065

78/15 111 195291-203158
78/23 111 205034-212487
78/93 XIV 226441-238438

78/96 XIV 226822-238438
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2.1.3 Sonden fiir Northern Analysen

Gen Bereich
ACTI gesamtes Gen
CHSI 356 — 868
CHS3 188 — 780
CTS1 322 —947
FKSI -33 - 369
FKS2 2695 — 3255
GASI 1054 — 1664
KAR2 36 —563
KREI 64 — 566
KRES5 3304 — 3817
KRE6 190 — 761
PRCI 132 — 680
SCW10 192-1026
SEDI 194-956
TOS1 221-1002
UTR? 193-1012
YOR389w 249-1071
YPLO8Sw 64-951

2.1.4 Oligonukleotide

TOS1fwd GCT TGG CTC CCT TCA ACG AG
TOSIrev GCT GGT GTC ACT TGG CAT AG
SCW10fwd CAG CAG TAG TGC AGT TGC TTC
SCW10rev GCT TCG CCG TAA GTA TCA CC
SED1fwd GCA CCA ACT GAAACCTCAACAG
SEDlrev CCG TTA CTG TTG ATG ACA ACG
UTR2fwd GAT TCA TGT ATG CCT GTA CC
UTR2rev CCA TCA TGA CCT CAT CAT CG
YOR389wfwd | CCA TCG GAT ATA CAT CCT GTA G
YOR389wrev | GTC GAT ATG GAT TCG ATG CTC C
YPLO88wfwd | GGA TGT ATG TCA TAC GGG TCC
YPLO88wrev | GGC AAT CGC TTC GTC TAC TC
WSClseqA AGA GAG ATA ACC AAG AGG AG
WSClseqB GTG TGG TGG TGA AGA TGC C
WSClseqC CCA CAG GTA CAG CTG GAT C
CHS4end CAC TAT ATG CAT TGA GTG
CHS4seqA GTT GGC ACT TGA CTT TAG AC
CHS4seqB CCT ACA AAT TCT CCG TCA CCG
CHS4seqC GCT ACT CAT CCG GAG CAT TTG G
CHS4seqD GGC ACA GAT TTA TGA AAC AGG
CHS4seqE CTC TAC TGT GGA CAG TCA AAC
WSClend CGT TAC TTC CAG CTC TCC
SCW4A CTG TAG CTA CCG CTG CTG C
SCW4B CCA GTA GTC GTT GAA GGC
SCW10A GCG CAG GTT ACT GTT GTC G
SCW10B CTG AAG AGC CGC AGG AGC

GB1 CGG AAC AACTCT CAT TGC

GB2 CGT TGA CCC TGA GCA GGC
PRCIA CCT CGA CCT GGATCATCT C
PRCIB CCA GCG GCG ACA GTGTTG G

KAR2A

GGT ACC ACT CTC CGA GGT C
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KAR2B GCA TGG GTA ACC TTA GTG C
FKS1C GCT GAA ATC AAG TCT TTC
FKS1D CGA ATT TGG TTC TCC ATA AC
KREIA GCT GCG GTC ATG GCA GCT G
KREI1B GGG TCT GGC CTG GTG CCT G
CHS3A CGC AGG AGC AGA TGA ATC
CHS3B GGA ACG CGA GGA AGT ATCC
FKSIA GCA GTT ACG GCC CTC CTG G
FKS1B GCC TCT AGG GAG TGG TCG C
FKS2A CAC CCG GTA GCC TGG GAC
FKS2B GGG ACG TCT ACG ACC ATTC
KRE6A GCG CGG GAT GGA GAA TCT C
KRE6B GCT AGC CCA CTA GCA GACC
KRESA GAG TCC GGG CCA GAT GAG G
KRE5B CAC CAG CAT CTA ACTCCCG
KRE5B CAC CAG CAT CTA ACT CCCG
GASIA GGT AAG TAC TGG TCC GCT G
GAS1B CCG ACA CCA GCG GCA ATG G
CHSI1A GTC AAC AGC TAC CGT CGG
CHS1B CGG GTC TGC TAT CAT CAT G
IH3 GCC ATG GGT GAA GGT CTIT C
TH4 GGG CTC ACT CAA CAT GCT C
GD1 CAC GCA CGT GAT GAC CACG
IH1 GGG GAG AAG TAC CAG AAG C
TH2 GGA CTA GCT CTG GGC AGC

2.1.5 Medien, Puffer und Lésungen

5-FOA Platten

0,67 %
2%

2%

0,1 %
50mg/ml

Blockierungspuffer fiir Westernblots 50mM

150mM
0,1 %
4%

Calcofluor White-Platten 1%

Church-Puffer

2%
2%
2%
4pg/ml — 12pg/ml

ImM
7%

Coomassie-Farbelosung 40 %

0,1 %

Denaturierungspuffer fiir RNA-Gele 100ul

165ul
500ul
13pul

Denhardts (100x, 50ml) 5¢g

Denhardts-SSC

5g
58

6Xx
5x
0,5 %

Yeast Nitrogen Base ohne Aminoséuren

Glucose

Agar

5-FOA

Uracil

weitere Aminosduren entsprechend jeweiliger
Auxotrophiemarker

Tris/HC1 pH 7,5
NaCl

Tween 20
Milchpulver

Bacto Yeast Extrakt
Bacto Pepton
D-Glukose

Agar

Calcoflour White (Salz)

EDTA pH 8,0
SDS

Methanol
Coomassie Blue R250

MESA (10x)
Formaldehyd (37 %)
Formamid

EtBr

Ficoll
Polyvinylpyrrolidone
BSA

SSC
Denhardts (100x)
SDS
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DNA-Ladepuffer (10x)

Inkubationspuffer fiir Westernblots
K1
K2

K3 (100ml)

Kanamycin-Platten

LacZ2-Puffer

LB-Medium

Lowry 1

Lowry 2

MESA

PBS physiologisch pH 7,4 (10x, 11)

RNA-Ladepuffer

RNase A-Losung (100x)

Sammelgelpuffer

SDS-Probenpuffer (5x)

SD-medium

SSC (20x, 11)

STET-Puffer

100pg/ml

100mM
60 %

0,25 %
0,25 %

50mg/ml Ethanol.
4g/ml Ethanol

2ml
98ml

1%
2%
2%
2%
200pg/ml

0,1M
2,2mM

0,5 %

1%

1%

50 bzw. 100pg/ml

2%
0,1IM
0,01 %
0,02 %

46,5 %

0,4M
0,1IM
10mM

2,6g
22,5g
87,7¢g

10mM
50 %
0,2 %

10mg/ml

0,139M
0,11M

312,5mM
10 %

20 %

25 %

nach Bedarf

2%
0,7 %
1,25 g/l

173,3g
88,2¢

8 %
50mM
50mM

Heringssperma DNA

EDTA pH 8,0
Glycerin
Bromphenolblau
Xylen Cyanol

siehe Blockierungspuffer
Ninhydrin
Phenol

KCN
Pyridin

Bacto Yeast Extrakt
Bacto-Pepton
D-Glukose

Agar

G418

Natriumphosphatpuffer pH7,0,
Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid

Bacto Yeast Extrakt
Bacto Trypton
NaCl

Ampicillin

Na2C03
NaOH
CuSO,
K-Na-Tartrat

Folin-Reagenz

MOPS pH 7,0
NaAc
EDTA

NaHzPO4
Na,HPO4
NaCl

Natriumphosphatpuffer pH 7,0
Glycerol
Bromphenolblau

RNase A in 1Vol. 10mM NaAc pH
15min 100°C, + 0,1 Vol 1M Tris pH 7,5

Tris/HC1 pH 6,8
SDS

Tris/HC1 pH 6,8
SDS

Saccharose
B-MeSH
Bromphenolblau

D-Glukose
Yeast Nitrogen Base ohne Aminoséuren
AS Dropout

5.2,

nach Bedarf wurden Histidin (20mg/l), Leucin
(60mg/1), Lysin (30mg/l), Tryptophan (40mg/l),

Uracil (19mg/l) zugesetzt

NaCl
Natriumcitrat
mit HCI auf pH 7,0 einstellen

Saccharose
Tris/HCI pH 8,8
EDTA pH 8,0
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Strip-Puffer fiir DNA-Filter (10 1)

TBE (5x)

TE

TES

™

T™-P

Trenngelpuffer (3x)

YPD-Medium

Z-Puffer

5%

50ml
50ml

445 mM
5 mM

10 mM
ImM

10mM
10 mM
0,5%

50mM
0,3mM

50mM

0,3mM

1mM

1mM Benzamidin
0,25mM

50pg/ml

20ug/ml

1pg/ml

lpg/ml

1,126M
0,3M

1%
2%
2%

20mM
85mM
ImM

Triton X-100

IM Natriumphosphatpuffer

20% SDS

Tris/Borat pH 8,0
EDTA

Tris/HCI pH 8,0
EDTA

Tris/HCI pH 7,5
EDTA pHS,0
SDS

Tris/HC1 pH 7,5
MgClz

Tris/HC1 pH 7,5
MgClz

PMSF
Benzamidin
TLCK

TPCK

Antipain
Leupeptin
Pepstatin

Tris/HC1 pH 8,8
SDS

Bacto Yeast Extrakt
Bacto Pepton
D-Glukose

Tris/HCI, pH7,5
NaCl
MgClz

2.1.6 Enzyme, Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Applichem, Darmstadt: MES, MOPS, IPTG

Babco, Berkley (USA): Anti-HA monoklonaler Antikérper

Bachem AG, (Schweiz): Fmoc Aminosiuren
BioRad, Miinchen: TEMED, Ammoniumpersulfat

Boehringer, Mannheim: PMSF, RNase A, Restriktions- und modifizierende Enzyme

Braun, Melsungen: Glasperlen (0,45 — 0,50mm &)
Charles River GmbH, KiBlegg: Kaninchen: Weifle Neuseeldnder

Difco, Detroit (USA): Bacto Pepton, Hefeextrakt, Yeast Nitrogen Base ohne Aminoséuren

Fluka, Neu-Ulm: Octyl-f-D-glucopyranosid, Piperidin
Gibco, Eggenstein: DNA-Standard 1kb-Leiter
Kodak, Rochester (USA): Biomax MR-Filme
Machery-Nagel, Diiren: PVDF Membran, Nucleobond AX Plasmid Reinigungs-System, Nucleo-Spin

Extract 2inl System

MBI-Fermentas, St Leon: Restriktionsenzyme mit Reaktionspuffern, X-Gal

Merck, Darmstadt: D-Glukose, Glycin, alle nicht anderweitig aufgefiihrten Chemikalien

Metabion, Martinsried: Synthese von Oligonukletiden
MZ-Siulentechnik: RP18 Reversed Phase Séule
Millipore, Eschborn: HPLC-Filter Millipore

MWG-Biotech, Ebersberg: Synthese von Oligonukletiden
Pharmacia, Madison (USA): Restriktionsenzyme, T4 DNA Ligase, Klenow Fragment

Pierce, Rockford (USA): Freundsches Adjuvans, Maleinmide Activatad KLH
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Promega, Madison (USA): Miniprep DNA Purification System, Promega Wizard PCR Prep DNA
Purification System, pGEM T.,s, Vektor System

Renner, Dannstadt-Schauernheim: Sterilfilter

Roth, Karlsruhe: Acrylamid/Bisacrylamid-Losung, Glycerin, Rotiphenol (H,O, TE)

Satorius, Gottingen: Nitrozellulose Blotting Membranen, Sterilfilter

Schleicher und Schuell, Dassel: Whatman-Papier

Seikagaku Kogyo, Tokio (Japan): Zymolyse 100T

Serva, Heidelberg: BSA Fraktion V, Coomassie Blau R, Natriumdodecylsulfat (SDS), Visking
Dialyseschlauch

Sigma, Deisenhofen: Agarose, Aminosduren, Ampicillin, o-Naphtylphosphat, Anti-Kaninchen IgG
Peroxidase Konjugat, Anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat, Antipain, Bromphenolblau, Calcofluor White
M2R, Cycloheximed, DMSO, Heringssperma-DNA, HMW-Protein Molekulargewichtsstandard,
Kaliumcyanid, Lithiumacetat, PMSF, Ponceau S, Tween 20, Trifluoressigsdure, Triton X-100,
Xylencyanol

USB, Bad Homburg: Tris Base

WAK-Chemie Bad Homburg: 5-Fluorotséure

2.1.7 Internetdienste

The National Center for Biotechnology Information http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Stanford Genomic Resources http://genome-www.stanford.edu/
Proteome, Inc. http://www.proteome.com/

PSORT WWW Server http://psort.nibb.ac.jp/

ExPASy http://www.expasy.ch

Theoretical Bioinformatics Division of the DKFZ http://www.dkfz-heidelberg.de/tbi/
Heidelberg

MIPS http://www.mips.biochem.mpg.de/
Carbohydrate-Active Enzymes http://afmb.cnrs-mrs. fr/~pedro/CAZY/

2.1.8 Software

Accelrys: Omiga 2.0

Imaging Research Inc.: AIS (Analytical Imaging Station)
Packard BioScience: OptiQuant Phosphorimaging Software
TBI-Heidelberg: MChips


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://genome-www.stanford.edu/
http://www.proteome.com/
http://psort.nibb.ac.jp/
http://www.expasy.ch/
http://www.dkfz-heidelberg.de/tbi/
http://www.mips.biochem.mpg.de/
http://afmb.cnrs-mrs.fr/~pedro/CAZY/
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2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht der Organismen und Anlegen von Dauerkulturen

Die Kultivierung von E. coli Zellen erfolgte bei 37°C in LB Medium. Bei Plasmid
tragenden Stammen wurde 100pg/ml Ampicillin zugesetzt.

S. cerevisiae Zellen wurden bei 29C angezogen, mit der Ausnahme von sec- und pmt-
Mehrfachmutanten, welche bei 25°C kultiviert wurden. Fiir Staimme, die kein Plasmid
tragen, wurde YPD zur Anzucht verwendet. Plasmid tragende Hefen wurden in SD-
Medium jeweils mit den nétigen Supplementen vermehrt. Zur Kultivierung osmolabiler
Hefestimme wurde den Medien 1M Sorbit zugesetzt.

Die Zelldichte in Fliissigkulturen wurde photometrisch iiber die OD bei 578nm
bestimmt. Fiir die Bestimmung von Uberlebensraten wurde die Zelldichte mit Hilfe
einer Zdhlkammer bestimmt.

Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden frisch angezogene Fliissigkulturen
abzentrifugiert und in frischem Medium mit 15% Glycerin aufgenommen, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bei —80°C aufbewahrt.

2.2.2 Allgemeine genetische Methoden

Standardmethoden (Restriktionsverdau von Plasmid-DNA, Auftrennung der DNA iiber
Gelelektrophorese, Dephosphorylierung, Klenow- und T4-DNA-Polymerase-Reaktion,
Ligation, Transformation von E. coli) wurden wie in Sambrook et al. (1989)
beschrieben, durchgefiihrt.

Die Plasmid Priparation aus E. coli erfolgte entweder nach der STET Methode von
Holmes und Quigley (1981) oder mit dem Wizard™ Miniprep DNA Purification
System der Firma Promega. GroBere Mengen Plasmid DNA (ca. 100-500pg) wurden
mit Hilfe des Nucleobond AX Systems der Firma Machery-Nagel pripariert. E. coli
Zellen wurden nach der Methode von Chung et al. (1989) kompetent gemacht.

2.2.2.1 Elution von DNA aus Agarosegelen

Fiir praparative Gelektrophorese mit anschlieender Isolation der DNA aus dem Gel
wurde LMP-Agarose verwendet, nur bei geringen GroBenunterschieden der
aufzutrennenden DNA-Fragmenten erfolgte die Isolation aus Standard-Agarosegelen.
Zur Isolation aus dem Gel wurde standardmifBig das Nucleo-Spin Extrakt 2inl System
von Machery-Nagel verwendet.

2.2.2.2 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

Hefezellen wurden nach der Methode von Schiestl und Gietz (Schiestl und Gietz, 1989,
Gietz et al., 1992) kompetent gemacht und transformiert. Je Transformation wurden bis
zu 5ug DNA verwendet. Bei der Transformation osmolabiler Stimme wurde allen
Losungen 1M Sorbit zugesetzt. Zur Erhohung der Ausbeute bei der Transformation mit
Genbank wurde pro Ansatz 45ul DMSO vor dem Hitzeschritt zugegeben (Hill et al.,



30 Material und Methoden

1991). Bei der Transformation von sec Mutanten wurde anstelle des Hitzeschritts die
Inkubation bei 30°C entsprechend verlidngert.

2.2.2.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefe

Plasmid-DNA wurde aus ca. 10ml Medium einer UN-Kultur isoliert. Hierzu wurde die
Kultur abzentrifugiert und das Pellet in 100ul 1M Sorbit, 20mM EDTA pH 8,0, 100U
Lyticase aufgenommen. Nach einer Inkubation von 1h bei 37°C wurden 300ul 1M
Sorbit, 20mM EDTA pH 8,0 und 200ul Cell Lysis Solution (Promega Wizard™
Miniprep System) zugegeben und vorsichtig vermischt. Nach einer 5 miniitigen
Inkubation bei 65°C wurden 200u] Neutralisation Buffer (Promega Wizard™ Miniprep
System) zugegeben 15min auf Eis gekiihlt und Smin bei 10000g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein 2ml Reaktionsgefi {iberfiihrt. Im weiteren wurde nach dem
Protokoll des Promega Wizard™ Miniprep Systems verfahren. Zur Transformation in
E. coli wurden bis zu 15ul dieser Praparation eingesetzt.

2.2.2.4 Isolierung von genomischer DNA aus Hefe

Die Isolierung von genomischer DNA aus Hefe wurde nach der Methode von Hoffman
und Winston (1987) durchgefiihrt. Sml einer frisch angezogenen UN-Kultur (ca. 25-50
OD) wurde abzentrifugiert und das Pellet in 200ul 2 % Triton X-100, 1 % SDS, 100mM
NaCl, 100mM Tris/HCI pH 8,0, ImM EDTA pH 8,0 resuspendiert. Nach Zugabe von
200ul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 300ul Glasperlen wurden die
Zellen durch 4miniitiges Vortexen aufgebrochen. AnschlieBend wurden 200ul TE
zugegeben und Smin zur Phasentrennung zentrifugiert. Die wiirige Phase wurde in ein
neues Reaktionsgefdl} iiberfiihrt und die DNA durch Zugabe von 1ml Ethanol gefillt
und Ssec abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen,
nochmals zentrifugiert, getrocknet und in 100ul H,O, 100pg/ml RNase A
aufgenommen.

2.2.2.5 DNA-Sequenzanalyse

Alle Sequenzierungen von Plasmid-DNA bzw. PCR-Produkten wurden bei der Firma
Seqlab bzw. dem Sequenzierservice der NatFak IV der Universitit Regensburg
durchgefiihrt.

2.2.2.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus Hefe mit saurem Phenol

Gesamt-RNA fiir Northern Blots wurde aus ca. 10 OD einer logarithmisch wachsenden
Kultur isoliert. Die Kultur wurde abzentrifugiert und in 1ml eiskaltem H,O (DEPC-
behandelt) aufgenommen, in ein Reaktionsgefal iiberfiihrt und kurz abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 400ul TES resuspendiert, 400ul saures Phenol zugegeben und 10sec
gevortext. Nach mind. 30miniitiger Inkubation bei 65°C wurden die Zellen 5Smin auf Eis
gekiihlt und weitere Smin bei 14000rpm (4°C) zur Phasentrennung zentrifugiert. Die
wélrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl} {iberfiihrt und nochmals 400ul saures
Phenol zugegeben. Nach kurzem kiihlen auf Eis wurde erneut zur Phasentrennung
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zentrifugiert, die wéalrige Phase in ein neues Reaktionsgefal3 {iberfiihrt und mit 400ul
Chloroform extrahiert. Nach Zentrifugation wurde die wélrige Phase in ein neues
Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und die RNA durch Zugabe von 40ul 3M Natriumacetat pH
5,3 und Iml Ethanol ca. 1h bei —20°C prézipitiert. Die RNA wurde 5min bei 4°C
zentrifugiert, kurz mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und in der Speed-Vac
getrocknet. Zur RNA-Gelelektrophorese wurde das Pellet in 50ul H,O (DEPC)
aufgenommen und bei 260nm im Spektralphotometer (GeneQuant) vermessen.

2.2.2.7 Auftrennung und Nachweis von RNA

o Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

RNA wurde mit denaturierenden 1-2 % Agarosegelen aufgetrennt. Die Gele enthielten
3,9 % Formaldehyd, als Lauf und Gelpuffer wurde MESA verwendet. 5pl Gesamt-RNA
(10-30 pg) wurden zuvor 10min bei 65°C in 15ul Denaturierungspuffer inkubiert
anschlieend und mit S5ul RNA-Ladepuffer versetzt.

e Markierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des MBI-Fermentas Decalabel™ DNA
Markierungs-Systems radioaktiv markiert. Pro Markierung wurden 200ng DNA und
50uCi [a**P]dCTP verwendet. Nicht eingebaute Nukleotide wurden iiber Nuc Trap
Columns (Stratagene) von der Sonde abgetrennt.

e Northern Blot Analyse

Nach der Auftrennung wurde die RNA mittels Kappillar-Blot in 20x SSC iiber Nacht
auf NCL-Nitrozellulose iibertragen (Referenz!) und durch UV Bestrahlung fixiert
(Stratagene). Die Blots wurden bis zur Hybridisierung im getrockneten Zustand
aufbewahrt.

e Hybridisierung

Northern Blots wurden entweder mit Church-Puffer oder mit Denhardts-SSC
hybridisiert. Die Hybridisierung mit [**P] markierten Sonden erfolgte stets bei 65°C und
UN nach einer 2-3 stiindigen Vorhybridisierung ohne Sonde.

Der Blot wurde mit 2x SSC, 0,1 % SDS kurz bei RT und anschlieend 2mal fiir jeweils
10-30min mit 0,1x SSC, 0,1 % SDS bei 68°C gewaschen. Die Detektion der
hybridisierten DNA erfolgte mittels Phosphorimager und durch Auflegen eines
Rontgenfilms.

2.2.3 Methoden zur Expressions-Analyse mit DNA-Filtern

Alle Methoden in Anlehnung an Hauser et al. (1998).

2.2.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Hefe fur cDNA Synthesen

RNA zur Synthese von cDNA fiir Genome-Arrays wurde mit Hilfe des RNeasy Midi
Systems von QIAgen isoliert. Hierfiir wurde ein logarithmisch wachsende Zellkultur
zentrifugiert und das Zellpellet in 500-1000u] Medium resuspendiert und vorsichtig in
fliissigen Stickstoff getropft. Zur RNA-Priparation wurden 2-3 gefrorene Zelltropfen in
einem microDismembrator (Braun, Melsungen) bei einer Frequenz von 2600rpm 2min
mechanisch aufgeschlossen. In einem 15ml Falcon Gefdll wurden 1,9ml RTL Puffer des
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QIAgen RNeasy Midi Systems und 19ul B-Mercaptoethanol vorgelegt und die
gefrorenen Zellfragmente zugegeben. Alle weiteren Schritte wurden geméf des QIAgen
Protokolls durchgefiihrt. Die Quantitdit und Qualitit der RNA wurde durch
photometrische Messung bei 260nm bzw. auf einem Agarosegel iiberpriift.

2.2.3.2 Einzelstrang-cDNA Synthese

Fiir die cDNA Synthese wurden 20-30pug RNA in 11,5ul DEPC-H,0 aufgenommen,
500ng oligo dT;s (Gibco BRL) zugegeben, gut vermischt und 5sec zentrifugiert. Nach
einer 10 miniitigen Inkubation bei 70°C wurde die RNA kurz auf Eis gekiihlt. Die
Synthese Reaktion wurde mit dem Life Technologies SuperScript II-System
durchgefiihrt. Nach Zugabe von 6ul 5x First Strand Buffer, 3ul 0,1M DTT, 1,5ul
AGT+C Mix wurde die Reaktion kurz auf 42°C erwérmt und 5ul *°P a-dCTP (50uCi)
sowie 2ul SuperScript II reverse Transkriptase zupipettiert. Die Reaktionszeit auf 42°C
betrug 60min, wobei nach 30min 1ul SuperScript Il zugegeben wurde. Der Einbau der
radioaktiven Nukleotide wurde durch Prézipitation mit Trichloressigsidure (2.2.3.3)
tiberpriift, hierfiir wurde 1pl entnommen.

Die Template-RNA wurde mit NaOH hydrolysiert. Hierzu wurden 1ul 1 % SDS, 1ul
0,5M EDTA pH 8.0 und 3ul 3M NaOH zugegeben und zundchst 30min bei 65°C,
anschlieBend 15min bei RT inkubiert. Die Reaktion wurde mit 10ul 1M Tris/HCI pH
8.0 und 3pl 2N HCI neutralisiert.

Zur Prazipitation der cDNA wurden Sul NaOAc pH 5.3, 5ul tRNA (10mg/ml) und 60ul
Isopropanol zugegeben. Nach der 30 miniitigen Fallung bei —20°C wurde die cDNA
30min bei 14000rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefil
{iberfiihrt und die cDNA in 100ul H,O resuspendiert. Uberstand und cDNA wurden mit
einem Handzdhlrohr grob vermessen.

2.2.3.3 Prazipitation von Nucleinsauren mit TCA

1ul der reversen Transkriptase Reaktion wurde mit 7ul 0,05M EDTA pH 8,0, 7ul H,O
und Sul tRNA (10mg/ml) gut vermischt und zu gleichen Teilen auf 2 Stiicke Whatman
GF-F Filterpapier pipettiert. Nachdem beide Filter trocken waren, wurde ein Filter in
eine eiskalte Mischung aus 10 % TCA und 1 % Natriumpyrophosphat getaucht und fiir
insgesamt 15min auf Eis inkubiert, wobei die Losung zweimal gewechselt wurde. Unter
diesen Bedingungen werden nur RNA und DNA-Molekiile groBer als 50b an der
Oberfliche des Filters prézipitiert. Der 2. Filter diente als Kontrolle der
Gesamtradioaktivitidt. Beide Filter wurden anschlieBend mit Ethanol 2min bei RT
gewaschen und nach dem Trocknen in 3ml Szintillationscocktail {iberfiihrt und gezéhlt.
Der Einbau der Radioaktivitét in Prozent ergibt sich aus dem Verhéltnis von TCA-Filter
zu Kontrollfilter.

2.2.3.4 Alkaline Gelektrophorese

Zur Uberpriifung der Qualitit radioaktiver Gesamt-cDNA Priparationen wurden
alkaline Agarosegele verwendet. Hierzu wurde 0,7g Agarose in 50ml H,O gelost und
anschlieend auf ca. 60°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 250ul 10N NaOH und 100ul
0,5M EDTA wurde das Gel fiir wenigstens 30min in Laufpuffer (50mM NaOH, ImM
EDTA) equilibriert. Je 10ul aufzutrennende Probe wurde mit 2ul DNA-Alkali-
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Ladepuffer versetzt. Der DNA-Standard wurde mit ausreichendem Abstand von den
radioaktiven Proben aufgetragen. Der Gellauf wurde bei 4°C bei 45V ca. 5h
durchgefiihrt. Vor der Geltrocknung wurde die Standardspur abgetrennt, fiir mindestens
30min in 1M Tris pH7,5, 1M NaCl neutralisiert und abschliefend mit EtBr-Losung
gefarbt. Das Gel wurde entweder fiir mehrere Stunden zwischen Whatman-Papier
Stapeln oder auf einem Geltrockner bei 50°C unter Vakuum getrocknet. Der Nachweis
der cDNA erfolgte iiber Autoradiographie.

2.2.3.5 Hpybridisierung und Regeneration von DNA-Filtern

Vor jeder Hybridisierung mit [*’P] markierter ¢cDNA wurden die Nylon-Filter
zusammen mit Gaze gleicher GroBe Luftblasen-frei  gerollt wund in
Hybridisierungsrohren fiir 2-3h bei 65°C mit 20ml Church-Puffer vorhybridisiert. Die
cDNA wurde vor der Zugabe mit 10pl 3M NaOH oder durch Erhitzen (5min, 100°C)
denaturiert. Die Hybridisierung erfolgte in Sml vorgewarmten Church-Puffer bei 65°C
fiir ca. 20h.

Die Filter wurden mit 40mM Natriumphosphatpuffer pH 7,2, 0,1 % SDS zunichst kurz
bei RT und anschlieend fiir 30min bei 65°C gewaschen.

Zur Detektion wurden die Filter in feuchtem Zustand in Zellophan eingeschlagen und
eventuelle Luftblasen vorsichtig entfernt. Die Expositionsdauer der Phosphorimager-
Screens betrug ca. 60h.

Zur Regeneration wurde pro Filter mind. 300ml Strip-Puffer aufgekocht und die Filter
zundchst 2mal mit je 100ml heiBem Strip-Puffer kurz geschwenkt und anschlieBend mit
dem restlichen Puffer so lange inkubiert bis dieser auf RT abgekiihlt war. Abschlielend
wurden die Filter auf Whatman Papier getrocknet und bis zu ihrer nichsten
Verwendung in Church-Puffer bei 37°C gelagert.

2.2.4 Allgemeine proteinbiochemische Methoden
2.2.4.1 Proteinbestimmung

Proteinbestimmungen wurden mit der Methode nach Lowry et al. (1951) durchgefiihrt.
Die Probe wurde auf 100ul Volumen gebracht und nach der Zugabe von 1ml Lowry 1
fiir 10min bei RT inkubiert. Es wurden 100ul Lowry 2 zugegeben und die Mischung
weitere 30min bei RT inkubiert. Zur Eichung des Tests wurden Messungen mit BSA-
Mengen von 1 bis 15pg durchgefiihrt. Die Proteinkonzentration wurde photometrisch
bei 740nm bestimmt.

2.2.4.2 Auftrennung und Nachweis von Proteinen

o  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte iiber 7 — 15 % SDS-Polyacrylamidgele
(Laemmli, 1970), wobei die aufzutrennenden Proben je nach Volumen mit 2 — 5x SDS-
Probenpuffer versetzt wurden. Die Elektrophorese wurde bei 25mA pro Gel bis zum
Auslaufen der blauen Farbstoffbande durchgefiihrt.
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e Anfirben von Proteinbanden

Auf SDS-Gelen aufgetrennte Proteinbanden wurden mit Coomassie Blue Ldsung
angefarbt. Als Entfarber wurde 10 % Isopropanol, 10 % Essigsdure verwendet.

Farbung von SDS-Gelen mit Silbernitrat wurde nach der Vorschrift von Heukeshoven
und Derrick (1988) durchgefiihrt.

o  Western Blot Analyse

Zum Immunnachweis wurden Proteine nach der Auftrennung iiber SDS-PAGE
elektrophoretisch 1,5 — 2h bei 150mA auf Nitrozellulosemembranen {iberfiihrt (Dunn,
1986) und anschlieend reversibel mit Ponceau S (Sigma) gefarbt. Zur Abséttigung der
Membran wurde diese mindestens 30min in Blockierungspuffer inkubiert. Anschlie8end
wurde im gleichen Puffer der primére Antikorper entsprechend verdiinnt (sieche Tabelle)
und der Blot soweit nicht anders angegeben 1h bei RT oder UN bei 4°C inkubiert. Die
sekundéren, Peroxidase gekoppelten Antikorper wurden den Herstellerangaben gemif
verwendet. Die Detektion des gebundenen Peroxidase Konjugats erfolgte mit Hilfe des
ECL Western Blot Detektions Systems (Amersham) nach Vorschrift des Herstellers.

Verwendet wurden folgende Antikorper in angegebener Verdiinnung:

Antikorper gegen Verdiinnung Bezugsquelle
Aga2p 1000 C. Cappellaro
Ctslp 1000 — 2500 T. Immervoll
Gaslp 2500 L. Popolo
HA-Epitop 5000 BabCo
Hsp150p 5000 M. Makarow

2.2.4.3 Praparation von Zellwdnden und Membranen fir SDS-PAGE

20-50 OD Hefezellen ein logarithmisch wachsenden Kultur wurden geerntet, einmal mit
TM-Puffer gewaschen und in 100 — 300ul TM-P aufgenommen. Der Glasperlen-
aufschluB wurde in 4x Imin Intervallen durchgefiihrt. Dazwischen wurde die
Zellsuspension fiir jeweils 30sec auf Eis gekiihlt.

Die Suspension wurde von den Glasperlen durch Zentrifugation getrennt und die
Zellwinde 20sec bei 14000rpm pelletiert. Der Uberstand wurde durch eine weitere
Zentrifugation fiir mind. 30min bei 20000g und 4°C (SS34-Rotor) in eine cytosolische
Fraktion und ein Gesamtmembranpellet getrennt.

2.2.4.4 Praparation von Zellwanden zur Zellwandanalyse

50 OD Hefezellen einer Kultur in logarithmischer oder stationdrer Wachstumsphase
wurden geerntet und das Gewicht des Zellpellets bestimmt. Nach 3 maligen Waschen
mit 10mM Tris/HCI pH 7,5, ImM PMSF, 10mM Natriumazid wurden die Zellen im
gleichen Puffer aufgeschlossen und die Zellwidnde bei 1000g abzentrifugiert. Das Pellet
wurde erneut gewogen, Smal mit 1M NaCl, ImM PMSF und Imal mit H,O gewaschen
und anschlieBend lyophyllisiert. Die getrockneten Winde wurden in 4N
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Trifluoressigsdure bei 100°C 4h hydrolysiert und nach kurzem Abkiihlen auf Eis 5min
zentrifugiert um eventuelle Zellwandreste aus dem Hydrolysat zu entfernen. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und im Wasserbad bei 37°C-
45°C mit Stickstoff zur Trockne abgeblasen. Nach einer Zugabe von 500ul Methanol
wurde erneut abgeblasen, der Riickstand in 300ul Millipore-Wasser aufgenommen und
bei 5000g fiir Smin iiber einen Millipore Ultrafree-MC Filter (Porengrofe 0,2pum)
zentrifugiert.

Die Analyse wurde mit 10ul einer 1:20 Verdiinnung durchgefiihrt, wobei die
Auftrennung iiber eine CarboPacPA1-Saule in 160mM NaOH erfolgte.

2.2.4.5 HF-Spaltung glykosylierter Proteine

Um die GroBe der Polypeptidkette glykosylierter Proteine iiber SDS-PAGE zu
bestimmen zu konnen mufiten N- und O-gebundene Zuckerketten chemisch mit HF
abgespalten werden. Der zu spaltende Proteinextrakt wurde hierfiir am Tag vor der
Durchfiihrung in einem Reaktionsgefdll lyophyllisiert und anschlieBend im Exikator
tiber Phosphorpentoxid gehalten. Gasformiges HF wurde zunichst in fliissigen
Stickstoff eingeleitet und gefroren, anschliefend durch vorsichtiges erwdrmen wieder
verfliissigt. Das Pellet wurde in 300ul HF aufgenommen, bis zur vollstandigen Losung
gevortext und die Reaktionsgefdlle zwischen 2 Metallplatten so verschraubt, dal3 kein
HF austreten konnte. Nach einer Reaktionszeit von 3h auf Eis, wurde das HF mit
Stickstoff abgeblasen und das entstandene Pellet im Speed Vac Konzentrator
vollstindig getrocknet.

Zur Gelelektrophorese wurde das Pellet in 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und mit
gesittigter Tris-Base Losung neutralisiert.

2.2.5 Extraktion von Zellwandproteinen
2.2.5.1 Aga2p

Die Isolierung der a-Agglutinin UE Aga2p erfolgte nach Watzele er al. (1988).
Hefezellen einer logarithmisch wachsenden Kultur des Paarungstyps MATa wurden
geerntet und mit frischem YPD-Medium auf eine Konzentration von 1 OD/ml
eingestellt. 2ml der Kultur wurde in einem neuen Reaktionsgefa3 mit 20pg a-Faktor fiir
2h bei 29°C induziert. Die Zellen wurden anschlieBend geerntet, mit 1ml TM-Puffer
gewaschen und in 30pul 50mM Tris/HCI pH 8,5, 2mM DTT fiir 1h bei 4°C geschiittelt.
Nach Abzentrifugation der Zellen wurde der Uberstand mit 5x SDS-Probenpuffer
versetzt und tiber ein 15 %iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.

2.2.5.2 Cts1p

Chitinase (Ctslp) wurde mit Chitin aus dem Kulturmedium nach der Vorschrift von
Kuranda und Robbins (1991) oder direkt in der Zellwand nachgewiesen. Hierzu wurden
praparierte Zellwdnde von 10-50 OD Hefezellen in 1x SDS-Probenpuffer
aufgenommen, 5Smin bei 95°C inkubiert und Smin bei 14000rpm zentrifugiert.
Vom Uberstand wurde ein Aquivalent von 0,5-2 OD auf einem 8 %igen SDS
Polyacrylamidgel aufgetrennt. In Sekretionsmutanten wurde Ctslp auch aus der
cytosolischen Fraktion nachgewiesen.
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2.2.5.3 Pir2p (Hsp150)

Zur Isolierung von Pir2p aus dem Kulturmedium wurden Hefezellen -einer
logarithmischen Kultur geerntet und in frischem YPD-Medium zu einer OD von 100
resuspendiert. 100 - 200ul wurden in ein 2ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt und 60 — 90min
bei 37°C geschiittelt. Die Hefen wurden anschlieBend kurz abzentrifugiert und 10-20ul
des Medieniiberstands nach Inkubation mit 5x SDS-Probenpuffer (95°C, 5Smin) iiber
SDS-PAGE aufgetrennt.

Zum intrazelluliren Nachweis von Pir2p in Sekretionsmutanten wurden 20-50 OD
Zellen nach der Inkubation bei 37°C aufgeschlossen und die cytosolische Fraktion iiber
SDS-PAGE aufgetrennt.

2.2.54 Krelp

Mit dem Plasmid CB612-KREI-HA (Roemer und Bussey, 1995) transformierte
Hefezellen wurden in SD-Medium zu einer Zelldichte von 0,5-1 OD angezogen,
geerntet und aufgeschlossen (2.2.4.3). Priparierte Gesamtmembranen und Zellwinde
wurden direkt in 1x SDS-Probenpuffer aufgenommen und 5Smin auf 95°C erhitzt.
AnschlieBend wurde 5min bei 14000rpm zentrifugiert und vom Uberstand eine 0,5 — 1
OD entsprechende Menge auf 8-10 %igen SDS-Gelen aufgetrennt.

2.2.6 Test auf Zellwandstabilitéat

Die Stabilitét der Zellwand von S. cerevisiae Stimmen wurde mit Hilfe von Plattentests
indirekt bestimmt. 1-2x10 Zellen einer logarithmisch wachsenden Kultur wurden in
100ul 1M Sorbit aufgenommen und eine 1:10 Verdiinnungsreihe hergestellt. Von 5
bzw. 6 Ansdtzen wurden 5Sul auf Test bzw. Kontrollplatten getropft. Zur
Quantifizierung der Osmolabilitit wurden YPDS und YPD-Platten verwendet.
Sensitivitdt gegeniiber Zellwand destabilisierenden Substanzen wurde mittels
Calcofluor White-Platten getestet.

2.2.7 Agglutinationstest

Um die Agglutinationsfihigkeit von S. cerevisiae Stimmen zu testen, wurden 2x 10’
Zellen einer logarithmisch wachsenden Kultur mit der entsprechenden Zellmenge des
entgegengesetzten Paarungstyps in 50ul YPD und 150ul 0,1M Natriumphosphatpuffer
(pH 6.3) in einer Mikrotiterplatte vermischt. Die Ansédtze wurden fiir 60-90min auf
einem Horizontalschiittler geschwenkt dabei die Bildung von Agglutinaten tiberpriift.

2.2.8 Komplementation von OSS-Mutanten

Zur Komplementation osmolabiler Mutanten wurden 10 Transformationsansétze zu je 5
OD Zellen mit je 1pug Genbank transformiert. Die Transformationen wurden wie in
2.2.2.2 beschrieben durchgefiihrt. Nach 2-3 Tagen wurden die Klone auf je 2 Calcofluor
White-Platten (10ug/ml) replikaplattiert und bei 29°C inkubiert. Komplementierende
Klone wurden nach 2-3 Tagen gepickt und auf SD-ura Platten ausgestrichen. Durch
Ausstreichen auf Calcofluor White-Platten (10pg/ml) wurden diese Transformanten
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erneut auf Zellwandstabilitit getestet und aus allen positiven die Plasmide isoliert. So
isolierte Plasmide wurden in die jeweilige OSS-Mutante retransformiert und erneut auf
Komplementation des  osmolabilen = Phédnotyps  iiberpriift.  Die  Inserts
komplementierender Plasmide wurden mit den Primern (GB1, GB2) ansequenziert.

2.2.9 Synthese und Reinigung von Peptiden

Alle Losungsmittel und Reagenzien fiir die Peptidsynthesen wurden vor der
Verwendung iiber ein Molekularsieb getrocknet und iiber Whatman GF/C Filter filtriert.
Die Fritte des Reaktionsgefidles wurde vor jeder Synthese vom Glasbldser durch
Ausglithen gereinigt, anschlieBend wurde das GefaB silikonisiert und getrocknet.

Alle Syntheseschritte wurden im halbautomatischen Peptidsyntheziser durchgefiihrt.
Entfernung von Schutzgruppen und das Abspalten vom Triagerpolymer erfolgte
manuell.

2.2.9.1 Synthese unmodifizierter Peptide

Fiir die Standardsynthese wurde 0,2mmol eines Polystyren gekoppelten Fmoc-Cysteins
als erste Aminosdure verwendet. Dieses wurde zundchst im Reaktionsgefdl in DMF
gequollen und nach 20min abgesaugt. Die Vollstindigkeit jeder Reaktion wurde mit
dem Kaisertest (2.1.1.3) bestimmt, hierfiir wurde nach der Schutzgruppenabspaltung
und am Ende des Programms jeweils ca. Smg des Harzes entnommen. Bei positivem
Ergebnis wurde mit der Synthese der ndchsten Aminosédure fortgefahren.

Programmablauf fiir die Kopplung einer Aminosdure:

- Waschen mit DMF, 2x 1min

- Schutzgruppen abspalten in 20% Piperidin/DMF, 2x Smin

- Waschen mit DMF (Ventil2), 2x Imin

- Waschen mit DMF (Ventil3), 2x 1min

- Zugabe von 0,6mmol Fmoc-Aminosdure und 0,9mmol HOBT, gelost in 5ml
DMF/MeCl,, anschieflend 2min schiitteln.

- Zugabe von 0,66mmol 1M DCC.

- 90min Schiitteln

- Waschen mit DMF (Ventil2), 1min

- Waschen mit Isopropanol, 1min

- Waschen mit DMF (Ventil3), Imin

- Waschen mit Isopropanol, 1min

Abspaltung vom Harz und Fillung des Peptids

Vor der Abspaltung vom Harz wurden zuvor die Schutzgruppen der letzten gekoppelten
Aminosdure im Syntheziser mit 20% Piperidin/DMF entfernt. AnschlieBend wurde das
Harz in einen Erlenmeyerkolben iiberfiihrt, 9ml TFA, 0,5ml Ethanedithiol und 0,5ml
H,0O zugegeben und fiir 2h unter dem Abzug geschiittelt. Das Harz wurde iiber einen
Rundfilter abgesaugt und jeweils 2mal mit 20% TFA/MeCl, und MeCl, gewaschen.
Das Filtrat wurde in eine Rundkolben (NS21) iiberfiihrt und 40ml Et,O zugegeben. Das
Peptid wurde UN bei —20°C gefillt, iiber einen 20mm Hirschtrichter abgesaugt und mit
Et;,0O gewaschen. Der Niederschlag wurde zusammen mit dem Filter fiir 2 Tage im
Exikator getrocknet.
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2.2.9.2 Synthese mannosylierter Peptide

Fiir die Synthese eines Peptids mit mannosylierter Aminosidure wurde 0,12mmol eines
SASRIN gekoppelten Fmoc-Cysteins verwendet. Die Kopplungsreaktion der
modifizierten Aminosiure wurde aufgrund des geringen Volumens der Edukte manuell
in einem silikonisierten Pyrexrohrchen durchgefiihrt. Die Abspaltung der Fmoc
Schutzgruppe des Cysteins sowie die Waschschritte vor und nach der Kopplung wurden
wie in 2.2.6.1 beschrieben im Peptidsyntheziser durchgefiihrt.

Die Stabilitdit der Mannose am Serin wiirde durch die Verwendung von TFA
beeintrachtigt werden, daher wurden fiir die Abspaltung vom Harz und die Fillung des
Peptids andere Bedingungen gewahlt.

Hydrazinolyse

Mit einem Gemisch aus Hydrazin und DMA wurde neben der Deacetylierung der
Mannose und der Entfernung der terminalen Fmoc-Schutzgruppe auch das Peptid vom
Harz abgespalten. Hierzu wurde das Harz noch im Peptidsyntheziser Smal mit DMA
gewaschen und zum Uberfilhren in einen Erlenmeyerkolben trocken gesaugt.
Zusammen mit 16ml/g DMA wurden 4ml/g Hydrazinhydrat zugegeben und der Kolben
6h bei RT geschwenkt. AnschlieBend wurde das Harz iiber einen Filter (G2/G3)
abgesaugt und 2mal mit DMA gewaschen. Im Rotationsverdampfer wurde das wihrend
der Reaktion entstandene Hydrazin zusammen mit dem DMA aus dem Filtrat
abgezogen und das Peptid-Hydrazid mit H,O ausgefallt.

Jodolyse

Die Tritylschutzgruppe am S-Atom des Cysteins kann schonend, oxidativ mit Jod
entfernt werden ohne die Stabilitit der Mannose am Serin zu beeintrichtigen. Hierzu
wurde das getrocknete Peptid-Hydrazid zusammen mit dquimolaren Mengen Jod in
Methanol geldst. Die Losung wurde im Eiswasserbad durch tropfenweises Zugabe von
IM Natriumthiosulfat entfarbt und anschlieBend das Peptid durch Zugabe von 50ml
H,O prizipitiert. Der Niederschlag wurde gefiltert, getrocknet und anschlieBend 3mal
mit 10ml Petrolether extrahiert.

2.2.9.3 Kaisertest

Die wihrend der Synthese entnommenen Aliquots des Harzes wurden in ein diinnes
Reagenzglas tiberfiihrt und mit jeweils 100ul Losungen K1, K2 und K3 versetzt. Nach
Smin unter gelegentlichem Schiitteln bei 95°C im Heizblock sind noch freie reaktive
Aminosduren an einer Blaufirbung von Harz und Ldsung zu erkennen. Bei
vollsténdiger Reaktion verbleibt das Harz weil3 und die Losung gelblich.

2.2.9.4 Reinigung von Peptiden tber HPLC

Peptide wurden iiber analytische und préparative Reversed Phase Sdulen (RP-18; MZ-
Analysentechnik) iiber HPLC (LKB) gereinigt. Die Sdulen wurden in 0,1 % TFA
equilibriert und 0,5mg (analytisch) — 50mg (préparativ) Peptid aufgetragen. Die Elution
erfolgte iliber Acetonitrilgradienten bis zu 70 % mit einer FluBrate von Iml/min.
Detektiert wurde mittels Absorptionsmessung bei 220nm.
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2.2.10 Kopplung eines Haptens an ein Trager-Protein

Haptene, welche eine bestimmte MolekiilgroBe bzw. Struktur unterschreiten werden
vom Immunsystem schlecht oder gar nicht erkannt, daher mufite das mannosylierte
Peptid, um es fiir eine Immunisierung beniitzen zu konnen, zundchst an ein
Triagermolekiil gekoppelt werden. Hierfiir wurde Maleimid aktiviertes KLH (Pierce)
eingesetzt. Es besitzt ein besonders hohes Molekulargewicht (ca. SMio Da) und enthélt
pro Milligramm ca. 0,35umol reaktiver Gruppen. Es wurden 2mg KLH in 200ul H,O
gelost und zusammen mit einer equimolaren Menge des Peptids, welches vorher in
500ul PBS aufgenommen wurde, vermischt. Sowohl KLH, als auch das Peptid liel3 sich
in H,O bzw. PBS-Puffer nur schlecht in Losung bringen, daher wurde DMSO in
geringen Mengen bis zur vollstindigen Losung zugegeben. Vor und nach der
2stiindigen Reaktion bei RT wurden jeweils 20pl fiir den Ellman-Essay entnommen, mit
welchem die Vollstindigkeit der Reaktion iiberpriift wurde. Nach positivem
Testergebnis wurde das Konjugat UN bei 4°C gegen insgesamt 51 1x PBS dialysiert,
wobei der Puffer nach 2h einmal gewechselt wurde.

Nach der Dialyse wurde das Konjugat sofort zur Immunisierung eingesetzt.

2.2.11 Gewinnung polyklonaler Antikérper

An KLH gekoppelte Peptide wurden zur Gewinnung polyklonaler Antisera 1:1
(Vol/Vol) mit inkomplettem Freundschem Adjuvans zu einer homogenen Emulsion
vermischt und in Kaninchen injiziert. Insgesamt wurden 3 Tiere immunisiert, wobei
nach jeweils 2 und 5 Wochen 2 weitere Injektion folgten. Jeweils eine Woche nach dem
zweiten und dritten Boost wurden den Kaninchen je 5-10ml Blut enthommen, um den
Immuntiter des Serums zu bestimmen. Hierzu wurde das Blut in einem 50ml Falcon fiir
30min bei 4°C gekiihlt und anschlieBend der Blutkuchen vorsichtig mit einer
zugeschmolzenen Pasteurpipette vom Rand abgeldst. Nachdem sich UN bei 4°C der
Blutkuchen vom Serum abgesetzt hatte, wurde dieses vorsichtig in ein neues 12ml
Falcon {iberfiihrt und 5min bei 8000rpm im HB4-Rotor zentrifugiert. Der Uberstand
wurde aliquotiert bei —80°C aufbewabhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Stabilitat und Lokalisation von Zellwandproteinen in pmt-
Mutanten

Von M. Gentzsch (1996) konnten in pmt-Mutanten (protein mannosyl transferase) erste
Hinweise fiir eine mogliche Rolle der Protein O-Glykosylierung fiir die Stabilitdt so
modifizierter Proteine erhalten werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte
versucht werden die Ursache fiir die reduzierten Mengen verschiedener
unterglykosylierter Proteine in pmt-Mutanten zu finden. Insbesondere sollte dabei eine
mogliche Degradation beriicksichtigt werden. Hierzu wurden die sekretorischen
Modellproteine Ctslp, Aga2p und Pir2p gewdhlt, da diese ausschlieBlich O-gebundene
Zucker tragen und so eine Beteiligung der N-Glykosylierung ausgeschlossen werden

kann.

3.1.1 Charakterisierung von Cts1p

Die Endochitinase Ctslp hydrolysiert aus f1-4 N-Acetylglucosaminketten bestehendes
Chitin und wurde bereits 1982 von Correa et al. beschrieben. Chitin ist trotz seiner
geringen Menge (1-2%) ein wesentliches strukturelles Element der Zellwand. Es ist
nicht gleichmifBig, sondern vor allem im Bereich der Knospungsnarbe sowie im Septum
lokalisiert. Da es sich bei Ctslp um das einzige Chitin-hydrolysierende Enzym in S.
cerevisiae handelt, kommt diesem Protein eine besondere Bedeutung zu. So hat die
Deletion von CTS! zwar weder Auswirkungen auf die Lebensfihigkeit noch auf den
Chitingehalt der Zellen, jedoch zeigt die Mutante, aufgrund einer fehlenden Hydrolyse
des primédren Septums, eine deutliche Beeintrachtigung der Trennung von Mutter- und
Tochterzelle (Kuranda und Robbins, 1991). Ctslp wird zu einem groBlen Teil ins
Medium sezerniert. Ein Teil jedoch ist iiber eine nicht kovalente Bindung an Chitin in
der Zellwand verankert. Daher 146t sich Ctslp mit SDS aus préparierten Zellwéinden,
oder auch mit Chitin aus dem Kulturmedium isolieren (Kuranda und Robbins, 1991)
und weist dabei ein apparentes Molekulargewicht von etwa 120kDa auf. Die Grofie der
Polypeptidkette betrdgt jedoch nur ca. 60kDa. Da die einzige vorhandene potentielle N-
Glykosylierungsstelle von Ctslp in vivo nicht genutzt wird, ist dieser Unterschied
ausschlieBlich auf O-glykosidisch gebundene Zuckerketten zuriickzufiihren (Kuranda

und Robbins, 1991). Dieses konnte in den Protein O-Mannosylierungsmutanten pmt/
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und pmt2 iiber eine sichtbare Unterglykosylierung gezeigt werden. Neben diesen
qualitativen GroBenunterschieden trat in einer pmt¢l/pmt2-Doppelmutante auch eine

quantitative Verringerung der in das Kulturmedium sezernierten Proteinmenge auf (M.

Gentzsch, 1996; Abb. 3-1A).

3.1.1.1 Vergleich der Cts1p-Menge in Zellwand und Kulturmedium

Ausgehend von dieser Beobachtung wurde im folgenden die absolute Menge
sezernierter Chitinase Ctslp in der pmt/pmt2-Mutante und im WT (SEY6210)
verglichen. Dabei sollte auch die Frage gekliart werden, ob die Reduktion im Medium
der Mutante nur auf eine Verschiebung zur Zellwand-gebundenen Form zuriickzufiihren
war.

Dazu wurden Verdiinnungsreihen von Medien- und Zellwandextrakten am Westernblot
verglichen. Wahrend im pmtIpmt2-Medium deutlich weniger Ctslp vorhanden war
(Abb. 3-1, A) entsprach die Menge in der Zellwand der des Wildtpys (Abb. 3-1, B), es
fand also keine Anreicherung des Proteins in der Zellwand statt. Ebenfalls aufféllig war
das durch die Unterglykosylierung hervorgerufene heterogene Laufverhalten von Ctslp
in der pmtlpmt2-Mutante. Aus diesem Grund wurde auf eine Quantifizierung der
Banden verzichtet.

Ferner war die Abnahme im Medium ausschlieflich abhidngig von den
Mannosyltransferasen Pmtlp und Pmt2p. In anderen pmt-Mutanten, die zugleich einen
geringeren FEinflul auf die Glykosylierung von Ctslp haben, ldt sich keine

Verdnderung der Chitinasemenge im Medium feststellen (nicht gezeigt).
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Abb. 3-1: Nachweis von Cts1p im Kulturmedium (A) und in der Zellwand (B)
Cts1p wurde aus dem Medium iiber Chitin bzw. aus praparierten Zellwénden mit SDS extrahiert.

Zur Verdeutlichung quantitativer Unterschiede wurden jeweils Verdiinnungsreihen von 1-0,1
OD aufgetragen.
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3.1.1.2 CTS1-Expression

Eine mogliche Ursache fiir die Beobachtungen in der pmtIpmt2-Mutante ist neben einer
Degradation des Proteins eine reduzierte Expression von C7S/. Aufgrund der Funktion
bei der Trennung von Mutter- und Tochterzelle wird C7S! besonders stark Zellzyklus-
abhingig reguliert. Da die Generationszeit der pmt¢/pm¢2-Mutante im Vergleich zum
WT mit 260min fast verdreifacht ist, wurde eine Expressionsanalyse liber Northern Blot
vorgenommen.

In Abbildung 3-2 ist ein Nachweis der CTS/-mRNA im WT und der pm¢Ipm¢2-Mutante
gezeigt. Im Vergleich zum WT war der relative C7S/-mRNA Level sogar leicht erhoht
(Faktor 1,28), womit gezeigt werden konnte, da3 die Reduktion der Cts1p-Menge in der

pmtlpmt2-Mutante posttranskriptional stattfinden muf.

Abb. 3-2: CTS1 Expression in WT und pmt1 pmt2-Mutante

(C\Q/ Fiir den Northern-Blot wurde Gesamt-RNA

N unsynchronisierter, logarithmisch wachsender Kulturen

é\ ((’\\ verwendet. Als Sonde diente ein ca. 600kb groBes PCR-

< Produkt. Die Zahlenwerte geben die relativen CTS/-mRNA

Level (Phosphorimager) an, normalisiert gegen Aktin und

CTS1 &% bezogen auf den WT.

ACT1 B | W%
1,0 1,28

3.1.1.3 Intrazellulare Cts1p Konzentration

Eine weitere Ursache fiir die verringerte Cts1p-Menge im Kulturmedium der pmtIpmt2-
Mutante konnte auch in einem generellen Sektretionsdefekt begriindet sein. Dabei
wiirde sich das Protein intrazelluldr in sektretorischen Kompartimenten und Vesikeln
anhdufen.

Um diese Frage zu untersuchen wurde Ctslp iiber Westernblot in aufgeschlossenen
WT- bzw. pmtipmt2-Zellen nachgewiesen, wobei zuvor Zellwdnde und Membranen
entfernt wurden.

Allerdings konnte in der PMT-Mutante Ctslp nicht detektiert werden, wéhrend es im
WT in vollstindig glykosylierter Form (116kDa) vorhanden war (Abb. 3-3). Dieses
Ergebnis liel auf eine Degradation des Proteins bereits wéhrend der Sekretion

schlielen, konnte jedoch auch in einer beschleunigten Sekretion begriindet sein.
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Abb. 3-3: Chitinase vor der Sekretion ins

Peri WT pmt1 pmt2
eriplasma

Der Westernblot zeigt aufgetrennte Zellaufschlug- | kDa ! 1 2 5 y 1 2 5 ' oD
liberstinde, wobei zuvor Zellwinde und | 205 == y v

Membranen entfernt wurden. Verschiedene OD- kil u$ H '4
Mengen wurden aufgetragen, um evtl. quantitative 116 = e S L ey s

Unterschiede zu verdeutlichen.

Zur Ladungskontrolle wurde der Blot erneut mit o7 =
Prcl (Carboxypeptidase Y) Antiserum dekoriert
und entwickelt. 66 =
Preip e s ss— - — — T

3.1.1.4 Einfluly vakuolarer Proteasen auf die Cts1p Stabilitat

Holkeri und Makarow (1998) konnten zeigen, da3 falsch gefaltete Proteine auch iiber
die Vakuole abgebaut werden. Als Sortierungssignal fungiert dabei die Bindung des
Proteins an den Vpsl10p-Rezeptor im Golgi. Daher sollte zunédchst untersucht werden,
ob die Reduktion von Ctslp durch einen Abbau durch vakuoldre Proteasen begriindet
ist. Hierzu wurde PMTI zusammen mit PMT72 in YWO340, einem Proteinase A
(PEP4), Protease B (PRBI) und Carboxypeptidase Y (PRCI) defizienten Stamm,
disruptiert. Die Deletionen wurden auch in YWO333, dem korrespondierenden WT
durchgefiihrt (HAYwo120), um stammspezifische Unterschiede zu vermeiden. Hierzu
wurden die Disruptionsplasmide pDis2 (Strahl-Bolsinger, 1993) fiir PMT1 und pBDis
(Lussier et al., 1995) fiir PMT2 verwendet. In einem Westernblot wurde anschlieSend
Ctslp im Kulturmedium und in der Zellwand von YWO333 und YWO340 jeweils mit
und ohne funktionelles PMT1 und PMT?2 detektiert.

Abb. 3-4: Einflul vakuolirer

Proteasen: A Medium B Zellwand
Gezeigt sind Chitinase WT pmt1 pmt2 WT pmt1 pmt2
Westernblots von Medien (A) und kDa o2 1.2 3 12 1 ?q 2
Zellwand-extrakten (B) aus 205 ' *l 1 L»-d \

YWO333 (1) und YWO340 (2), y
Jewel!s mit und ohne pmtipmt2- 116 — DO . G
Deletion. 97 = .- e
Zum Vergleich ist zusétzlich eine

auf SEY6210 basierende 66 =

pmtlpmt2-Mutante (3) aufgetragen.
Aufgetrennt wurden Ctslp-
Priparationen sowie SDS-Extrakte |Proteasen + -  + - + + - + - +
von umgerechnet 1 OD Zellen.

‘..,
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Wie in Abbildung 3-4 zu sehen, konnte ein Einflul vakuolédrer Proteasen mit Hilfe der
Mutante nicht bestimmt werden, da in diesem Stammhintergrund keine Reduktion der
Cts1p-Menge im Kulturmedium einer pmtIpm¢2-Mutante zu beobachten war.

Eine mogliche Ursache hierfiir konnte die unterschiedlich starke Unterglykosylierung in
beiden Mutanten darstellen. Die Disruption von PMT1 zusammen mit PMT2 wirkte sich
in einem YWO333-Stamm weit weniger deutlich auf das Laufverhalten von Ctslp aus,
als dies in einem SEY6210-Stamm der Fall war (Abb. 3-4, Spur 3). Dabei war das
apparente Molekulargewicht des vollstindig glykosylierten Proteins in beiden WT-
Stimmen gleich (nicht gezeigt). Die Ctslp-Unterglykosylierung entsprach in der
YWO333 pmtIpmt2-Mutante in etwa der einer pmt/-Mutante im SEY6210-
Hintergrund, die ebenfalls keine reduzierten Cts1p-Mengen aufwies.

Die Verwendung des YWO340-Stammes erwies sich daher als ungeeignet um einen

EinfluB3 vakuolérer Proteasen auf eine Mdgliche Degradation von Cts1p zu liberpriifen.

3.1.1.5 Nachweis von Cts1p in Sekretionsmutanten

Um die Frage zu kliren in welchem Kompartiment der Zelle Ctslp abgebaut wird,
sollte mit Hilfe von Sekretionsmutanten die quantitative Verdnderung des Proteins {iber
den Sektretionsweg in pmtlpmt2-Mutanten untersucht werden. PMTI und PMT?2
wurden in temperatursensitiven secl, sec7 und secl/8-Mutanten deletiert und die
Reifung des Proteins im Vergleich zu einer korrespondierenden Ausgangsmutante
verfolgt. Die Disruptionen der beiden Gene wurden jeweils wie unter 3.1.1.4

beschrieben durchgefiihrt.

SECI: Block der Sekretion zwischen Golgi und Cytoplasmamembran

In einer sec/-Mutante ist der sektretorische Weg zwischen Golgi und
Cytoplasmamembran gestort, wodurch bei restriktiver Temperatur spite sekretorische
Vesikel mit vollstindig prozessierten Proteinen angehduft werden (Novick P. et al.,
1979, 1980).

Logarithmisch wachsende UN-Kulturen gleicher OD wurden 120min bei 37°C
gehalten, anschliefend aufgeschlossen und Zellwdnde und Membranen durch
Zentrifugation abgetrennt. In Abbildung 3-5 ist ein Westernblot mit den aufgetrennten
16slichen Uberstéinden dargestellt. Cts1p wurde bei funtkionellem Pmtlp und Pmt2p in

einer der sezernierten Form vergleichbaren Grof3e intrazelluldr akkumuliert, wéhrend in
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dem korrespondierenden pmtlpmt2-Uberstand kein Signal auf der zu erwartenden Hohe
vorhanden war. In einer als Kontrolle aufgetragenen seclpmt4-Mutante war Cts1p leicht

unterglykosyliert, quantitativ aber unverindert.

Abb. 3-5: Cts1p in secI-Mutanten bei 37°C

PMTI und PMT2 bzw. PMT4 wurden in ein einem sec/
Hintergrund (WT) disruptiert. Fiir den Chitinase-Westernblot
wurden die Zellen 120min bei restriktiver Temperatur

gehaltenen, anschlieBend aufgeschlossen und Zellwénde sowie &
Membranen abgetrennt. Pro Spur wurden eine Proteinmenge 4
vonl7ug des Uberstands aufgetragen. kDa
205 =
116 —
97 =
66 =

Damit konnte eindeutig gezeigt werden, dall spite sekretorische Vesikel in einer
pmtlpmt2-Mutante bereits deutlich weniger Ctslp enthielten, womit von einer

intrazelluldren Degradation des Proteins ausgegangen werden konnte.

SEC?7: Block der Sekretion im Golgi

Sec7p wird als Hiillprotein von Non-Clathrin Coated Vesicles fiir den Proteintransport
innerhalb des Golgi benétigt (Wolf et al., 1998). In einer temperatursensitiven sec7-
Mutante hdufen sich bei restriktiver Temperatur sekretorische Proteine vor allem in
spiten Golgi-Kompartimenten an (Achstetter et al., 1988).

Um zu untersuchen, ob Ctslp bereits im Golgi reduziert ist, wurde analog zur sec!-

Mutante ein entsprechendes Experiment in einer sec7pmtIpmt2-Mutante durchgefiihrt.

Im Gegensatz zu spdten sekretorischen Vesikeln konnte Ctslp im Golgi einer
pmtlpmt2-Mutante in reduzierter Menge detektiert werden. Das Protein wurde jedoch in
dieser Mutante durch die verlingerte Verweildauer im Golgi bei 37°C
,ubermannosyliert”, wodurch das Molekulargewicht deutlich {iber das des sezernierten
Proteins anstieg, eine Beobachtung die bereits von Kuranda und Robbins (1991)
gemacht wurde. Es entstand eine Mischung aus verschiedenen Ctslp-Varianten
unterschiedlichen Laufverhaltens, welche iiber SDS-PAGE als Schmier von 120kDa bis

weit liber 200kDa nur schlecht aufgetrennt werden konnten (nicht gezeigt). Aufgrund
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der heterogenen Mobilitdt des Proteins war eine hinreichend genaue Quantifizierung der

Proteinmenge in einer blockierten sec7pmtIpmt2-Mutante nicht moglich.

SECI8: Block der Sekretion zwischen Endoplasmatischen Retikulum und Golgi

Bei restriktiver Temperatur ist in einer sec/8-Mutante der Vesikeltransfer bereits vom
Endoplasmatischen Retikulum (ER) zum frithen Golgi blockiert (Graham und Emr,
1991) und sektretorische Proteine werden daher im ER-Kompartiment angehiuft.

Um eine ER-assoziierte Degradation von Ctslp zu untersuchen, wurde wie bereits fiir
SEC1 und SEC7 beschrieben, das Protein in einer sec!8pmtIpmt2-, und einer secl§-
Mutante nachgewiesen und verglichen.

Wie in Abbildung 3-6 gezeigt ist, erhohte sich in einer sec/8-Mutante bei 37°C die
Mobilitit von Ctslp am SDS-Gel im Vergleich zur permissiven Temperatur von
120kDa auf 100kDa, was auf die fehlende Verldngerung der Mannoseketten im Golgi
zuriickzufiihren war. Bei der zusétzlich aufgetretenen 120kDa Bande handelt es sich um
vollstindig glykosyliertes Ctslp, welches bei permissiver Temperatur nicht mehr
sezerniert wurde. In der seci8pmtIpmt2 Mutante hingegen war auch bei 37°C kein
Signal zu erkennen (Abb. 3-6A). Dies 14Bt auf einen ER-assoziierten Abbau des

Proteins iiber das Proteasom schlief3en.

A 25c  37°C B 25C 37°C
kDa |r11r2”1 !2" kDa I:1 2'H1 2
e 5“ | 116 = ‘_“‘}H
oo T ld o- PO
66 —

Abb. 3-6: Ctslp in secl8-Mutanten bei 25°C und 37°C

Die Westernblots zeigen Ctslp intrazelluldr in sec/8 (1) und secl8pmtilpmit2
(2) bei permissiver (25°C) und restriktiver (37°C) Temperatur. Aufgetragen
wurde jeweils 10pug (A) bzw. 30ug (B) Zellysat ohne Zellwidnde und
Membranen. Die Inkubationszeit bei 37°C betrug 90min (A) bzw. 120min (B).

Durch die Temperaturerhhung von 25°C auf 37°C wurde aber nicht nur die Sekretion
blockiert sondern auch das Wachstum der Zellen gestoppt. Die Verdopplungszeit einer
secl8pmtipmt2-Mutante lag mit 260min deutlich iiber der einer sec/8-Mutante
(150min). Um einen EinfluBl des verlangsamten Wachstums auf die Blockierung der

Sekretion und damit die Akkumulation von Proteinen im ER auszuschlieen, wurde fiir
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die PMT-Mutante die Inkubationszeit auf 37°C von 90min auf 120min verldngert.
Desweiteren wurde die aufgetragene Proteinmenge von 10ug/Spur auf 30pg/Spur
erhoht. Durch diese Maflnahmen war auch in der sec/8pmtIpmt2-Mutante ein
schwaches Cts1p-Signal zu erkennen (Abb. 3-6B). Im Vergleich zur sec/8-Mutante ist
es erwartungsgemil leicht unterglykosyliert, aber quantitativ wenig beeintrachtigt.
Allerdings verursachten die groBen Extraktmengen, die zur Visualissierung von Ctslp
notig waren, zahlreiche Kreuzreaktionen des Antiserums mit anderen Proteinen und
erschwerten so eine eindeutige Zuordnung des Ctslp-Signals. Wie in Untersuchungen
mit Pir2p gezeigt werden konnte, 148t sich durch eine Retention eines Proteins im ER
eine Unterglykosylierung fast vollstindig kompensieren (3.1.3.2), weshalb davon

ausgegangen wurde, dal} dies auch fiir Cts1p der Fall sein konnte.

Zusammenfassend 146t sich sagen, dal Ctslp im Fall einer unzureichenden O-
Glykosylierung in einer pmtlpmt2-Doppelmutante zu einem groBen Teil und sehr
wahrscheinlich bereits im ER degradiert wird. Nicht abgebautes Protein wird in einer
unterglykoslyierten Form nach auflen sezerniert und in wildtypischen Mengen in der
Zellwand gebunden. Verantwortlich dafiir ist vermutlich die spezifische Bindung der
Chitinase an das Chitin der Zellwand, dessen Menge in pmtlpmt2-Zellwanden nahezu

verdreifacht ist (M. Gentzsch; 1996).

3.1.2 Aga2p — a-Agglutinin

Aga2p ist iiber Disulfidbriicken an Agalp, einem GPI-verankterten Protein gebunden.
Dieser a-Agglutinin Komplex ist nach a-Faktor Induktion ein Bestandteil der Zellwand
in MATa Zellen (Watzele et al., 1988, Cappellaro et al., 1991). Aga2p 146t sich mittels
SH-Agenzien, wie z.B. DTT oder MeSH, aus Zellwianden intakter Zellen extrahieren
und iiber SDS-PAGE als 22kDa-Bande auftrennen. Die nur 69 Aminosduren (7,5kDa)
groB3e Polypeptidkette des sezernierten a-Agglutinins enthilt 21 Serine und Threonine,
von welchen ca. 2/3 durch Mannoseketten modifiziert sind (Watzele et al., 1988).
Ferner enthilt die Proteinsequenz keine N-Glykosylierungstellen (Orlean et al., 1986).
Eine Unterglykosylierung des Proteins konnte bereits von M. Gentzsch (1996) in pmt1
und pmt2-Mutanten gezeigt werden, wihrend Pmtdp Aga2p nicht zu glykosylieren

scheint.
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Um quantitative Auswirkungen durch reduzierte O-Glykosylierung zu untersuchen,
wurden pmt-Mutanten und WT mit a-Faktor induziert. AnschlieBend wurde Aga2p in
der Zellwand nachgewiesen und quantifiziert. Mit Ausnahme der pm¢3-Mutante war in
allen untersuchten pm¢-Mutanten die Menge des Proteins in der Zellwand deutlich
verringert (Abb. 3-7). Da es sich bei Aga2p um ein induziertes Protein handelt, sind
neben einer Degradation des Proteins, verursacht durch verminderte O-Glykosylierung,

auch andere Ursachen hierfur denkbar.

g
Q& 100
0 N "b &) N T
L\ N LS N X
kDa J é\ Q& Q\“ Q\“ Qﬁ“ 90
205 == fg
116 = |
97 = 60+
00 = —_— % 504
45— ;‘g
29 = : 20
K ,- 104 i
14 = 0
pmt4 WT pmti pmt2 pmt3 pmt1
pmt2

Abb. 3-7: Aga2p, extrahiert aus ganzen Zellen:

Logarithmisch wachsende Zellen wurden wie unter 2.2.5.1 beschrieben mit a-Faktor induziert und
anschliefend mit 2mM DTT behandelt, wobei sich Aga2p quantitativ aus der Zellwand 16sen 148t. Die
Extrakte wurden iiber ein 15% SDS-Gel aufgetrennt und Aga2p mittels Westernblot nachgewiesen. Der
polyklonale Antikorper ist gegen das durch HF deglykosylierte Protein gerichtet. Rechts ist eine
Quantifizierung der einzelnen Banden iiber Optiquant dargestellt. Die absoluten Werte wurden
prozentual zum WT (=100%) normalisiert.

Die Expression der Agglutinine wird nach einem Kontakt der Zelle mit a-Faktor durch
den Pheromone-Response Signaltransduktionsweg induziert. Desweiteren arretieren so
behandelte Hefezellen den Zellzykluses in der G1-Phase und bilden charakeristische
Zellverformungen (Shmoo) (Biicking-Throm et al., 1973). Eine Beeintrdchtigung der
Signalaufnahme durch den Rezeptor bzw. die Weiterleitung des Signals wiirde daher
auch zu reduzierten Aga2p-Mengen fiihren.

Hinweise fiir eine Storung der Pheromon-Reaktion konnte bereits fiir eine pmit4-
Mutante gezeigt werden. Der Zellzyklus-Arrest setzt in dieser Mutante nach Zugabe
von a-Faktor abgeschwicht oder deutlich verlangsamt ein, wobei die Paarungsfahigkeit

dadurch nicht beeintichtigt ist (M. Gentzsch, 1996).
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Um zu iberpriifen, ob eine Stérung der Pheromon-Reaktion auch in anderen pmi-
Mutanten der Grund fiir die reduzierte Menge Aga2p ist, wurden Knospungs- und

Shmoo-Indizes nach a-Faktorgabe bestimmt.

SEY6211 ) pmt1 pmt4

250 o0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

min min min

—O— Knospen ——,Shmoo*

Abb. 3-8: Bestimmung von Knospungs- und Shmoo-Index:

Dargestellt ist die Reaktion unsynchronisierter Fliissigkulturen auf die Zugabe von a-Faktor (t=30).
Bestimmt wurde jeweils die Zahl der Knospen bzw. Shmoos von ca. 100 Zellen iiber einen von
Zeitraum von 210min.

In Abbildung 3-8 sind exemplarisch Zeitverldufe von Knospung und Shmoo-Bildung
dargestellt. Wihrend im WT nach a-Faktor Zugabe der Zellzyklus arretierte und die
Zahl der knospenden Zellen binnen 120min auf 10% zuriickging, blieb der
Knospungsindex der pm¢4-Mutante erwartungsgemil iiber 180min auf einem &hnlichen
Niveau. Vereinzelt waren in der pmt4-Mutante zwar ,,Shmoos“ zu erkennen, ihre
Anzahl ging wihrend der a-Faktor Induktion jedoch nicht iiber 20% hinaus. In der
pmtl-Mutante war jedoch eine reduzierte Sensibilitdt gegeniiber dem Pheromon nicht
zu beobachten. Sowohl Knospungsindex als auch Shmoo-Bildung waren auf WT-
Niveau.

Ubereinstimmend mit diesem Ergebnis sind auch die Expressionsdaten von 4GA2 in der
pmt4-Mutante. Mittels Northern Blot Analyse wurde die Transkriptmenge von AGA2 im
Wildtyp und den jeweiligen Mutanten iiber 120min nach Zugabe von a-Faktor verfolgt
(Abb. 3-9). Ein Expressionsanstieg von 4GA2 war zwar auch in der pm¢4-Mutante nach
60min zu erkennen, die mRNA-Menge erreichte aber auch nach 120min nur 20% des
Expressionsniveaus des WTs.

Fir die pmtl-Mutante war nach den Ergebnissen aus den Knospungsindizes ein

deutlicher Expressionsanstieg von 4GA2 nach Pheromoninduktion erwartet worden, die
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Transkriptmenge erreichte jedoch auch nach 120 min nur 1/5 des Wildtyps und war

sogar im Vergleich zur pmt4-Mutante um weitere 50% erniedrigt (Abb. 3-9).
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Abb. 3-9: Expression von AGA2 in pmt-Mutanten nach a-Faktor Induktion:

(A) Detektion von 4GA2 mittels einer 350bp PCR-Sonde. Aufgetragen sind jeweils
20ug praparierte Gesamt-RNA, t=0 entspricht hier der Zugabe von a-Faktor.

(B) Quantifizierung der Transkriptmengen iiber Phosphorimager, normalisiert gegen
ACTI (nicht gezeigt).

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dal sowohl in pmtl- als auch in pmit4-
Mutanten eine reduzierte Expression von AGA2 nach der Zugabe von a-Faktor die

Ursache fiir die geringere Proteinmenge in der Zellwand darstellt. In allen anderen

untersuchten pm¢-Mutanten war die Induktion von 4GA2 nicht beeintréchtigt.

3.1.3 Pir2p / Hsp150

Das Hitzeschock Protein Hsp150 / Pir2p wurde zunéchst von Russo ef al. (1992) als ein
ins Medium sezerniertes Protein beschrieben. Wiahrend PIR2 bei 30°C konstitutiv
exripmiert wird, fiihrt eine Erhohung der PIR2-Transkription bei einer
Wachstumstemperatur von 37°C innerhalb von 60min zu einer 7-fachen Zunahme des
Proteins im Medium (Russo et al, 1992). Ahnliche Anstiege sind auch bei
Stickstoffmangel, in Anwesenheit von Al**-Ionen und nach oxidativem Stref zu

beobachten (Lupashin et al., 1992, Russo et al., 1992, Ezaki et al., 1998). Das primére
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Translationsprodukt von Pir2p besteht aus 414AS und wird posttranslational ins ER
transloziert (Paunola ef al., 1998). Neben der Abspaltung das Signalpeptids (18AS)
wird die Polypeptidkette auch durch die Golgi-Protease Kex2p prozessiert, wodurch
zwei Untereinheiten (54AS und 342AS) entstehen, welche wéhrend der Sekretion nicht
kovalent assoziiert bleiben. Bei der ins Medium abgegebenen Form handelt es sich stets
um das groBere der beiden Fragmente (Russo ef al., 1992). Wie alle Proteine der PIR-
Familie ist auch Pir2p zumindest teilweise direkt an B-1,3 Glukan in der Zellwand
verankert und 148t sich dementsprechend mit B-1,3 Glukanasen oder mit schwacher
Lauge aus dieser extrahieren (Mrsa et al., 1997; Kapteyn et al., 1999). Nach wie vor
ungeklért ist um welche Art kovalenter Bindung es sich dabei handelt und auf welche
Weise diese katalysiert wird. Das Verhéltnis von l6slichem zu gebundenen Pir2p liegt
bei ca 4:1 (Kapteyn et al., 1999). Das Serin/Threonin reiche Protein (25%) ist sehr stark
O-glykosyliert und besitzt auBerdem keine N-Glykosylierungsstelle. In Untersuchungen
zur Substratspezifitit der verschiedenen Pmtps konnte gezeigt werden, da3 Pir2p von
den Mannosyltransferasen Pmtlp, Pmt2p und Pmtdp glykosyliert wird und dafl die
Menge des ins Medium sezernierten Proteins in einer pmtIpmt2-Mutante sehr stark

verringert ist (M. Gentzsch, 1996).

3.1.3.1 Pir2p im Kulturmedium von pmt-Mutanten

Zunichst sollte Pir2p im Medium von WT und verschiedenen pmt-Mutanten untersucht
werden. Hierzu wurden die Stimme 90min bei 37°C inkubiert und Pir2p aus dem
Medium isoliert. Der Nachweis erfogte iiber SDS-PAGE und Westernblot (Abb. 3-10).

Im Wildtyp migrierte Pir2p als distinkte Bande auf einer Hohe von 167kDa. Das
Laufverhalten in den Mutanten pmt5 und pmt6 war nicht beeintrachtigt, wihrend in
pmt4 die Bande leicht nach unten verschoben und zusétzlich eine 92kDa grof3e, diffuse
Bande zu erkennen war. Dramatische Verdnderungen traten erwartungsgemil3 in der
Doppelmutante pmtipmt2, aber auch in leicht abgeschwichter Form in den
entsprechenden Einzelmutanten auf. Pir2p wurde hier als stark diffuse Bande in einem
viel kleineren Molekulargewichtsbereich als im WT aufgetrennt. Wéhrend im pmi2-
Medium ein Teil des Proteins noch eine dem WT vergleichbare Grofe aufwies, trat in
der Doppelmutante eine niedermolekulare Bande auf, welche mit 30kDa kleiner war, als

das theoretische Molekulargewicht der unglykosylierten Polypeptidkette.
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Abb. 3-10: Nachweis von Pir2p im

g Medium von WT und pmt-Mutanten.
Nooa '\Q(0 5 N b o Die Inkubationszeit auf 37°C zur
s& (& (& (& (&' (& (&' (& Induktion von PIR2 betrug 90min. Es
Qe QR Q QR wurde jeweils Kulturmedium

aufgetragen, das einer Menge von 1 OD
Zellen entsprach. Der Nachweis erfolgte
mittels polyklonalem Antiserum.

3.1.3.2 Nachweis von Pir2p in Sekretionsmutanten

Um festzustellen ob die qualitativen Verdnderungen von Pir2p auf proteolytische
Spaltung eines Teils des Proteins zuriickzufiihren sind, oder es sich lediglich um eine
stark ausgepridgte Unterglykosylierung handelt, wurde analog zu den Ctslp-
Untersuchungen die Maturation des Proteins im Sektretionsweg verfolgt. Verwendet
wurden dazu die in den Abschnitten 3.1.1.4 und 3.1.1.5 beschriebenen

Deletionsmutanten.

SECI8: Block der Sekretion zwischen Endoplasmatischem Retikulum und Golgi

In der temperatursensitiven sec/§-Mutante lag Pir2p nach 90miniitiger Induktion bei
37°C in zwei Formen vor, die ein Molekulargewicht von 93kDa bzw. 58kDa aufwiesen
(Abb. 3-11). Nicht geklart werden konnte, warum das Protein in zwei Banden
auftrennte. Allerdings waren beide Banden in der pmtIpmt2-Mutante mit 82kDa bzw.
53kDa durch die unvollstindige Glykosylierung einerseits kleiner als im WT,
andererseits deutlich groBler als die sezernierten Formen des Proteins. Sowohl im WT
als auch in der pmtipmt2-Mutante konnte man eine weitere, sehr schwache Bande
erkennen, welche mit 43kDa ungefdhr der berechneten Gréfe des unmodifizierten
Proteins entsprach. Da Pir2p postranslational transloziert wird, konnte es sich dabei um
die cytosolische und daher unglykosylierte Form handeln. In den analog bei permissiver
Temperatur praparierten Kontrollen lieB sich Pir2p in keiner der drei Formen

intrazellular nachweisen.
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Abb. 3-11: Intrazellulirer Nachweis von Pir2p in secl8
Dargestellt ist ein Westernblot der ER-Formen von Pir2p 25°C 37°C
in secl8 (A) und secl8pmtipmt2-Mutanten (B). [ ] |
Aufgetragen wurden jeweils 2 OD des ldslichen A B A B
Uberstands einer Zellfraktionierung (siche Methoden
2.2.5.3). o A
205 =
116 = | ;
97 = ' :
H -
66 =
St ; <4
45 = <«

Hinweise auf proteolytische Spaltung im ER bzw. mit dem ER assoziiert, wie fiir Ctslp,
konnten mittels der sec/8-Mutante nicht gefunden werden. Eine Degradation des
Proteins spéter im Sektretionsweg erschien ausgehend von der Grofe des Proteins im
ER jedoch wahrscheinlich. Belege hiefiir sollte eine Verfolgung der Freisetzung des im
ER akkumulierten Proteins liefern. Bei 37°C wird Pir2p in einer sec/8-Mutante zum
einen verstarkt exprimiert aber auch im ER angehéduft. Umgekehrt sollte ein Wechsel
auf permissive Temperatur das akkumulierte Protein freisetzen und zu einem Riickgang
der PIR2-Expression fiihren. Dieses Prinzip wurde geniitzt um sowohl die intrazelluldre
Abnahme als auch die Zunahme des sezernierten Pir2ps im Medium zu verfolgen.

Hierzu wurden zunéchst jeweils 5x10 OD Zellen einem Hitzeschock unterzogen. Nach
90min wurden die Ansitze pelletiert und mit Ausnahme des Nullwerts nach einem
Waschschritt in vorgewdrmtem YPD aufgenommen und auf 25°C inkubiert. Zu
entsprechenden Zeitpunkten wurden Zellen und Kulturmedium durch Zentrifugation
getrennt. Die Zellen wurden aufgeschlossen, fraktioniert und eine 1 OD entsprechende
Menge des 16slichen Uberstands der Zellfraktionierung sowie des Mediums iiber SDS-

PAGE aufgetrennt.
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Abb. 3-12: Pir2p Sekretion aus secI8 nach Temperaturwechsel
Dargestellt sind Westernblots eines Zeitverlaufs der Sekretion von
intrazelluldr akkumuliertem Pir2p jeweils in sec/8 und secl8pmtipmt2-
Mutanten. Verfolgt wurde die Abnahme des Proteins im ER (A, B) bzw. die
gleichzeitige Zunahme im Medium (C, D). Je 50 OD Zellen wurden 90min
auf 37°C inkubiert Aufgetragen sind jeweils 1 OD des I&slichen Uberstands
einer Zellfraktionierung

Wie in Abbildung 3-12 dargestellt begann die Sekretion intrazelludr akkumulierten
Proteins ins Medium in der sec/8-Mutante bereits nach 15min auf 25°C. Nach 90min
war Pir2p vollstindig nach auBen abgegeben. Auffillig war eine Doppelbande in
welche die sezernierte Form von Pir2p auftrennte. Ein dhnliches Laufverhalten wurde
bereits von Lupashin et al. (1991) fiir Pir2p als Komponente des gp400 Komplexes
beschrieben. Vermutlich handelt es sich hierbei um zwei unterschiedlich prozessierte
Formen von Pir2p.

In der seci8pmtipmt2-Mutante wurde Pir2p wie zunichst erwartet leicht
unterglykosyliert intrazelluldr angehéduft und analog zur sec/8-Mutante bei permissiver
Temparatur binnen 90min nach aulen abgegeben. Uberraschend war, daB die GroBe der
sezernierten Form durch die pmtipmt2-Deletion scheinbar nicht beeinfluflit war und in
einer vergleichbaren Grofe ebenfalls in einer Doppelbande aufgetrennt wurde, wobei
die untere Form geringfligig kleiner als im WT war (Abb. 3-12D). Eine zusétzliche

weitere Bande im Medienextrakt entsprach mit ca. 66kDa eher der erwarteten Grof3e.
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Ferner war die in der sec/8-Mutante nicht beobachtete leichte GroBenzunahme des
akkumulierten Proteins auffillig (Abb. 3-12; B).

Ein moglicher Grund fiir die Gré68enzunahme von Pir2p in der sec!8pmtIpmt2-Mutante
in diesem Experiment ist die lingere Verweildauer des Proteins im ER. Wihrend des
90mintitigen Sekretionsblocks oder auch durch eine verlangsamte Translokation wurde

das Protein vermutlich durch andere PMTs nahezu vollstindig glykosyliert.

SECI1: Block der Sekretion zwischen Golgi und Cytoplasmamembran

Da die Sekretion von Pir2p COP I-unabhingig verlduft (Gaynor und Emr, 1997), konnte
die zur Verfiigung stehende sec7-Mutante nicht benutzt werden, da in dieser die
Sekretion von Pir2p nicht blockiert wird (Lupashin et al., 1992). Um zu zeigen, daf}
abgebaute Formen des Proteins bereits intrazelluldr vorliegen, wurde im folgenden eine
secl-Mutante verwendet.

Wie in Abbildung 3-13 (A) dargestellt, konnte Pir2p bei 37°C erwartungsgemil
intrazelluldr angereichert werden. In der blockierten sec/-Mutante entsprach die
Mobilitdt der Pir2p-Bande der der sezernierten Form (Abb. 3-13, B). In der
seclpmtipmt2-Mutante trennte das intrazelluldre Protein sehr heterogen iiber einen
Molekulargewichtsbereich von 50kDa-100kDa auf, wobei das intensivste Signal,
vergleichbar mit der sezernierten Form, auf einer Hohe von 60kDa lag. Man konnte
daher davon ausgehen, daf} sich die sezernierte Form von Pir2p nicht von der in spéten
sekretorischen Vesikeln, jedoch deutlich von der ER-Form in einer secl8pmtlpmt2-
Mutante unterschied. Abbauprodukte von Pir2p wurden jedoch auch in spéten

sekretorischen Vesikeln nicht eindeutig nachgewiesen.

Abb. 3-13: Pir2p in secI-Mutanten:
A: Aufgetrennt wurden 16sliche Uberstinde A 25°C 3r°c B Q&O’
von Zellaufschliissen von secl (1) und der ! b ! $ &C‘
korrespondierenden pmtipmit2-Mutante (2) 1 2 1 2 N
bei 30°C und nach 90min bei 37°C. Pro
Spur wurden 15ug Protein aufgetragen. 205 == “ 205 =
B: Zum Vergleich wurden SDS-Extrakte ‘ b
einer 1 OD Zellen entsprechenden Menge | 116 = 116 =
Medium von WT und pmtlpmit2-Mutante 97 = g7 =
aufgetragen !
66 = 66 = “
——
45 = 45 =
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Deglykosylierung von Pir2p mit Fluorwasserstoff (HF)

Durch eine vollstindige chemische Abspaltung aller O-glykosidischen Zucker sollte die
genaue Grofle der sezernierten Pir2p-Polypeptidkette in WT und pmt¢lpmt2-Mutante
bestimmt und verglichen werden. Hierzu wurde lyophyllisiertes Medium Hitze
induzierter Zellen mit HF behandelt. Eine dreistiindige Inkubation der Proben auf Eis
erwies sich als ausreichend fiir eine vollstindige Deglykosylierung des Proteins (Abb.

3-14).

100% -

A &0' B
{‘Q & 80%
kDa S & & °
1;? : 60% - [ Putativ degradiert
66 = Kex2 modifiziert

E Unprozessiert

20% -
29 =

LA
-

0% 4

Abb. 3-14: Ins Medium sezerniertes Pir2p nach HF-Spaltung

A: Westernblot HF-gespaltener Medienproben. Eingesetzt wurde jeweils 100ul Medium
(10 OD Zellen) von SEY6210 (WT), pmtl pmtl und pmt4-Mutante nach 90min
Hitzeschock.

B: Quantifizierung der einzelnen Banden des Westernblot iiber Optiquant (8bit
Graustufen). Fiir einen anschaulicheren Vergleich der einzelnen Banden wurde die
Summe aller Werte auf 100% normalisiert.

Obwohl das verwendete Pir2p Antiserum gegen das vollstindig glykosylierte Protein
gerichtet ist, wurden die deglykosylierten Formen in dhnlicher Weise erkannt. Im WT
wurden zwei sezernierte PIR2-Genprodukte mit apparenten Molekulargewichten von
45kDa bzw. 36kDa nachgewiesen. Dies entsprach ndherungsweise den errechneten
Grofen von 42kDa fiir das unprozessierte bzw. 35kDa fiir das Kex2p gespaltene
Protein. Beide Formen konnten auch im Medium von pmtipmt2-, bzw. pmt4-Mutanten
detektiert werden, obwohl die 35kDa Pir2p-Form in der pmtlpmt2-Mutante schwécher
und in der pmit4-Mutante kaum nachweisbar war. Zusitzlich trat in beiden pmt-
Mutanten eine dritte Form auf, welche mit einem apparenten Molekulargewicht von
26kDa ein mdgliches Abbauprodukt darstellen konnte.

Die Quantifizierung der einzelnen Banden ergab, daB in der pmt¢Ipmt2-Mutante 27%

des sezernierten Pir2p in einer potentiell degradierten Form vorliegen, wihrend der
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Grofteil des Proteins ungespalten (47%), bzw. durch die Kex2p Protease prozessiert
(26%) wurde.

In der pmt4-Mutante wurden fast 90% von Pir2p unmodifiziert ins Medium sezerniert.
Sowohl die Kex2p modifizierte Form als auch das potentielle Abbauprodukt waren mit
9% bzw. 4% unterreprisentiert.

Im folgenden sollte mit einer weiteren Deglykosylierung von Pir2p in einer secl-

Mutante untersucht werden, ob das Protein bereits intrazelluldr fragmentiert vorliegt.

Abb. 3-15 Intrazellulires Pir2p nach HF-Spaltung

Dargestellt ist ein Westernblot mit HF-behandelten Uberstinden von
Zellfraktionierungen. Eingesetzt wurden je 10 OD sec! (1) und sec! pmtl
pmt2-Zellen (2). Die Reaktion wurde binnen 3h auf Eis durchgefiihrt. Der 1 2
relativ hohe Hintergrund des Blots 14t sich wahrscheinlich auf
Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen und nicht auf eine unvollstindige

37°C

Spaltung von Pir2p zuriickfithren 1;3 -
66

45 = 'g

v v—
29 ==

Hierzu wurden je 10 OD Hitze behandelter Zellen aufgebrochen und zentrifugiert. Der
16sliche Uberstand wurde lyophyllisiert und 3h auf Eis mit HF behandelt. Am
Westernblot (Abb. 3-15) trennte Pir2p in sec/ und seclpmtipmit2-Mutante &hnlich auf.
Das apparente Molkulargewicht der Banden lag mit 41kDa bzw. 33kDa im Bereich der
fiir das Medium ermittelten Werte. Die geringfligige Abweichung 148t sich mit der
unterschiedlichen Gesamtproteinmenge erkldren, welche auf die jeweiligen SDS-Gele
aufgetragen wurde. Eine potentielles Abbauprodukt wie im pmt¢Ipm¢2-Medium konnte
in der entsprechenden SEC-Mutante nicht gefunden werden. Daher 148t sich schliefen,
daB3 die Degradation von Pir2p nicht in sekretorischen Kompartimenten der Zelle
stattfindet, sondern womdglich erst im Kulturmedium, dem Periplasma oder in der

Zellwand durch sezernierte Proteasen degradiert wird.
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3.1.4 Northern Analyse von KAR2 und PRC1 in pmt-Mutanten

Im folgenden wurde auf transkriptioneller Ebene nach Hinweisen fiir einen direkten
EinfluB der O-Glykosylierung auf die Stabilitidt derart modifizierter Proteine gesucht.
Dazu wurde die Expression der vakuoldren Carboxypeptidase Y (PRCI) und des
Chaperons KAR?2 (BiP) in verschiedenen pm¢-Mutanten untersucht.

Carboxypeptidase Y (PRCI) wurde als Modellbeispiel vakuolérer Proteasen gewéhlt, da
in PMT-Mehrfachmutanten bereits Hinweise fiir eine erhohte Menge auf Proteinebene
vorlagen.

Fiir Kar2p wurde gezeigt, daB3 es sowohl fiir die Translokation von Proteinen ins ER
(Brodsky et al., 1995), aber auch fiir deren Stabilisierung bendtigt wird. Ferner ist
Kar2p auch an der ER assoziierten Protein Degradation (ERAD) beteiligt, vermutlich
am Transport ungefalteter Proteine vom ER-Lumen ins Cytosol, dem Ort des
proteasomalen Abbaus (Plemper et al., 1997; Brodsky et al., 1999). Transkriptionell
wird KAR?2 iiber ein UPR (unfolded protein response)-Element reguliert (Mori et. al.,
1998). Die Expression kann sowohl durch Hitzeschock als auch durch Inhibition der N-
Glykosylierung durch z.B. Tunikamycin induziert werden (Kohno et. al., 1993; Cox et
al., 1993).

Uber Northern Blot Analyse wurden die relativen mRNA-Mengen von KAR2 und PRC!
in verschiedenen PMT-Mehrfachmutanten bestimmt (Abb. 3-16). Die Signale wurden
quantifiziert, gegeniiber einer Aktin-Kontrolle abgeglichen und mit den jeweiligen WT-
Signalen verrechnet. Mit Ausnahme der pmt3pmt4-Mutante war in allen untersuchten
Mutanten die Expression von KAR2 und PRCI erhoht. Aufféllig war ebenso, daf3 die
mRNA-Mengen fiir KAR2 und PRC1 in fast allen Mutanten synchron zunahmen, wobei
KAR?2 immer stirker induziert wurde als PRC].
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Abb. 3-16: KAR2 und PRCI Expression in

o o
pmt-Mutanten a oo o o
Northern Blot Analyse von KAR2 und PRCI. &,\Qﬁ‘ &,\Qﬁ‘ 096‘ \“,6‘ \“,6‘ @‘,6‘
Aufgetragen wurde jeweils 20pug Gesamt-RNA & AR AR PSP

logarithmisch wachsender Kulturen gleicher OD.
Zur  Hybridisierung  wurden iiber PCR
synthetisierte Sonden verwendet.

Die Tabelle zeigt die relativen mRNA-Level im
Verhiltnis zur Aktin-Kontrolle und gegen das
jeweilige WT-Signal normalisiert.

Da die pmtipmt3pmt4-Mutante osmotisch
stabilisiertes =~ Medium  bendétigt,  wurde
kontrolliert, da die Zugabe von 1M Sorbitol in
das Kulturmedium keinen EinfluB auf die
Expression der untersuchten Gene im WT hat

(nicht dargestellt). 3\ Taxarz
2,5 +—|OPRCT
2
1,5 1
1
0,5 -
0 -

Die Steigerung der Expression von KAR2 und PRCI scheint somit in einem direkten
Verhiltnis zu einer verminderten oder beeintrichtigten O-Glykosylierung zu stehen. Die
Trankription wurde maximal induziert, wenn jeweils ein Vertreter jeder PMT-Familie

deletiert wurde (pmtIpmt3pmi4).

Zusammenfassend 146t sich sagen, dal mit Ctslp und Pir2p zwei Zellwandproteine
gefunden werden konnten, deren Stabilitdt direkt mit reduzierter Protein O-
Glykosylierung in Zusammenhang gebracht werden konnte. Mit Krelp wurde ein
weiteres Zellwandprotein untersucht, welches in pmt4 und vor allem in pmt3pmt4-
Mutanten in der Zellwand stark abnimmt (Gentzsch M., 1996). Ein direkter Bezug zu
einer reduzierten O-Glykosylierung ist zwar wahrscheinlich, konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden, da sich die Mobilitit des Proteins am SDS-Gel in den
entsprechenden Mutanten nicht sichtbar verdanderte (nicht gezeigt). Ein Hinweis, dal3 es
sich bei der Degradation der untersuchten Proteinen um einen generellen Mechanismus
handelt, der nicht auf ecinzelne sekretorische Proteine beschrankt ist, konnte durch
Expressions-Analyse von KAR2 und PRCI als Indikatoren erhéhten Proteinabbaus

gefunden werden.
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3.2 Gewinnung eines polyklonalen Antiserums gegen ein
mannosyliertes Peptid

Fiir eine weitere Untersuchung der Auswirkungen reduzierter O-Glykosylierung auf die
Stabilitdit von Proteinen, aber auch zur Identifizierung neuer, bisher unbekannter
Zellwandproteine, sollte ein spezifisch gegen O-glykosylierte Proteine gerichtetes
polyklonales Antiserum gewonnen werden. Um ein breites Reaktionsspektrum zu
erhalten, mufite die Proteinkomponente des Antigens moglichst klein oder unspezifisch
gehalten werden. Um ferner eine Unterscheidung zwischen O-gebundenen und N-
gebundenen Mannosen zu ermoglichen, sollte ein moglichst kurzes Peptid mit einer an
Serin bzw. Threonin gebundenen Mannose synthetisiert werden. Da sich jedoch ein
Peptid von weniger als sechs Aminosduren aufgrund seiner Grofe nicht oder nur
schlecht zur Immunisierung eignet, sollte dieses Hapten zundchst an ein Trégerprotein
gekoppelt werden.

Um die Spezifitit der gewonnenen Antiseren zu testen, wurden desweiteren
unmannosylierte Kontrollpeptide CytAlaThrAla (CATA) und CytAlaSerAla CASA
synthetisiert, iiber reversed phase (RP)-HPLC gereinigt und massenspektrometrisch
iiberpriift.

3.2.1 Synthese mannosylierter Peptide und Kopplung an ein
Trdgerprotein

Zwei verschiedene mannosylierte Dipeptide (CysSer-O-Man; CysThr-O-Man) sollten
synthetisiert werden, um sowohl Serin als auch Threonin gebundene Mannose
detektieren zu konnen. Da fiir die Synthese bereits mannosyliertes Serin bzw Threonin
eingesetzt wurde, muflten einige Verdnderungen am Standardprotokoll vorgenommen
werden um die labile O-glykosyidische Bindung nicht zu gefédhrden (siche 2.2.9.2).
Besonders die Abspaltung der =zahlreichen Schutzgruppen der eingesetzten
Aminosduren bzw. der Mannose erwies sich dabei als problematisch. Zur Abspaltung
vom Trigerharz wurde anstelle von Trifluoressigsdure (TFA) ein Gemisch aus Hydrazin
und Dimethylacetamid (DMA) verwendet (Hydrazinolyse), wodurch bis auf die
Tritylschutzgruppe des Cystein-Schwefelatoms auch alle weiteren Schutzgruppen
entfernt wurden. Das entstandene Peptid-Hydrazid lieB sich nur schlecht im
Rotationsverdampfer vom Hydrazin-DMA Gemisch trennen. Eine Fillung des Produkts

mit H,O war erst nach einer Einengung der Losung in der Lyophylle moglich. Die
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verbliebene Tritylschutzgruppe wurde wie in 2.2.9.2 beschrieben mit Jod entfernt
(Jodolyse).

Eine Reinigung iiber eine RP-Sdule war aufgrund zu geringer Bindung des Dipeptids
nicht erfolgreich. In Ermangelung anderer Reinigungsmethoden wurde auf, von der Fa.
Oxford Glycosience gereinigte Peptide, zuriickgegriffen. In Abbildung 3-1 sind die
beiden Peptide dargestellt, die zunédchst an ein Tragerprotein gekoppelt wurden. Hierzu
wurde ein durch Maleimid-Gruppen aktiviertes keyhole limpet hemocyanin (KLH) der
Firma Pierce verwendet Dieses Protein eignet sich besonders aufgrund seiner grof3en
molekularen Masse, einer hohen Immunogenitit und der grolen Zahl reaktiver Gruppen
als Tragermolekiil inkompletter Immunogene. Die Kopplungsreaktion beruht auf einer
kovalenten Bindung im Hapten vorhandener SH-Gruppen an die terminalen

Aminogruppen der Lysine des Trigerproteins.

Abb. 3-1: Zur Immunisierung verwandte Haptene
Die Peptide wurden iiber die SH-Gruppe kovalent an
Lysine des KLH-Tragerproteins gekoppelt.

Die modifizierte Aminosdure wird 1m Text HS< O-Man HS O-Man
unterstrichen dargestellt. \ | \ |

Ac-CT-NH, Ac-CYATAV-NH,

1: CI 2: CYATAV

3.2.2 Gewinnung polyklonaler Antiseren

Drei Hasen wurden mehrfach zur Gewinnung des Antiserums mit den gekoppelten
Haptenen immunisiert. Dabei wurden zwei Tiere mit dem Peptid CT (Tier 1 und 2) und
ein weiteres mit CYATAV (Tier 3) immunisiert. Uber Dot-Blots und Westernblots
wurden im Verlauf der Immunisierung die induzierten Antikdrper-Titer kontrolliert. In
den Seren der Tiere 1 und 2 konnten im Vergleich zum Praserum keine CT-spezifischen
Antikorper nachgewiesen werden. Das Serum des Tieres 3 zeigte nach 42 Tagen eine
schwache Reaktion gegen das Antigen und auch gegen Hefezellwandextrakte (nicht
gezeigt). Um die Spezifitit bzw. Signalintensitit des Serums zu erhdhen wurde das
dritte Versuchstier noch zwei weitere Male im Abstand von jeweils 14 Tagen mit
CYATAYV immunisiert.

Spezifititstests mit dem Serum des 98. Immunsisierungstages sind in Abbildung 3-2

zusammengefalt.
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Praserum Serum d98 B
[ 1 1 Reaktion mit CYATAV nach Prainkubation
1 10" 102 10 1 107102 103 g

CYATAV ® © ® © ‘. @ © -| kein Substrat |:|0,1mMYATAV

KLH © @ © © 90 @ e |:| 1mM CI 1mM KPTGY

KLH+CYATAV © © © © 9 @ ® @ IEI 0,1mM CT 1mM Mannose
. |

CATA © ® © © © ®© ® o I:I 1mM YATAV 1mM CATA

Abb. 3-2: Sperzifititstests mit Serum des 98. Immunisierungstages (d98)

A: Verdiinnungsreihen verschiedener Substrate wurden auf PVDF Membran getropft und mit Serum d98
im Vergleich zu Praserum in einer 1:2000 Verdiinnung inkubiert

B: Serum d98 wurde in einer 1:500 Verdiinnung mit verschiedenen Substraten fiir 1h préinkubiert und
anschliefend auf Reaktion mit CYATAV getestet

So konnte gezeigt werden, dall das Serum spezifisch CYATAV auch ohne Bindung an
das KLH-Trégerprotein erkennt, mit dem Kontrollpeptid CATA aber keine Reaktion
erfolgt. In Prainkubationstests (Abb. 3-2B) konnten die Antikorper auch mit dem
mannosylierten Dipeptid CT nicht aber mit Mannose allein aus dem Serum titriert
werden. Sehr gut reagierte aber auch das unmodifizierte Peptid YATAV mit dem
Antiserum. Da diese Peptidsequenz in S. cerevisiae in keinem bekannten Protein
vorhanden ist, wird dadurch die Verwendbarkeit des Antiserums nicht eingeschrénkt. In
Westernblots mit SDS-Zellwandextrakten konnte mit dem Antiserum neben anderen
Proteinbanden auch die ausschlieBlich O-glykosylierte Chitinase detektiert werden. N-
glykosylierte Kontrollproteine wie Carboxypetidase Y (CPY) oder Fetuin wurden
dagegen nicht erkannt (nicht gezeigt). Trotz dieser positiven Ergebnisse erwies sich das
Antiserum in von der Fa. Oxford Glycoscience durchgefiihrten Tests als nicht
ausreichend spezifisch. Durch die nétigen geringen Verdiinnungen des Serum (1:250 -
1:500) traten bei Zellwand-Westernblots hdufig Kreuzreaktionen und hohe Signal-
Hintergriinde auf. Grund dafiir konnte eine Wundinfektion des Kaninchens ca. 14 Tage
vor der finalen Entnahme des Serums gewesen sein, woduch vermutlich Antikdrper
gegen Zelloberfldchen-Proteine von Hefe-Pilzen gebildet wurden. Ein Versuch diese
Kreuzreaktionen durch Pridinkubation des Antiserums abzureichern, wurde nicht

durchgefiihrt.
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3.3 Screen nach neuen Zellwandproteinen

Wie einleitend erwihnt, konnten mit biochemischen Methoden zahlreiche Proteine der
Zellwand indentifiziert und charakterisiert werden. Dennoch ist nur von wenigen die
genaue Funktion bekannt. Ferner war keines der Proteine fiir die Integritit der Zellwand
essentiell. Durchgefiihrte Einzeldeletionen identifizierter Zellwandproteine hatten keine
oder nur geringe Auswirkungen auf die Lebensfdhigkeit der Zelle. Ebenso waren
Mehrfachmutanten weder letal noch osmolabil (Mrsa et al., 1999; M. Ecker, 2000). Da
auch aus diesen Mutanten biochemisch keine neuen Zellwandproteine identifiziert
werden konnten, wurde ein genetischer Ansatz gewihlt, um nach Zellwandprotein-
kodierenden Genen zu suchen (M. Ecker, 2000). Die Strategie des Screening-
Verfahrens durch Mutagenese und Selektion der Mutanten wird im Folgenden

einfihrend erlautert.

3.3.1 Durchfiihrung des Screenings

Wie bereits beschrieben, ermdglichen Regulationsmechanismen der Hefezelle auch bei
starker Reduktion einzelner Komponenten der Zellwand, diese durch Uberexpression
noch vorhandener auszugleichen. Dieses sollte geniitzt werden, um nach synthetisch
osmolabilen Mutanten zu suchen. Als Ausgangsstimme fiir die Mutagenese wurden
daher Zellwandmutanten - pirlpir2pir3pir4 (APIR) und scw4scwli0 (ASCW) - anstelle
eines WT-Stammes gewdhlt. Fiir die APIR-Mutante konnte gezeigt werden, dafl diese
zwar nicht osmolabil, aber in ihrer Zellwandstabilitdt dennoch beeintrachtigt ist. So ist
die Sensitivitit dieser Mutante gegeniiber Zellwand-destabilisierenden Agenzien wie
Calcofluor White (CFW) und Kongorot im Vergleich zum WT erhoht (Mrsa et al.,
1999).

Einen dhnlichen Phinotyp weist die ASCW-Mutante auf, in welcher mit SCW4 und
SCW10 zwei potentielle B-1,3 Glukanasen deletiert sind. Ferner ist die Beobachtung,
daBl sich unter reduzierenden Bedingungen im Vergleich zum WT erheblich mehr
Protein aus der Zellwand der Mutante extrahieren 1df3t, ein weiterer Hinweis auf einen
strukturellen Zellwanddefekt (Cappellaro ef al., 1998).

Mit beiden Stimmen wurde eine EMS (Ethylmethansulfonat)-Mutagenese unter
osmotisch stabilisierten Bedingungen durchgefiihrt. Die erhaltenen Klone wurden
anschlieBend iiber Replikaplattierung auf Osmolabilitit und CFW-Sensitivitit
selektioniert (M. Ecker, 2000). Die Mutanten wurden entsprechend ihrer
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Ursprungsmutante OSP  (osmosensitive APIR) und OSS (osmosensitive ASCW)

bezeichnet. In Abbildung 3-17 sind weitere SelektionsmaBnahmen zusammengefafit,

durch welche die Zahl erhaltener osmolabiler Mutanten eingeschriankt wurde. Ziel war

es Mutanten auszuschlieBen, die nur indirekt an der Zellwandsynthese beteiligt sind

sowie sicherzustellen, dal es sich bei den erzeugten Phinotypen um rezessive

Einzelmutanten handelt (M. Ecker, 2000).

Ausschlull von Sekretionsmutanten

'

Komplemetation mit PKC1

'

Test auf Rezessivitat

'

Test auf Einzelmutationen

Abb. 3-17: Selektion osmolabiler Mutanten
Sekretionsmutanten wurden zunéchst tiber einen Nachweis
saurer Phosphatase ausgeschlossen.

Phinotypisch interessante Klone wurden anschlieBend mit
einem PKCI1/CEN-Plasmid transformiert und
komplementierbare Klone aus dem Screen entfernt.

Auf Rezessivitit der Mutation wurde iiber Kreuzung mit
einer entsprechenden Ausgangsmutante getestet. Es wurden
nur Mutanten weiterverwendet, welche als Diploide nicht
osmolabil waren. Durch Sporulation und anschlielende
Tetradenanalyse wurde ferner auf Einzelmutationen getestet
(Aufspaltung des Phénotyps 2:2). Dieser Test konnte mit
OSP-Mutanten nicht durchgefiihrt werden.

Bestandteil dieser Arbeit war die Charakterisierung der aus der Mutagenese des ASCW-

Stamms hervorgegangenen OSS-Mutanten sowie die Komplemetation ihres

osmolabilen Phinotyps.
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3.3.2 Charakterisierung der OSS-Mutanten

Von insgesamt 14000 Uberlebenden der EMS-Mutagenese verbliecben nach den

verschiedenen Selektionen 11 OSS-Mutanten zur genaueren Charakterisierung.

3.3.2.1 Mikroskopischer Phanotyp

Morphologische Verdnderungen der Mutanten nach Inkubation in osmotisch nicht

stabilisierten Medium wurden im Lichtmikroskop analysiert.

+ 1M Sorbitol - 1M Sorbitol

scw4 scw10

0SS20

0SS55

0SS78

0SS80

Abb. 3-18: Mikroskopischer Phéinotyp ausgewihlter OSS-Mutanten

Exemplarisch dargestellt sind OSS-Mutanten sowie die Ausgangsmutante ASCW in YPD
mit und ohne osmotische Stabilisierung. Die Nomarski-Aufnahmen wurden nach einer
Inkubationzeit von ca. 45min gemacht.
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In Abbildung 3-18 sind exemplarisch einige OSS-Mutanten im Vergleich zur ASCW-
Mutante dargestellt. Wéhrend die Ausgangsmutante kaum sichtbare Verdnderung in
beiden Medien aufweist, sind in allen gezeigten Mutanten vielfach Zellen mit stark
vergroBerten Vakuolen zu beobachten. Die Mutanten OSS55, OSS80 und besonders
0OSS20 bilden zudem grofle Aggregate. Der mikroskopische Phénotyp nicht gezeigter
OSS-Mutanten entsprach weitestgehend den abgebildeten. Gravierende Schiaden, wie

beispielsweise ein Lysieren der Zellen, traten dagegen in keiner Mutante auf.

3.3.2.2 Uberlebensrate der OSS-Mutanten in H,O

Eine Quantifizierung der Osmolabilitit der OSS-Mutanten wurde mittels einer
Bestimmung der Uberlebensrate nach einem hypoosmotischen Schock, durch

Inkubation in destilliertem Wasser durchgefiihrt (Abb. 3-19).

20
18

18,6%

16 H

0,
13.3% 14,4%

14

12 4 |

10 H =

6,8%

Uberlebensrate in %

2,0%

0% 0,4%

o N &~ O
1
I
|

I 0,5% 0,5
B s e

| —
T T T T T

Abb. 3-19: Uberlebensrate von OSS-Mutanten in H,O

Je zwei Aliquots mit errechneten 500 bzw. 5000 Zellen wurden vor und nach
einer 20 stiindigen Inkubation in destilliertem Wasser auf YPDS-Platten
ausplattiert. Nach zwei bis drei Tagen wurden die gewachsenen Klone auf den
Platten ausgezihlt und so die Uberlebensrate der einzelnen Mutanten bestimmt

Die Uberlebensrate nach hypoosmotischen Schock lag bei allen getesteten OSS-
Mutanten unter 20%, wobei einige mit weniger als 1% Uberlebenden dramatische
Sterberaten aufwiesen. Ferner war fiir einige Mutanten die Rate abhdngig vom

gewithlten Anzuchtsmedium. So stiegen die Uberlebensraten z.B. bei OSS59 und
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OSS78 auf deutlich iiber 20%, wenn die Zellen in SD (synthetic dextrose)-Medium

anstatt in YPD angezogen wurden (Daten nicht gezeigt).

3.3.2.3 Analyse der Zellwand von OSS-Mutanten

Von zur Komplementation ausgewéhlten OSS-Mutanten wurde die Kohlenhydrat-
zusammensetzung der Zellwand bestimmt. Im Vergleich dazu wurde zusitzlich die
Zellwand des WT-Stamms (SEY6210) und der ASCW-Mutante untersucht. In Tabelle
3-1 sind jeweils die Zellwandbestandteile Glukan, Mannan und Chitin (N-
Acetylglukosamin) dargestellt.

Glukan Mannan N-Acetylglukosamin
SEY6210 46,8% 51,8% 1,4%
ASCW 34,7% 63,5% 1,8%
0SS20 30,7% 68,0% 1,3%
0OSS41 30,8% 67,8% 1,4%
OSS55 34,5% 64,2% 1,3%
OSS78 34,1% 64,7% 1,2%
OSS80 52,1% 45,3% 2,6%

Tab 3-1: Analyse der Kohlenhydratzusammensetzung
Zur Analyse wurden préparierte Zellwédnde mit Trifluoressigsdure hydrolysiert.

Bereits die ASCW-Mutante zeigte im Vergleich zum WT einen deutlichen Anstieg des
Mannans um knapp 12% auf 63,5% bei entsprechendem Riickgang des Glukans. Mit
Ausnahme von OSS80 wurden in den OSS-Mutanten keine gravierenden
Verianderungen zur ASCW-Mutante gemessen. In der OSS80-Mutante fiel vor allem die
starke Zunahme des Chitins auf. Mit 2,6% war dieser Wert imVergleich zum WT fast
verdoppelt. Gleichzeitig war in dieser Mutante der Glukangehalt auf iiber 50%
angestiegen (ASCW: 34,7%). Eine leichte Erhohung des Mannans konnte in OSS20 und

0OSS41 gemessen werden.
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3.3.3 Komplementation der OSS-Mutanten

Zur Komplementation wurde eine ARS/CEN-Genbank verwendet, um die Moglichkeit
von multi-copy Supressionen zu vermeiden.

Vorausgehend wurden mit verschiedenen OSS-Mutanten sowohl Vektoren ohne Insert
(YCp50, pRS416) als auch die Centromer-Genbank testtransformiert. Dabei wurde die
Transformationseffizienz durch in 2.2.2.2 beschriebene Malnahmen entscheidend
verbessert, so daf} eine angestrebte Kolonienzahl von mehr als 10000 durch insgesamt
10 Ansédtze mit je 1ug Genbank-DNA erreicht werden konnte.

In den Transformationen mit leerem Vektor wurde aullerdem eine hohe Reversionsrate
der OSS-Mutanten festgestellt. Nach Replikaplattierung dieser Transformanten auf
YPD bzw. YPD/CFW entstanden meist Rasen kleiner Kolonien, was eine
Unterscheidung revertierter und komplementierter Klone unmdéglich machte. Um dies
zu vermeiden wurde die in 3.3.2.2 beschriebene hohe Sensitivitit vieler OSS-Mutanten
auf hypoosmotischen Schock genutzt. Nach einer Transformation wurden die Zellen
nicht sofort ausplattiert, sondern in osmotisch stabilisiertem Selektivmedium
aufgenommen und fiir ein bis zwei Verdopplungen bei 30°C inkubiert. Der
Selektionsdruck liegt dadurch nur auf dem Auxotrophiemarker und nicht auf der
Osmolabilitit. AnschlieBend wurden die Zellen abzentrifugiert und iiber Nacht in einem
groBen Volumen destillierten Wassers aufgenommen. So sollte auf jene Klone
selektioniert werden, die ein komplementierendes Gen erhalten und exprimiert haben.
Ausplattiert wurden so behandelte Zellen auf osmotisch nicht stabilisiertes
Selektivmedium. Diese Methode wurde bei OSS-Mutanten mit besonders niedriger
Uberlebensrate nach hypoosmotischem Schock angewendet. Andere Mutanten wurden
nach der Transformation auf osmotisch stabilisiertes Selektivmedium plattiert und auf
YPD/CFW-Platten doppelt liberstempelt.

Unabhingig von der angewandten Methode wurden Klone mit positivem Wachstum auf
Selektivmedium vereinzelt und von diesen Platten erneut auf YPD/CFW ausgestrichen.
Zum Vergleich wurden stets mit leerem Vektor transformierte Kontrollen verwendet.
Aus positiven Klonen wurden die Plasmide isoliert und erneut in die jeweilige
Ausgangsmutante transformiert. Vielfach fithrten diese Retransformationen isolierter,
positiver Plasmide nicht mehr zur Komplementation des osmolabilen Phanotyps. Die
verbliebenen komplementierenden Plasmide wurden in Restriktionsanalysen verglichen

und deren enthaltene Genbankfragmente {iber terminale Sequenzierung identifiziert.
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3.3.3.1 Komplementation der Mutante OSS20

Die OSS20-Mutante wurde wie beschrieben nach der Transformation einem
hypoosmotischen Schock unterzogen. Die theoretische Transformationsrate wurde
anhand einer Kontrollplatte mit 1/20 des Gesamtansatzes berechnet und betrug ca.29000
Zellen. Da die Uberlebensrate nach der Inkubation in destilliertem H,O mit ca. 10%
hoher als erwartet war, wurde zunichst auf YPD/CFW replikaplattiert und 25 gut
wachsende Klone anschlieBend auf YPD/CFW ausgestrichen. Restriktionsanalysen
nach Retransformation und erneuter Selektion zeigten, dafl verschiedene Plasmide
mehrfach vohanden waren. Insgesamt wurden aus 6 Klonen die Plasmide identifiziert.

In Tabelle 3-2 sind die genomischen Bereiche der enhaltenen Inserts wiedergegeben.

Plasmid Chromosom Sequenzbereich
p20/3 XII/XII XIII 871707-X11 458458 bp
p20/44 XII 46425-53689 bp
p20/82 XII 42522-53689 bp
p20/123 XII/XII XIII 871707-X11 458458 bp
p20/151 X1 873430-887408 bp
p20/155 XII 45126-53689 bp

Tab 3-2: Komplementierende Plasmide der Mutante OSS20

Die Plasmide p20/3 und p20/123 waren identisch und enthielten zwei Fragmente
verschiedener Chromosome. Obwohl dadurch eine prézise Identifizierung der
enthaltenen offenen Leserahmen nicht durchgefiihrt werden konnte, war es
wahrscheinlich, dal die Komplementation auf dem auf Chromosom XIII enthaltenen
SCW10 beruhte. Die Tatsache, dall auch p20/151 SCW10 enthielt war zwar zum einen
enttduschend, zeigte aber zum anderen, da3 die vorliegende Osmolabilitét tatsdchlich
durch eine Kombination mehrerer Gendefekte erzeugt wurde.

Die Plasmide p20/44, p20/82 und p20/155 enthielten iiberlappende genomische
Bereiche des Chromosom XII (Abb. 3-20). Sechs offene Leserahmen waren allen
Fragmenten gemeinsam, doch nur FPS/ war bereits im Zusammenhang mit

Osmolabilitit bekannt.
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Chromosom XI|

YLLO47w YLLO44w
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Abb. 3-20: OSS20 komplemetierender Bereich auf Chromosom XII (42522-52930 bp)

FpsIp gehort zur Familie der MIP (major intrinsic protein) Kanal Proteine und ist flir
den schnellen Efflux intrazelluldir akkumulierten Glycerins wéhrend eines
hypoosmotischen Schocks verantwortlich, eine Osmolabilitdt einer entsprechenden
Deletionsmutante liegt jedoch nicht vor (Luyten ef al., 1995; Tamas et al., 1999).

Ein FPSI tragendes Centromer-Plasmid wurde in OSS20 transformiert und die
Transformate auf Osmolabilitdt iiberpriift. In Abbildung 3-21 sind die Ergebnisse
verschiedener Transformationen zusammengefait. Neben SCWI10 und den isolierten
Genbankfragmenten p20/44, p20/82 und p20/155, komplementiert auch FPSI alleine
den osmolabilen, bzw. Calcofluor White-sensitiven Phanotyp von OSS20.

Es ist bekannt, daB eine schwache Uberexpression von FPSI zu einem erhdhten
intrazelluldren Glyceringehalt fiihrt (Luyten ef al., 1995), womit ein Wachstumsvorteil
unter den gewéhlten, hypoosmotischen Bedingungen unwahrscheinlich wére. Ferner
wurde liber Transformationen von pFPSI in verschiedene OSS-Mutanten gezeigt, dal3
es sich bei der beobachteten Komplementation nicht um eine generelle Suppression
handelt, da nur OSS20 mit FPS/ komplementiert werden konnte (Abb. 3-21B).
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde eine Sequenzierung von FPSI in OSS20 nicht

durchgefiihrt.
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A

+1M Sorbitol + 10mg/l CFW

Abb. 3-21: Komplementation der Mutante OSS20

A: Dargestellt ist ein Vergleich des Wachstums von OSS20 auf YPDS und
YPD/CFW, transformiert mit den isolierten Genbankvektoren, pFPSI,
pSCWI10 sowie einem leeren Centromer-Vektor (YCp50). Als Positiv-
Kontrolle wurde zusétzlich die sew4scwi0-Mutante ausgestrichen.

B: Ausgestrichen wurden mit pFSP/ transformierte OSS-Mutanten im Vergleich
zur scw4scwl(0-Mutante

3.3.3.2 Komplementation der Mutante OSS41

Die OSS41-Mutante wurde wie OSS20 nach der Transformation einem
hypoosmotischen Schock unterzogen. Von errechneten theoretischen 29000
Transformaten iiberlebten hier nur 40 Klone die Inkubation in destilliertem Wasser.
Diese wurden zundchst auf SD-Medium vereinzelt und anschlieBend durch
Uberstreichen auf YPD und YPD/CFW auf Osmostabilitit getestet. Insgesamt wurden
von 31 positiven Klonen die Plasmide isoliert und iiber Restriktionsanalysen verglichen.
Viele dieser Plasmide komplementierten nach einer Retransformation in OSS41 den
osmolabilen Phinotyp jedoch nicht mehr und wurden daher aussortiert. Die meisten
verbliebenen Plasmide konnten aufgrund ihres Bandenmusters als SCW4 oder SCW10
tragende Plasmide identifiziert werden. Nur eines der terminal ansequenzierten
Plasmid-Inserts enthielt weder SCW10 noch SCW4. Abbildung 3-22 zeigt schematisch
das ca. 25kb grof3e komplementierende Insert von Plasmid p44/61.
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p41/61
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Abb. 3-22: OSS41 komplementierender Bereich auf Chromosom XII (848357-873353 bp)
Dargestellt ist ein Abschnitt von Chromosom XII mit allen vollstidndig enthaltenen offenen Leserahmen
ohne ribosomale Proteine. Die eingezeichneten Restriktionsenzyme wurden fiir die Subklonierungen der
Fragmente p61A bzw. p61B beniitzt

Zwei der 14 enthaltenen offenen Leserahmen codieren fiir Signaltransduktionselemente,
die im Zusammenhang mit Zellwandintegritdt bekannt sind. Stellp ist eine MAPKKK
und sowohl am pheromone response und filamentous growth als auch am HOG-Weg
beteiligt (Gustin et al., 1998). Eine direkte Auswirkung einer STE-Disruption auf die
Zellwandstabilitdt ist zwar nicht bekannt, aber in Verbindung mit einer bereits
geschwichten Zellwand nicht auszuschlieen.

Bei Rom2p handelt es sich um einen von zwei GEFs (GDP/GTP exchange factor) von
Rholp (Ozaki et al., 1996), einem essentiellen kleinen G-Protein, das nicht nur ein
Bestandteil des PKC-Wegs, sondern auch die aktivierende Untereinheit der B-1,3-
Glukansynthasen Fkslp und Fks2p ist (Nonaka et al., 1995, Kamada et al., 1995,
Quadota et al., 1996).

Daher wurden zwei Bereiche des Plasmids p61, die STE/l bzw. ROM?2 enthielten, in
den Centromer-Vektor pRS416 subkloniert (Abb. 3-22). Die Uberpriifung der
Transformanten auf Osmostabilitit und Calcofluor White Sensitivitit ist in Abbildung
3-23 dargestellt. Neben dem Ausgangsplasmid p61 komplementiert nur p61A (ROM?2)
nicht aber p61B (STE!1) den Phinotyp von OSS41.
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YPD + 4mg/l CFW

scw4/10 £
0SS41/pRS416 k8
0SS41/p61 B
0SS41/p61A
0SS41/p61B

Abb. 3-23: Komplementation der Mutante OSS41 durch ROM?2

Verschiedene Transformanten der Mutante OSS41 wurden zusammen mit der scw4scwl(0-Mutante in
10er Verdiinngen auf YPDS, YPD und YPD/CFW-Platten aufgetropft.

p61: Chr XII 848357-873353 bp; p61A: ROM2; p61B: STE11; pRS416: negativ Kontrolle

Im Gegensatz zur rhol-Mutante ist eine ROM?2-Deletion lebensféhig, vermutlich da
Romlp, der zweite GEF fiir Rholp, diesen Defekt kompensieren kann (Heinisch et al.,
1999). Osmolabilitdit konnte fiir eine romZ2-Mutante nicht gezeigt werden, aber
Hypersensitivitdt gegeniiber Hitzeschock. Ein temperatursensitiver Phénotyp konnte
ebenfalls fiir OSS41 auf osmotisch stabilisiertem Medium gezeigt werden (Abb. 3-24).

Demzufolge ist anzunehmen, dal tatsdchlich ROM2 in OSS41 defekt ist und in
Kombination mit der Deletion von SCW4 und SCW10 neben der Temperatursensitivitét
auch Osmolabilitdt verursacht. Eine Sequenzierung des entsprechenden Gens aus

0OSS41 wurde nicht durchgefiihrt.

Abb. 3-24: Die Mutante OSS41 ist temperatursensitiv
Der Test auf Temperatursenistivitit wurde auf osmotisch
stabilisierten Platten durchgefiihrt.

scwdscw10 W 4

0SS41

Eine Suppression von OSS41 durch eine zusitzliche Genkopie von ROM?2 kann nicht
ausgeschlossen werden, ist aber unwahrscheinlich. Es konnte zwar gezeigt werden, daf3
eine Uberexpression von ROM?2 auf multicopy-Plasmiden, mutante Phinotype
verschiedener =~ PKC-Signaltransduktionswegkomponenten  suppremieren  kann,

allerdings geschieht dies nur unvollstindig (Jacoby ef al., 1998).



74 Ergebnisse

3.3.3.3 Komplementation der Mutante OSS55

Im Unterschied zur Transformation der OSS41-Mutante {iberlebten bei OSS55 relativ
viele Klone den hypoosmotischen Schock, allerdings in Kolonien unterschiedlicher
GroBe. Eine weitere Selektion iiber Replikaplattierung war daher nicht moglich. Neben
ca. 2000 kleinen Kolonien, waren 36 Kolonien von ca. 21000 errechneten
Transformaten deutlich groBer. Diese wurden zundchst auf Minimalmedium vereinzelt
und anschlieBend auf YPD und YPD/CFW Platten iiberstrichen. Eine Selektion auf
Osmostabilitdt erwies sich als schwierig, da auch Kontrolltransformanten mit YCp50
zum Teil auf YPD wachsen konnten. Daher wurden im folgenden ausschlieBlich
YPD/CFW-Platten verwendet. Aus 22 positiven Klonen wurden die Plasmide isoliert
und einer Restriktionsanalyse unterzogen. Acht Plasmide waren bereits bekannt und
enthielten SCW4 oder SCW1I10, von den lbrigen waren einige mehrfach vorhanden.
Letztlich wurden acht verschiedene Plasmide in OSS55 retransformiert. Plattentests auf
Komplementation des OSS55-Phénotyps waren bei allen Transformaten positiv. Die
durch Sequenzierung identifizierten genomischen Bereiche der Plasmid-Inserts sind in

Tabelle 3-3 dargestellt.

Plasmid Chromosom Sequenzbereich
p55/1 X 593170-605308
p55/4 XIII 871707-895053
p55/12 XIII 878636-891050
p55/13 XII 868152-881474
p55/15 XII 878487-887301
p55/18 VII 1048608-1059769
p55/20 XII 367123-387065

Tab 3-3: Komplementierende Plasmide der Mutante OSS55

Vier der erfolgreich sequenzierten Plasmide enthielten SCW10 (p55/4, p55/12, p55/13,
p55/15) und p55/18 trug SCW4. Das Plasmid p55/1 enthielt nur drei vollstindige offene
Leserahmen (Abb. 3-25). Da aufgrund bisheriger Daten nicht vorhersagbar war,
welches der Genprodukte die Mutation in OSS55 komplementiert, wurden zwei offene

Leserahmen (BUD4, FIP1) aus dem Genbankvektor geschnitten und dieser religiert.
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Abb. 3-25: OSS55 komplementierender Bereich auf Chromosom X (593170 - 605308 bp)
Die offenen Leserahmen BUD4 und FIP! wurden iiber Sphl Schnittstellen, die singuldr in
Genbankvektor und Insert vorhanden sind, ausgeschnitten. Das religierte Plasmid entspricht pJSNI.

Das so erhaltene Plasmid pJSN/ wurde in OSS55 transformiert und auf
Komplementation getestet, indem die erhaltenen Transformanten auf YPD und
YPD/CFW-Platten iiberstrichen wurden. Wie das Ausgangsplasmid p55/1
komplementierte auch JSN/ alleine den osmolabilen und Calcofluor White sensitiven
Phanotyp der OSS55-Mutante.

Eine in Abbildung 3-26 dargestellte Quantifizierung iiber Tiipfelplatten zeigte jedoch,
dal die Komplementation nicht vollstindig war. Das Wachstum des Stammes
OSS55/pJSN1 auf YPD oder YPD/CFW ist zwar deutlich besser als die mit dem leeren
Vektor transformierte Kontrolle (OSS55/pRS416), das Wachstum der scw4scwlO0-

Ausgangsmutante wird jedoch nicht ganz erreicht.

YPD + 4mg/l CFW

0OSS55/pJSN1
0SS55/p55/1 o
0SS55/pRS416 A

scw4scw10

Abb. 3-26: Unvollstiindige Komplementation der Mutante OSSS5 durch JSN1
Dargestellt sind Verdiinnungsreihen in 10er Schritten ausgehend von ca. 10° Zellen, die auf YPDS,
YPD und YPD/CFW-Platten aufgetropft wurden.

Eine Erkldrung dafiir wire eine Suppression des OSS55-Phénotyps durch eine weitere
JSNI Genkopie. Jsnlp gehort zu einer Familie von fiinf homologen Proteinen (Puf-
Familie) deren genaue Funktion noch nicht bekannt ist, vermutlich aber im
Zusammenhang mit mRNA Stabilisierung steht (Olivas und Parker, 2000). Falls also
JSNI fiir die Stabilitét eines fiir die Zellwandintegritét wichtigen Transkripts notwendig
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ist, konnte auch eine schwache Uberexpression des Gens zu einer Unterdriickung eines
Zellwanddefekts fiihren. Mittels PCR wurde JSN/ an genomischer DNA sowohl aus
OSS55 als auch aus der scw4scwl0-Mutante amplifiziert. Die JSNI-Sequenz beider

Stimme war identisch, wodurch die vermutete Suppression bestitigt wurde.

p55/20
Chromosom XII
YLR111w

cew12 SRN2
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D 4D CEre ] oy [wssy <am 1<

Hindi I Bsutsl  Bsulsl
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4 | | | | | °

5.0kb 10.0kb 15.0kb
367123 bp 387065 bp

Abb. 3-27: OSS55 komplementierender Bereich auf Chromosom XII (367123 - 387065 bp)

Das Plasmid p55/20 enthielt neben 11 weiteren offenen Leserahmen mit CCW12 ein fiir
ein GPI-verankertes Zellwandprotein codierendes Gen (Abb. 3-27). Eine
Transformation von OSS55 mit einem CCWI2-Plasmid fiihrte jedoch nicht zur
Osmostabilitdt der Mutante (Abb. 3-28).

YPD + 1M Sorbitol YPD + 10mg/l CFW

pHOG1-5 pCCW12

pHOG1-4 pHOG1-1

Abb. 3-28: Suppression der OSS55-Mutante durch HOG1

Gezeigt ist ein Vergleich des Wachstums von OSS55 auf YPDS und
YPD/CFW. Ausgestrichen wurden finf HOGI- und eine CCWI2-
Transformante. Als Kontrolle wurden zusétzlich die sew4scw0-Mutante sowie
eine Transformante mit Vektor ohne Insert ausgestrichen.

Da eine Uberexpression von HOGI die Resistenz gegeniiber Zellwand-
destabilisierenden Agenzien wie Calcofluor White und Congo Rot erhoht (Alonso-

Monge et al., 1999), lag die Vermutung nahe, daBl es sich auch hier um eine
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Suppression durch eine weitere Genkopie von HOGI handelt. Um dieses nachzuweisen
wurde HOG! aus p55/20 in den Centromer-Vektor pRS416 subkloniert (Abb. 3-27).
Dieses pHOG! bezeichnete Plasmid wurde in OSS55 transformiert und mehrere
Transformanten auf Osmostabilitdt und Calcofluor White Sensitivitit getestet (Abb. 3-
28). Im Vergleich zur Kontrolltransformation mit leerem Vektor (pRS416) und der
Transformation mit pCCW12, konnte pHOGI OSS55 komplementieren. Wie bereits
JSNI wurde auch HOGI sowohl aus der scw4scwl(O-Mutante als auch aus OSS55
zundchst tiber PCR amplifiziert und anschlieBend sequenziert. Erwartungsgeméif

stimmten beide Sequenzen iiberein.

3.3.3.4 Komplementation der Mutante OSS78

Fiir eine Komplementation von OSS78 wurde eine Selektion der Transformanten
mittels hypoosmotischen Schock zwar versucht, brachte aber kein verwertbares
Ergebnis, da zuviele Klone die Inkubation in destilliertem Wasser {iberlebten und diese
auch durch anschlieBende Replikaplattierungen auf YPD/CFW nicht weiter eingegrenzt
werden konnten. In einer neuen Genbank-Transformation wurden die auf osmotisch
stabilisiertem Medium plattierten Klone direkt und zweifach auf YPD/CFW (4mg/l und
10mg/1) tiberstempelt. Die Selektion der 23000 erhaltenen Transformanten ist in Tabelle
3-4 zusammengefalit. Eines der drei positiven Plasmide (p78/53) komplementierte den
osmolabilen Phédnotyp von OSS78 nur teilweise und wurde daher nicht néher

untersucht. Der chromosomale Bereich von p78/15 ist in Abbildung 3-29 dargestellt.

Transformanten gesamt 23000
positiv nach Replikaplattierung 96
positiv nach Uberstreichen auf YPD/CFW 18
Komplementation nach Retransformation 13
Inserts enthalten weder SCW4 noch SCW10 3

Tab 3-4: Selektion der OSS78-Genbanktransfromation
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p78/15
Chromosom llI

YCRO041w
YCRO38w-A MATa 1

) MATq 2
< BUD5 K1
Ksp,ikl IKspAI
195291 bp | | 203158 bp

270 bp

Abb. 3-29: OSS78 komplementierender Bereich auf Chromosom III (195291 — 203158 bp)
Ein 270 bp groBles Stiick von p78/15 wurde mit KspAl ausgeschnitten und damit BUDS5 bzw.
YCR0O38w-A zerstort. Das religierte Plasmid erhielt die Bezeichnung pbud5.

Neben dem mating type (MAT) Locus enthielt das ca. 8kb groB3e Insert nur drei weitere
vollstindige offenen Leserahmen. Um festzustellen welches Gen fiir die
Komplementation von OSS78 verantwortlich ist, wurde zunidchst BUDS5 und YCR0O38w-
A auf p78/15 zerstort (Abb. 3-29). Da das so erhaltenene Plasmid pbud5 nach
Transformation weiterhin zur Osmostabilitdit von OSS78 fiihrte (Abb. 3-30), konnten
diese beiden Gene ausgeschlossen werden.

Fiir zwei Gene des MAT-Locus (MATo2 und MATal) wurde bereits von Verna und
Ballester (1999) ein Zusammenhang mit der Erhaltung der Zellwandintegritit
nachgewiesen. Besonders die MAT-Gene des entgegengesetzten Paarungstyps waren in
der Lage den Phénotyp verschiedener WSC-Mutanten (cell wall integrity and stress
component) zu supprimieren.

Das Plasmid p78/63, das unter anderem WSCI enthielt, konnte den osmolabilen
Phéinotyp der Mutante OSS78 nicht vollstindig komplementierten (nicht gezeigt). Im
Zusammenhang mit der Suppression von OSS78 durch MATa2 wire ein Defekt in
diesem Gen wahrscheinlich. Wie einleitend erwdhnt (1.2.2.1), wird fir die WSC-
Proteine als Bestandteil des PKC-Signaltransduktionswegs eine Funktion als
Zelloberflachen-Sensor postuliert (Verna et al., 1997; Lodder et al., 1999). Die Deletion
von beispielsweise WSCI fiihrt zwar nicht zur Osmolabilitidt der Zelle, die Mutante
zeigt jedoch geringfiigige Temperatursensitivitéit bei 37°C und einen Zellyse-Defekt bei
14°C.

Uber einen Tiipfeltest wurde das Wachstum verschiedener OSS78-Transformanten

verglichen. Wie in Abbildung 3-30 gezeigt, komplementierte eine Transformation mit
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pWSCI den osmolabilen Phénotyp von OSS78 nur teilwiese, wiahrend p78/15 und
pbud5 (Mato.2) zu einer vollstandigen Heilung fiihrten.

YPD + 1M Sorbitol

scw4/10
0SS78/p15
0OSS78/pbud5

Abb. 3-30: Komplementation der Mutante OSS78
Dargestellt sind Verdiinnungsreihen in 10er Schritten ausgehend von ca.
10° Zellen, die auf YPDS und YPD-Platten aufgetropft wurden.

Uber die Sequenzierung von WSCI aus OSS78 konnte letztlich bestitigt werden, daf
WSCI keine Mutation trigt. Eine Erklarungsmdglichkeit wire, dal die Mutation in
OSS78 in einem der anderen WSC-Gene vorliegt und diese partiell durch eine weitere

WSC1-Kopie aber auch vollstandig durch MATo2 suppremiert werden kann.

3.3.3.5 Komplementationsversuche weiterer OSS-Mutanten

Neben den geschilderten Komplementationen der Mutanten OSS20, OSS41, OSS55 und
OSS78 wurden im Rahmen dieser Arbeit weitere OSS-Mutanten mit Genbank
transformtiert, um deren Phinotyp zu komplementieren.

Die Versuche mit OSS4, OSS59, OSS80 und OSS87 fiihrten zu keinem eindeutigen
Ergebnis. Bei den Mutanten OSS80 und OSS87 war eine Ursache die zu schwache
Osmolabilitit der Mutanten, die sich vor allem nach der Transformation kaum
manifestierte und daher eine Selektion erhaltener Klone erheblich erschwerte. OSS4
und OSS59 konnten zwar mehrfach komplementiert werden, jedoch ausschlieflich

durch SCW4 bzw. SCW10.

3.3.3.6 Identifizierung einer Punktmutation in CHS4 aus OSP345

In vorangegangenen Arbeiten wurde bereits die aus der AP/R-Mutante hervorgegangene

OSP345-Mutante mit CHS4 komplementiert, ein eindeutiger Nachweis einer Mutation
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in CHS4 konnte jedoch nicht erbracht werden (M. Ecker, 2000). Bei Chs4p handelt es
sich um einen posttranskriptionellen Regulator der Chitinsynthase III (Trilla et al.,
1997; Ono et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Sequenzanalyse von CHS4 aus OSP345
durchgefiihrt. Der 2091 bp umfassende offene Leserahmen von CHS4 wurde hierzu
tiber PCR an genomischer DNA von OPS345 und der AP/R-Mutante amplifiziert. Die

PCR-Produkte wurden direkt sequenziert und die erhaltenen Sequenzen verglichen.

Gen Basenaustausch Aminosaureaustausch

CHS4 Position 1568: G—A W523—STOP

Tab. 3-5: Sequenzvergleich von CHS4 aus APIR und OSP345

Eine eingefiihrte Punktmutation (Tab. 3-5) fiihrt demnach in CHS4 zum vorzeitigen
Sequenzabbruch nach Aminosdure 523. Man kann daher davon ausgehen, dafl ein
disruptiertes CHS4, zusammen mit dem Fehlen der vier PIR-Proteine, fiir die

Osmolabilitdt von OSP345 verantwortlich ist.

3.4 Genom-weite Expressionsanalyse multipler
Zellwandmutanten

Nachdem durch den genetischen Screen keine neuen wichtigen Zellwandkomponenten
gefunden werden konnten, wurde nach anderen Moglichkeiten gesucht Gene zu
identifizieren, deren Produkte vor allem in der Zellwand selbst eine wichtige Rolle
spielen konnten. Hierbei sollte sich der Kompensationsmechanismus der Zellwand zu
Nutze gemacht werden. Wie bereits einleitend erwihnt (1.2.3), ist die Hefezellwand ein
dynamisches System, welches dazu in der Lage ist sowohl auf Verdanderungen duferer
Bedingungen, wie Osmolaritdt, aber auch auf interne Schwichung durch Reduktion
einzelner Strukturelemente zu reagieren. In der Theorie wird die Zellwandintegritit
dabei durch Umorganisation und quantitative Verdnderung verfiigbarer Komponenten
gewihrleistet. So sollten filir die Zellwandintegritit wichtige Gene unter
StreBbedingungen oder auch in Zellwandmutanten transkriptionell verdndert sein. Um
dieses zu untersuchen wurde eine Genom-weite Expressionsanalyse unter Verwendung
von DNA-Arrays durchgefiihrt. Das transkriptionelle Profil zweier Zellwandmutanten

sollte mit einem Wildtypstamm verglichen werden. Ausgewdhlt wurden die Stimme
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pirlpir2pir3pir4 (APIR) und ccwl2cewli3cewl4tiplewpl (AGPI), da in diesen
Mutanten bereits Hinweise fiir eine verdnderte Transkription einiger Zellwandgene

vorliegen, welche im folgenden kurz zusammengefal3t werden.

3.4.1 Die Ausgangsmutanten APIR und AGPI

Die bereits in Abschnitt 3.3.1 beschriebene APIR-Mutante wurde gewéhlt, da in diesem
Stamm alle Vertreter einer Zellwandproteingruppe deletiert sind. Ferner konnte fiir
PIRI, PIR2, PIR3 und PIR4 eine Regulation durch den Zell-Integritits-
Signaltransduktionsweg gezeigt werden (Jung und Levin., 1999). Dennoch scheint diese
Mehrfachmutante eine relativ stabile Zellwand zu besitzen, da sie keine osmotische
Stabilisierung zum Wachstum bendtigt, sondern lediglich eine Sensitivitit gegeniiber
Calcofluor White und Kongo rot aufweist (Mrsa und Tanner, 1999). Uber Northern-
Analyse wurde die Transkription einiger Gene, deren Produkte an der Biogenese der
Zellwand beteiligt sind, in der APIR-Mutante untersucht. Dabei konnte beispielsweise
fiir die B-1,3 Glukansynthase I (FKS/) eine Verdopplung der Expression gezeigt werden
(Abb. 3-31).

Abb. 3-31: Transkription von KRE1, FKS1 und CTS1 N N
Fiir die Northern-Analysen wurde je 20pg Gesamt-RNA von \$& <2\g~ @Q Q{?‘ @Q
WT, APIR- und AGPI-Mutante eingesetzt. v v v v
Die Signalintensititen hybridisierter **P-Sonden wurden b
iiber Phosphorimager quantifiziert und jeweils gegen ACTI KRE1 . . 13125
normalisiert. Die angegebenen Faktoren beziehen sich auf
das jeweilige WT-Signal.
FKST /8% 8 8 20 | 13
CTST |l | 3 | 06

In der AGPI-Mutante fehlen fiinf bekannte, liber einen GPI-Ankerrest kovalent in der
Zellwand gebundene Proteine. Wie die APIR-Mutante weist auch diese
Mehrfachmutante keinen osmolabilen Phénotyp auf. Auffillig ist, da3 bis auf CCW13
die Einzeldeletionen aller in der AGPI-Mutante defekten Gene zu Calcofluor White
Hypersensitivitét fiihrten (Van der Vaart, et al., 1995; Moukadiri et al., 1997; Mrsa et
al., 1999). Wihrend man bei einer gleichzeitigen Disruption von einer Verstirkung

dieses Effekts augehen konnte, war jedoch das Gegenteil der Fall. Die AGPI-Mutante
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zeigte ein mit dem WT vergleichbares Wachstum auf YPD/CFW (M. Ecker, 2000).
Dieser indirekte Hinweis einer Kompensation des Zellwanddefekts konnte ebenfalls in
Northen-Analysen gestiitzt werden. In Abbildung 3-31 sind transkriptionelle
Verdnderungen einiger Zellwandgene in der AGPI-Mutante exemplarisch dargestellt.
Die Expression von KRE!, das an der -1,6 Glukansynthese beteiligt ist, wurde 2,5fach
induziert, wihrend die Transkription der Chitin hydrolysierenden Chitinase (C7S7) auf

nahezu die Hilfte im Vergleich zum WT reduziert wurde.

3.4.2 Durchfiihrung der DNA-Filter-Analysen

In der Abbildung 3-32 sind die einzelnen Schritte der DNA-Filter-Analyse schematisch
dargestellt. Die praktischen Arbeiten wurden groftenteils am Institut National des
Sciences Appliquées in der Arbeitsgruppe von Prof. J.M. Frangois durchgefiihrt. Die
verwendeten DNA-Filter stammen aus der Molecular-Genetic Genome Analysis Group
von Prof. J.D. Hoheisel (Deutsches Krebsforschungszentrum), wo auch die Analyse der

Daten unter Anleitung von Nicole Hauser durchgefiihrt wurde.

Gesamt RNA-Praparation
der Stamme SEY6210 (WT)
APIR und AGPI . -
Quantifizierung der Signale
—1 Uber Analytical Imaging Station
AIS

) Einzelstrang cDNA-Synthese
und Markierung mit 3P dATP

| I

Kontrolle des 33P dATP Einbaus Datensets fiir WT, APIR und AGPI:
Alkalische Hydolyse der Rest-RNA je 7x11638 Werte

Prazipitation der cDNA

Qulitatskontrolle der Gesamt-cDNA
Uber alkaline Gelelektrophorese

Datenanalyse mit M-Chips:
Multi-Conditional
| Hybridization Intensity

Processing System

Hybridisierung des genomischen
DNA-Filters mit markierter cDNA

Signaldetektion Uber
Phophorimager:
Aufldsung 50um

6 mal wiederholt

Tabelle mit je 5819 Werten
bzw. Faktoren fiir
APIR und AGPI in Korrelation zur
WT-Kontrolle

—| Regeneration des DNA-Filters

Abb. 3-32: Schematischer Ablauf der Expressionsanalyse von APIR und AGPI
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Zur Préparation von Gesamt-RNA wurden WT, APIR- und AGPI-Mutante iiber Nacht
auf exakt OD 1 angezogen um moglichst vergleichbare zellulire Bedingungen zu
gewihrleisten. Im Unterschied zur phenolischen RNA-Préiparation wurden die Zellen
fiir die cDNA-Synthese in gefrorenem Zustand mechanisch aufgeschlossen und
Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy Midi Systems der Fa. Qiagen pripariert. RNA-
Abbau und ungleichmifige Priparation verschieden langer mRNAs wurde so
weitestgehend vermieden (Hauser et al., 1998).

Die RNA wurde anschliefend durch reverse Transkription in Einzelstrang cDNA
iiberschrieben und gleichzeitig durch den Einbau von **P-dATP radioaktiv markiert
(2.2.3.2). Nach der Hydrolyse restlicher Template-RNA mit NaOH wurde die cDNA
mit Isopropanol prizipitiert. Der Einbau wurde durch TCA-Prazipitation im
Szintilationszdhler quantifiziert (2.2.3.3) und lag im Durchschnitt bei 90%. Um die
durchschnittliche Lange der cDNA Transkripte zu {iberpriifen, wurde ein Aliquot der
Préaparation mittels alkalischer Gelelektrophorese untersucht (2.2.3.4).

Abb. 3-33: ¥*P-markierte cDNA

Gezeigt ist ein Vergleich zweier cDNA Synthesen mit
Oligo dT;s und geankerten dT;sXX. Letzteres ist ein
Primergemisch aus 15 verschiedenen Primern. XX steht
dabei fiir jede mogliche Kombination aus A,C,T und G. 3000 =

Diese soll die Bindung des Primers moglichst nahe am %ggg—
Gen gewihrleisten und so die Hybridisierung der cDNA | 14590 =
verbessern.

Die cDNAs wurden auf einem alkalischen Agarosegel 500 =
aufgetrennt, der Nachweis erfolgte iiber Autoradiographie.

(dT),5 (dT)4sXX

Die Léange der cDNA-Transkripte lag dabei jeweils zwischen ca. 300bp und ca. 2000bp
womit eine gute Hybridisierung mit den PCR-Templates der Filter gewihrleistet ist
(Abb. 3-33).

Die drei verwendeten DNA-Nylonfilter (112-1, 112-2, 112-3) enthielten 5819 von 6116
offenen Leserahmen (ORF) in Form von Vollingen-PCR-Produkten, wobei diese
jeweils in Dupplets in einer 4x4 Matrix aufgebracht wurden. 297 Gene fehlten aufgrund
von fehlerhaften PCR-Reaktionen (Hauser et al., 1998). Die Hybridisierung erfolgte in
Church-Puffer fiir 20h bei 65°C. Zur Detektion der Signale wurde ein Phosphorimager

Screen fir 60h mit den Filtern exponiert und dieser mit einer Aufldsung von 50um
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eingelesen. Die Filter wurden anschlieBend regeneriert und vor der erneuten
Verwendung auf eventuelle Sondenriickstinde kontrolliert.

Hybridisierungen und cDNA-Préiparationen wurden siebenmal wie beschrieben
durchgefiihrt, wobei die Filter zur Vermeidung von Artefakten jeweils getauscht
wurden. Eine weitere Reproduktion war aufgrund der durch wiederholte Hybridisierung

zunehmenden Hintergrundsignale vor allem auf Membran 112-1 nicht méglich.

3.4.3 Auswertung der Expressionsdaten

Nach einer Quantifizierung der Phosphorimager-Scans mittels AIS (4dnalytical Imaging
Station) erfolgte die Auswertung dieser Daten mittles M-Chips Software (Theoretical
Bioinformatics, Deutsches Krebsforschungszentrum).

Zunidchst wurden die einzelnen Signalintensititen aller Filter mit einer internen
Kontrolle normalisiert, um einen Vergleich aller Daten der jeweiligen Filter
untereinander zu ermoglichen. Dazu wurden die Daten einer Kontrollhybridisierung mit
universellen Oligos verwendet, welche bereits unmittelbar nach der Filterherstellung
durchgefiihrt worden war.

Im néchsten Schritt wurden, jeweils fiir die einzelnen Bedingungen (WT, APIR und
AGPI), alle Werte der 5819 ORFs untereinander verglichen, um die Reproduzierbarkeit
einzelnenr Daten zu iiberpriifen. Es wurden all jene Signale ausgeschlossen, deren

Intensitit mehr als vierfach iiber oder unter der Standardabweichung lag.

108) 10 108

109

et 108 107 104 108 107 104 105 106 107

04 108 108
WT: Mittelwerte aller Hybridisierungen WT: Mittelwerte aller Hybridisierungen WT: Mittelwerte aller Hybridisierungen

Abb. 3-34: Korrelations-Plots der Expressionsprofile von WT, APIR und AGPI

Gezeigt sind Auftragungen der Durchschnittlichen Intensitédten aller Kontroll-Hybridisierungen
(WT) gegen jeweils eine WT, APIR und AGPI-Hybridisierung. Die WT/WT-Korrelation
verlduft idealerweise in einem moglichst schmalen linearen Bereich, wiahrend differntiell
exprimierte Gene sich je nach Unterschied aus diesem entfernen.
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Die verbliebenen Daten konnen in unterschiedlicher Weise weiter analysiert und
dargestellt werden. Uber Korrelations-Plots wurden die Expressionsprofile der beiden
Mutanten mit dem WT verglichen. Wie in Abbildung 3-34 exemplarisch gezeigt, konnte

so abgeschitzt werden, ob und in welchem Maf3e Gene differentiell exprimiert wurden.

Dabei zeigten sich vor allem zwischen APIR und WT kaum Unterschiede im
Expressionsprofil. Im Vergleich der AGPI-Mutante mit dem WT waren deutlich mehr
Gene zu erkennen, die sich in ihrer Expression unterschieden, wobei sich auch hier
durch eine relativ hohe Ubereinstimmung mit dem WT Expressionsprofil abzeichnete,
daB die Transkriptionsunterschiede nicht dramatisch ausgefallen waren.

Fiir alle offenen Leserahmen wurden Expressionsfaktoren im Vergleich zum WT
ermittelt. In Abbildung 3-35 sind die Verfahren erldutert, welche zur Ermittlung der
durchschnittlichen Transkription verwendet wurden und wie diese gleichzeitig eine

Aussage iiber die Signifikanz der erhaltenen Werte zulassen.

Abb. 3-35: Farbkodierung der Expressionsfaktoren

A: Min/Max Separation: Waren die Transkriptlevel eines Gens in
einer Mutante (x) in allen Reproduktionen von den Werten der
WT-Kontrolle (o) getrennt, wurde der Expressionsfaktor durch
den Quotient aus dem kleinsten (x) und dem groBten (o)-Wertes
wiedergegeben. So ermittelte Faktoren sind hochst signifikant
und wurden rot bzw. blau hinterlegt.

B: Standard Abweichung Separation: Im Fall einer Vermischung
der Daten aus Mutante (x) und Kontrolle (o) wurde aus beiden
Sets der Durchschnitt (@) bestimmt und dieser mit der
Standardabweichung (o) verrechnet. Der Quotient dieser beiden
Werte ergab den Expressionsfaktor, welcher gelb bzw. hellblau
unterlegt wurde.

Beide Vefahren lassen keinen RiickschluB auf die Hohe des
Expressionsfaktors zu.

B >
x X

X
oo

x

Signalintensitat
OO0 O O¢———» X<

Nach den Ergebnissen der Korrelations-Analysen waren die Expressionsfaktoren in der
APIR-Mutante im Vergleich zum WT kaum verdndert. Ein Verlust der PIR-Proteine hat
somit zumindet keine Auswirkung auf die Transkription Zellwand-relevanter Gene.
Weniger als zehn offene Leserahmen waren um mehr als den Faktor 1,5 differentiell
transkribiert, wobei es sich dabei durchwegs um Daten geringer Signifikanz handelte.
Eine Auswertung der Expressionsfaktoren einzelner Gene wurde daher nicht

durchgefiihrt.
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In der AGPI-Mutante hingegen waren insgesamt 159 Gene differentiell exprimiert,
wobei 60 Gene induziert und 99 reprimiert wurden. Tabelle 3-6 zeigt eine statistische

Zusammenfassung der ermittelten Expressionsfaktoren.

Durchschnittswerte bestimmt durch:
min/max Separation | Separation der Standard-Abweichung
Expressionsfaktor > 1,50 159 28 131
induziert 60 11 49
reprimiert 99 17 82
Expressionsfaktor > 2,00 34 16 18
induziert 14 6 8
reprimiert 20 10 10

Tab. 3-6: Differentielle Transkription in der AGPI-Mutante

Generell 14Bt sich sagen, daB die geleichzeitige Deletion von flinf GPI-verankerten
Proteinen die Integritit der Zellwand offensichtlich beeintrachtigt, wobei dieser Defekt
durch eine Induktion bzw. Repression verschiedener Gene unterdriickt wird und somit
der Mutante ein normales Wachstum ermdglicht. Da ein Ziel des Arrays das Auffinden
neuer Zellwandproteine und moglicher Kompensationsmechanismen darstellte, wurden

alle regulierten Gene nach folgenden Selektionskriterien weiter eingegrenzt:

» Bekannte Lokalisation in der Zellwand

= Beteiligung an der Zellwandsynthese oder deren Regulation

» Unbekannter offener Leserahmen mit Signalpeptid

» Vergleich mit DNA-Arrays anderer Zellwandmutanten (Daten zu fksi-, gasl-,
kre6-, mnn9-, knr4-Mutanten von Lagorce et al., unverdffentlicht)

* Hoher Expressionsfaktor bzw. Signifikanz

Insgesamt wurden so 64 offene Leserahmen ausgewdhlt, die potentiell an der
Kompensation eines Zellwanddefekts der AGPI-Mutante teilhaben konnten und daher
fiir weitere Untersuchungen in Frage kommen (Tabelle 3-7).

Von den wenigsten dieser Gene ist die Funktion ihrer Produkte bekannt bzw. gut
untersucht. 12 Transkripte trugen ein Signalpeptid und kodierten zum Teil fiir bereits

bekannte (7) oder auch potentielle (5) Zellwandproteine.
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Gen ORF £ -Faktor[bekannte Requlation Genannotation
SCW 10 |YMR305C mind +4.5; kre6+1.8: gas/ 43,5 Zellwandprotein /putative G lukanase
PRB1 YELO60C as] 11,2, hs7+2,6; mond +4.3: #reb +1,1 Vakuoldre Protease B
YLLO53C a5/ +3,2; #reb )]
YOR389W as/ 42,9, mond +1,1; Signalpeptide
YPL2TTC +5.31 99% homolog zu YO R 389w
YORO65W | 42.95 [15fach induziert wahrend der Sporulation; 4249
YORSIIC | 4275 | mongd 42,0 #re6 +18
YPLOBBW ksl 4.5, gas! +3.4; knrd +3.4; #reb6 45,5, mind 9,8
EFRI [YMR2120
DIAT YMRIVOW | 42.34 |#s/ 42,5 gas/+4.9: #re6+1,7; mnnd +5.9 Pseudohyphales W achstum
PRYZ  YKROTSW [ 4233 [gas/+2,9; mond 46,3
SEDT YDRO//W 12310 | hs7 43,6, qus] 43,5, #nrd +3; kreb+1.9; mand +4,5 Zellwandprotein
YOR203W | +1.97 |#s7430,6 essentielles Gen
YDRO0BC +1.95
T0S1  [YBR162C mmnd +1.9 Signalpeptid; homolog zu Agalp
YNL187W g5/ 41,0
DFGS  |YMR258W gas 40, ths7+2,0; mnnd +4,8; kreb+52; knré +2,1 Pseudohyphales W achstum
SINT YIL123W as7+3,2; mnd +1.8
CHAT  |YCLO64C gas/ +2,6; tsl 4.6; mingd 24 Serin/Threonin D eaminase
CEF1 YMR213W | +1.70
YIL11/C H1.69 | #s/ 43,9 mand+58; #re6 +3 5
SRLI YOR24IW | +1.68 |#s/+1.5 mnnd+1,6; #re6 41,8 Signalpeptid
ABP1 YCRO8BW | +1.65 [4e6+19 Iytoskelett; Aktin bindendes Protein
ARCTS [YIL0620 .64 | #s/+1,6; hre6+1 D Iytoskelett
KAR?  |YJLOSAW .65 | mond+18 ER Protein Translokation
YJRTT4W +1.60 | #s/ 4.6, 4re6 4,6
BGL2 |YGR282C | H1.59 [mond+25; #re6 43,0 Lellwandprotein /Endo,36 lukanase
IRA2 YOLOBIW | +1.58 GAP firRasTp und Ras2p
CARZ  |YLR438W sl 11,8 mnd43.0; #re6 +1.8; fnrd +19
YHBI YGOR234W 0xidative Stressantwort
SAC6  [YDR129C | +1.56
TOSTT [YOR248W | H1.56 | s/ +1 7 mond+2.3: #re6+)0
BFR1 YORT98C | +1.54 Sekretion
PSTI YOROSSW | +1.51 | #s/+4.5: mond+5,0; #re6+1,1; #nrd 410 sezerniertvon Protoplasten
YLR414C S | hs742.5; mond+1.5; #re6 +3.1; #nrd 42,4 Signalpeptid
YOR220W | +1.50 [ #s/ 421 mand +4 ,4; #re6 42,1 Msn2p, Msndp abhéngig
KSS1 YGRO4OW | -1.60 MAPKinase Pseudohyphales W achstum
YLR415W Signalpeptide
FUST YCOLO2/W 057 +0.0; mond 2,0; kre6 4,1 Paarung, Zellfusion
YKLTOTW .80
OACT [YKL120W .81
YDL241W
YALOGOW
YOLTO6W .85
YLR 387C .87
SWI5  [YDRT46C | .98 Transkriptionsfaktor u.a. fir 277
BATT VAR08 |
10C)J YFROTIW 2.08
LIF1 YGLO9OW 2.09 | 4630
UTRZ__[verosov [ Zellwandproten
COC125 [YLR215C 220 {ming+15
AR5 YLR204W 2.21
GINT[YPROSSY | 7779 416, hre6 41, G lutamin Synthefose
YR 2820 247 Signalpeptide
YDRO26C 2.66
YJL0/20 210 freprimiert durch hohe Salzkonzentration
YDR 3140 281 | s/ 424 mind 59
ENAT YDR040C Plasmamembran ATPase
YILOBOW Pseudogen
IPK1 YDRJ15C ks 40,5 mond $1.8: #reb6+2.5: #nrd +1.8 Inositolkinase
YDR222W induziert durch hohe Salzkonzentration
YDR 1330
YOR134C | 432 |mrndd8 potentielles 6 PI-Protein
YDR223W s/ 42,0; induziert durch Pkelp: 43,42

Tab. 3-7: Selektion differentiell exprimierter Gene

Dargestellt sind 64 offenen Leserahmen, welche in der AGPI-Mutante differentiell exprimiert
werden und deren Genprodukte putative Auswirkungen auf die Zusammensetzung und/oder die
Biogenese der Zellwand besitzen. Die Expressionsfaktoren (E-Faktor) beziehen sich jeweils auf die
entsprechende Transkription im Wildtyp, wobei Induktionen ein positives, Repressionen ein
negatives Vorzeichen tragen. Farblich dargestellt ist die Signifikanz der Werte (sieche Abb. 3-35).

Grau unterlegt sind Proteine mit Signalpeptid.
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3.4.3.1 Differentielle Expression bekannter Zellwandprotein-kodierender
Gene in der AGPI-Mutante

Mit einem Expressionsfaktor von +3,62 stellte SCW10 das in der AGPI-Mutante am
starksten induzierte Gen dar und scheint damit eine zentrale Funktion bei der
Kompensation der AGIP-Mutante zu besitzen. BGL2, ein weiteres, flir ein losliches
Zellwandprotein kodierendes Gen, wurde ebenfalls induziert. Der Expressionsfaktor
war allerdings relativ gering (+1,59).

Das in der vorliegenden Arbeit bereits ausfiihrlich beschriebene SCW10 kodiert fiir ein
zu B-1,3 Glukanasen homologes Protein. Aufgrund der bestehenden Homologie wird
fiir ScwlOp eine Beteiligung an der Quervernetzung der Zellwandkomponenten
postuliert (Cappellaro et al., 1998). Wihrend fiir Scw10p eine enzymatische Funktion
bislang nicht gezeigt werden konnte, wurde fiir Bgl2p sowohl p-1,3
Endoglukanaseaktivitdt in vitro (Mrsa et al., 1993) als auch Transglukosidaseaktivitit
gezeigt (Goldman et al., 1995).

SEDI1 (suppressor of erd?2 deletion) kodiert fiir ein zu Ccw12p homologes GPI-Protein
(Hardwick et al., 1992). Zunichst als Zelloberflichenprotein stationdrer Hefezellen
beschrieben, konnte gezeigt werden, dal SED/ unter verschiedenen StreBbedingungen
und auch PKC1 abhingig induziert wird (Shimoi et al., 1998; Jung und Levin, 1999).
Das einzige reprimierte bekannte Zellwandgen kodiert flir das GPI-verankerte
Utr2p/Crh2p (congo red hypersensitiv). Fiir dieses Protein wurde ebenfalls eine
Funktion wihrend der Zellwandbiogenese postuliert, da es zum einen ebenfalls
Homologien zu B-Glukanasen und Transglykosidasen aufweist und ferner in der
Zellwand tiberwiegend Chitin-kolokalisiert nachgewiesen wurde (Rodriguez-Pena ef al.,
2000).

Die bekannten Stref-induzierbaren Signaltransduktionswege PKC und HOG schienen
in der AGPI-Mutante nicht aktiviert zu sein. Zwar waren mit SEDI und PSTI zwei
Gene induziert, die auch PKC-abhéngig transkribiert werden, die meisten der bekannten
Zielgene des PKC- und HOG-Wegs zeigten jedoch keine transkriptionellen
Verdnderungen. Dazu zdhlen auch die Gene der PIR-Familie. Damit konnte die, nach
biochemischen Hinweisen erwartete Induktion von PIR-Genen in der AGPI-Mutante
nicht bestitigt werden. Die beobachtete Verdopplung NaOH extrahierbarer PIR-
Proteine in der AGPI-Mutante (M. Ecker, 2000) ist daher zumindest nicht auf eine

transkriptionelle Regulation zuriickzufiihren.
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3.4.3.2 Differentielle Expression unbekannter offener Leserahmen in der
AGPI-Mutante

Fiinf differentiell exprimierte Gene kodierten fiir unbekannte nicht essentielle Porteine
mit Signalpeptid. Eines der in der AGPI-Mutante am stirksten induzierten Gene mit
einem Expressionsfaktor von +3,38 war YOR389w. Der offene Leserahmen liegt auf
Chr XV zwar im Bereich des Telomers, wird aber offensichtlich exprimiert. Ein
weiterer, ebenfalls unbekannter ORF YPL277w weist zu YOR389w eine hohe Identitit
auf. Dieser wurde in der AGPI-Mutante ebenfalls stark induziert (+3,31), besitzt jedoch
kein Signalpeptid. Aus dem Hydropathieprofil wird deutlich, daB YOR389w
moglicherweise fiir ein Transmembransprotein mit ein oder zwei Membranspannen

kodiert (Abb. 3-36).
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Abb. 3-36: Hydropathieprofil von YOR389w
Das Profil wurden nach Kyte und Doolillte (1982) Algorithmen ermittelt. Dabei wurde eine Fenstergrof3e
von 17 Aminosduren verwendet.

Ein zweiter unbekannter ORF, YLR414c, kodiert ebenfalls fiir ein potentielles
Transmembranprotein und wurde in der AGPI-Mutante 1,5fach induziert. Trotz dieses
vergleichsweise geringen Expressionsunterschieds, konnte es sich dennoch um ein
interessantes Protein handeln, da es auch in einigen anderen Zellwandmutanten, wie
z.B. fks1-, kre6-, oder mmn9-Mutante, positiv reguliert wurde. In Abbildung 3-37 ist das
Hyrdopathieprofil des sehr hydrophoben Proteins dargestellt, wonach man von
wenigstens vier Transmembranspannen ausgehen kann. Weitere Informationen konnten

uber YLR414c¢ nicht erhalten werden.
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Abb. 3-37 Hydropathieprofil von YLR414c¢
Das Profil wurden nach Kyte und Doolillte (1982) Algorithmen ermittelt. Dabei wurde eine Fenstergrofle
von 17 Aminosduren verwendet.

Ein weiterer interessanter unbekannter ORF, YDR134c, wurde in der AGPI-Mutante
stark reprimiert (-4,32). Der aufgrund eines internen STOP-Codons als Pseudo-Gen
klassifizierte ORF kodiert fiir ein potentielles GPI-verankertes Zellwandprotein,
welches zu 91% identisch mit Ccwl12p, einem der in der AGPI-Mutante fehlenden
Proteine wire. Uber eine Fusion der 40 C-terminalen Aminosiuren konnte bereits
gezeigt werden, daf3 die GPI-Ankersequenz zum einen beniitzt wird und dariiber hinaus
das Fusionsprotein effektiv in der Zellwand verankert wird (Hamada et al., 1998; 1999).
Andererseits mufl man davon ausgehen, dafl die mRNA aufgrund des internen STOP-
Codons nicht vollstindig translatiert wird und daher vermutlich kein funktionelles
Protein entsteht.

Uber die iibrigen regulierten ORFs mit Signalpeptid, YLR413c und YDR282c, konnten

keine zusitzlichen Informationen erhalten werden.

3.4.4 Uberpriifung einzelner Daten mittels Northern-Analyse

Obwohl die Expressionsanalyse iiber DNA-Filter, vor allem durch die hiufige
Reproduktion, eine sehr zuverldssige Methode darstellt, um transkribierte mRNA-
Mengen zu bestimmen, konnten in Abhdngigkeit von der RNA-Préparation, der
gewihlten Hybridisierungs-bedingungen und vor allem durch die Computer-unterstiitzte
Auswertung, Unterschiede zu Northern-Blots auftreten. Aus diesem Grund wurden im
folgenden die DNA-Array Daten mittels Northern-Blot Analysen bestétigt werden.
Hiefiir wurden fiinf exemplarisch ausgewéhlte Gene aus WT und AGPI-Mutante
préaparierter Gesamt-RNA nachgewiesen und miteinander verglichen (Abb. 3-38).
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Abb. 3-38: Kontrolle einzelner DNA-Array Daten

Fiir die Northern-Blots wurden jeweils 20pg Gesamt- 6{\“ &

RNA aus SEY6210 (WT) und AGPI-Mutante 6@‘ @Q\ ‘\0&\ v«‘&

ausgetragen. Nicht gezeigt ist die durchgefiihrte v

Ladungskontrolle liber EtBr-Firbung. _

Die Signalintensititen hybridisierter **P-Sonden scwi10 .. +2,76 | +3,62

wurden tiber Phosphorimager quantifiziert. Errechnete "

Expressionsfaktoren wurden den enstprechenden

Daten aus dem DNA-Array gegeniiber gestellt. 7081 - - +146 | +187
SED1 ‘. +2,90 | +231
UTR2 .ﬂ -2,53 | -217

YOR389w W 441 +338

Durch einen Vergleich der Expressionsfaktoren wurde deutlich, daf alle untersuchten

Gene weitestgehend mit den Daten aus dem DNA-Array iibereinstimmten. Auch

vergleichsweise geringe transkriptionelle Unterschiede zwischen WT und AGPI-

Mutante, wie beispielsweise bei 7OS1 konnten im Northern-Blot reproduziert werden.
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4 Diskussion

4.1 Stabilitat und Lokalisation von Zellwandproteinen in pmt-
Mutanten

Die Protein O-Mannosylierung ist eine essentielle Proteinmodifikation in S. cerevisiae
(Gentzsch und Tanner, 1996). Da nahezu alle bekannten Zellwandproteine O-
gebundenen Zuckerketten tragen, kann man davon ausgehen, dafl diese Modifikation
auch fiir die Zellwandintegrtit eine essentielle Bedeutung hat (Kuranda und Robbins,
1991; Chen et al., 1995; Mrsa et al., 1997; Cappellaro et al., 1998). So kann ein Defekt
der Protein O-Mannosylierung in den pmt-Mehrfachmutanten pmt2pmt3, pmt2pmt4 und
pmtipmt2pmt3 nur durch osmotische Stabilisierung der Zellen geheilt werden
(Gentzsch und Tanner, 1996). In strukturellen Analysen der Zellwand konnten bislang
keine Hinweise fiir eine Beteiligung O-gebundener Saccharide am Erhalt der
Zellwandintegritit gefunden werden (Kollar et al., 1997). Daher konnte der osmolabile
Phénotyp mancher pmt¢-Mutanten auf eine verringerte Stabilitit bzw. Sekretion
wichtiger Zellwandproteine zuriickzufiihren sein, was im Rahmen dieser Arbeit mittels

verschiedener Modellproteine untersucht werden sollte.

4.1.1 Pir2p

Mit Pir2p wurde ein Zellwandprotein untersucht, das sowohl in einer Zellwand-
gebundenen Form vorliegt, als auch ins Medium sezerniert wird (Lupashin et al., 1992;
Russo et al., 1992; Mrsa et al., 1997). In einer pmtIpmt2-Mutante konnte gezeigt
werden, daB3 Pir2p nicht nur stark unterglykosyliert ins Kulturmedium abgegeben wird,
sondern auch zum Teil fragmentiert vorliegt. In temperatursensitiven sec-Mutanten
wurde das Protein wihrend der Sekretion in den verschiedenen Kompartimenten
nachgewiesen. Dabei konnte festgestellt werden, dall eine Retention von Pir2p im
Endoplasmatischen Retikulum einer secl/8pmtipmt2-Mutante bei restriktiver
Temperatur zu einer WT-dhnlichen Glykosylierung fiihrt. Daraus folgt, da3 auch andere
PMTs in der Lage sind Pir2p zu glykosylieren, ihre Affinitdt jedoch geringer ist als die
des Pmtlp/Pmt2p-Komplexes. Ihre Aktivitit kommt daher erst bei lédngerer
Verweildauer von Pir2p im ER bei restriktiver Temperatur zum tragen. Ferner wurde in

einer secl8pmtilpmt2-Mutante akkumuliertes Pir2p, durch wiedereinsetzende Sekretion
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bei permissiver Temperatur, als intakte und vollstindig glykosylierte Polypeptidkette
ins Medium sezerniert.

Uber HF-Spaltungen konnte in einer seclpmtlpmt2-Mutante gezeigt werden, daB in
spaten sekretorischen Vesikeln, Pir2p ausschlieBlich als intakte Polypetidkette vorliegt
und somit die Spaltung erst im periplasmatischen Raum, der Zellwand oder im Medium
stattfindet.

In S. cerevisiae sind mehrere sezernierte Proteasen bekannt, die fiir eine extrazelluldren
Proteinabbau in Frage kommen. Neben der Pepsin-dhnlichen Barlp-Protease, die fiir
einen Abbau des o-Faktors verantwortlich ist, gehdren dazu auch mehrere GPI-
verankerte Proteasen, wie z.B. Ypslp, Ypsop, Yps7p und Mkc7p. Besonders fiir
heterolog exprimierte Proteine konnte eine periplasmatische Degradation durch einige
dieser Proteasen gezeigt werden (Hines et al., 1994; Zhang et al., 1997; Kang et al.,
2000). Ein Einfluf} dieser Enzyme auf Pir2p wurde aber nicht ndher untersucht.
Desweiteren konnte fiir Pir2p eine quantitativ beeintrichtigte Prozessierung des Proteins
durch die Golgi-Protease Kex2p nachgewiesen werden, die in einer pm¢4-Mutante
nochmals dramatisch verringert war. Pir2p wird von Kex2p 72AS nach dem START-
Codon gespalten (Russo et al., 1992). Bereits im Kulturmedium des Wildtyps konnten
nach einer HF-Spaltung zwei sezernierte PIR2-Genprodukte mit apparenten
Molekulargewichten von 45kDa bzw. 36kDa in einem Verhéltnis von 60:40 detektiert
werden. Dieses Molekulargewicht entspricht ndherungsweise den errechneten Grof3en
des unprozessierten bzw. KEX2-gespaltenen Proteins. In einer pmt4-Mutante dagegen
war die kleinere Kex2p-prozessierte Form kaum noch nachweisbar. Ein Grund dafiir
konnte sein, daB3 Kex2p selbst von Pmt4p nicht aber von Pmt1p oder Pmt2p glykosyliert
wird. Die Golgi Protease ist einer pmt4-Mutante stark unterglykosyliert (M.Genztsch,
1996) und konnte dadurch funktionell beeintrachtigt sein.

4.1.2 Cts1p

Die Endochitinase Ctslp wurde aus dem Kulturmedium von pmtlpmt2-Mutanten, zum
einen unterglykosyliert, aber auch in deutlich reduzierter Menge isoliert (Strahl-
Bolsinger et al., 1999), wobei aber der Gehalt in der Zellwand relativ zum WT
unverdndert blieb. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dall weder eine
negative Regulation der CTS/-Expression noch ein Sekretionsdefekt fiir den Riickgang

der Ctslp-Menge im Kulturmedium von pmtIpmt2-Mutanten verantwortlich ist. Uber
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PMTI-, PMT2-Zweifachdeletionen in verschiedenen temperatursensitiven Sekretions-
Mutanten konnte gezeigt werden, daB Ctslp intrazelluldr, auch bei restriktiver
Temperatur, nicht oder nur in stark reduzierten Mengen nachweisbar ist. Die
wahrscheinliche Ursache ist ein schneller proteolytischer Abbau des Proteins aufgrund
falscher Faltung durch einen ER assoziierten Mechanismus, vermutlich im Proteasom.
Ein Hinweis auf eine erhohte Anzahl falsch gefalteter Proteine in PMT-
Mehrfachmutanten konnte mittels Northern-Blot Analyse des molekularen Chaperons
KAR?2 erhalten werden, dessen Expression beispielsweise in einer pmtlpmt3pmt4-
Mutante fast verdreifacht ist. Eine &hnliche Zunahme ist bei einem N-
Glykosylierungsdefekt in einer ost3-Mutante oder nach der Zugabe von Tunikamycin
gezeigt worden (Kohno et al., 1993; Silberstein et al., 1998). Herbert et al. (1995)
konnten nachweisen, da3 Karlp in S. cerevisiae nicht nur an der Translokation von
Proteinen ins ER, sondern auch an deren Faltung beteiligt ist. Man kann daher davon
ausgehen, da3 in pmt-Mutanten vermehrt ungefaltete Proteine im ER vorliegen.

Die Expression von KAR2 wird durch den UPR (unfolded protein response)-Signal-
transduktionsweg reguliert (Mori ef al., 1998). Haufen sich zu viele ungefaltete Proteine
im Lumen des ER an, wird iiber den UPR-Weg ein Signal in den Zellkern vermittelt,
um die Transkription verschiedener Zielgene zu aktivieren. Durch einen bislang
unbekannten Mechanismus detektiert das Sensorprotein Irelp, ein Transmembran-
protein des ERs, eine Akkumulation ungefalteter Proteine im ER. Durch eine
Oligomerisierung von Irelp, wird durch die cytoplasmatisch, bzw. nucleoplasmatisch
lokalisiserte Endonukleasedomine des Proteins ein Intron aus der mRNA des
Transkriptionsfaktors HACI gespleifit und durch eine tRNA-Ligase ligiert (Shamu und
Walter, 1996; Cox und Walter, 1996; Kawahara et al., 1997). Nach einer vollstindigen
Translation der gespleiiten H4C/mRNA, wird mittels einer Bindung von Haclp an
UPR-Elemente die Transkription bestimmter Gene, beispielweise molekularer
Chaperone induziert (Abb. 4-1).

Neben der Stabilisierung ungefalteter Proteine, konnte aber auch eine direkte
Aktivierung der ER-assoziierten Degradation (ERAD) durch den UPR-Weg gezeigt
werden (Friedlander et al., 2000; Ng et al., 2000). Auf diese Weise wird eine
Schidigung der Sekretion durch zuviele falsch gefaltete Proteine kooperativ verhindert.
Uber eine Retranslokation durch den SEC61-Komplex werden falsch gefaltete Proteine
aus dem ER entfernt, wobei fiir 16sliche Proteine eine Bindung an Kar2p ndtig ist

(Plemper et al., 1997; 1998; Brodsky et al., 1999). Der cytoplasmatische Proteinabbau
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findet schlieBlich, abhingig von den Ubiquitin konjugierenden Enzymen Ubc7p und
Ubclp, im Proteasom statt (Sommer und Wolf, 1999; Friedlander ef al., 2000).

ER Lumen

Ungefaltete Proteine Translation
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AAAA

Cytosol
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Nucleus — ‘ tRNA Ligase
TR $ i
UPRE O Hacp

Abb. 4-1: Unfolded Protein Response (UPR) Signaltransduktionsweg nach Sidrauski ef al. (1998)
Modell des UPR in S. cerevisiae. Im ER angehdufte ungefaltete Proteine aktivieren das Type-I
Transmembranprotein Irelp, das nach einer Oligomerisierung durch eine Endonuclease Doméne
HACImRNA splei3it. AnschlieBend wird die mRNA durch eine assoziierte tRNA Ligase ligiert.
Obwohl beide Formen der HACImRNA stabil sind und den Nucleus verlassen konnen, wird nur
die gespleiBte Form vollstindig translatiert. Uber eine spezifische Bindung an UPR-Elemente
aktiviert Haclp nach Import in den Nucleus die Gene der unfolded protein response.

Unter normalen Wachstumsbedingungen fiihrt in S. cerevisiae nur ein gleichzeitiger
Defekt des UPR-Wegs und des ERAD zu schweren Wachstumsstorungen. In pmt-
Mutanten dagegen ist eine HACI-Deletion vermutlich letal, d.h. ein funktioneller UPR-
Weg essentiell (U. Schermer, personliche Mitteilung). Daraus 146t sich schlieBen, daf3
sich in einer pmtIpmt2-Mutante durch eine reduzierte O-Glykosylierung falsch gefaltete
Proteine im ER anhéufen, iiber einen aktivierten UPR-Weg teilweise stabilisiert und
gefaltet aber auch verstirkt iiber ERAD abgebaut werden. Besonders stark glykosylierte
Proteine, wie bespielsweise Cts1p, wiren dadurch stark reduziert. Ein Grund, daB in der
Zellwand der pmtipmt2-Mutante mit dem Wildtyp vergleichbare Mengen Ctslp
vorhanden sind, ist vermutlich die nicht kovalente Bindung des sezernierten Proteins an
das Chitin der Zellwand, welches in einer pmtlpmt2-Mutante zudem vermehrt

vorhanden ist.
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4.2 Screen nach synthetisch osmolabilen Zellwandmutanten

Der Grofiteil heute bekannter Zellwandproteine wurde in den letzten Jahren auf
biochemischem Wege identifiziert. Dabei wurden isolierte Zellwinde mit
verschiedensten chemischen und enzymatischen Methoden behandelt, um gebundene
Proteine zu extrahieren. Konnten zunichst einige prominente Zellwandproteine direkt
iber polyklonale Antiseren nachgewiesen werden, stellte sich bereits sehr friih heraus,
daB} es sich bei vielen isolierten Proteinen um cytosolische Kontaminationen handelte
(Klis, 1994). Mit Hilfe einer Markierung ganzer Zellen mit einem nicht
membrangingigen Biotinreagenz gelang es, Zelloberflachenproteine spezifisch iiber
Streptavidin zu detektieren (Casanova et al., 1992). Zahlreiche bis dahin unbekannte
Zellwandproteine konnten mit dieser Technik in S. cerevisiae gefunden werden (Mrsa et
al., 1997; 1999; Cappellaro et al., 1998). Eine Grenze dieser Methode stellte die ndtige
Praparation und Reinigung unmarkierter Proteine dar, um diese iliber N-terminale
Sequenzierung zu identifizieren. Nachdem auch in multiplen Zellwandmutanten
vergeblich versucht worden war neue Proteine aus der Zellwand zu isolieren, wurde
alternativ eine indirekte genetische Methode gewihlt. In einem Screen nach synthetisch
osmolabilen Zellwandmutanten wurde nach Genen gesucht, deren Deletion in bereits
potentiell geschwichten Zellwandmutanten zu einem Verlust der Zellwandintegritit
fiihrten (M. Ecker, Dissertation). In der vorliegenden Arbeit wurden einige dieser, aus
der EMS-Mutagenese einer scw4scwl(0-Mutante (ASCW) hervorgegangenen Mutanten
charakterisiert und deren Gendefekte durch Transformation mit einer Centromer-

Genbank komplementiert.

Mutante komplementierende Gene Zellwandzusammensetzung
Glukan Mannan Chitin
0SS20 FPS] 30,7% 68,0% 1,3%
0SS41 ROM?2 30,8% 67,8% 1,4%
OSS55 JSNI, HOGI 34,5% 64,2% 1,3%
OSS78 MATa2, WSCI 34,1% 64,7% 1,2%

Tab. 4-1: Komplementation und Zellwandzusammensetzung von OSS-Mutanten
Zusammensetzung der Zellwand der ASCW-Mutante: Glukan 34,7%; Mannan 63,5%;
Chitin 1,8%

In Tabelle 4-1 sind, neben der Kohlenhydratzusammensetzung der Zellwand, die

komplementierenden Gene der Mutanten OSS20, OSS41, OSS55 und OSS78
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(osmosensitive ASCW) zusammengefal3t. Ferner wurde der Phéanotyp aller untersuchten
Mutanten mehrfach mit SCW4 oder SCWI0 tragenden Plasmiden komplementiert,
womit gezeigt wurde, dal die Osmolabilitit der OSS-Mutanten jeweils auf eine

Kombination mehrerer Gendefekte zuriickzufithren ist.

In der Mutante OSS20 konnte der osmolabile Phénotyp durch die Transformation mit
FPS1 geheilt werden. Das zur Familie der MIP (major intrinsic protein) Kanal Proteine
gehorende Fpslp ist ein in der Plasmamembran lokalisierter Glycerintransporter.
S. cerevisiae synthetisiert, in Anpassung an ein Wachstum unter hyperosmolaren
Bedingungen, Glycerin als intrazelluldren Osmolyten um den Turgor der Zelle aufrecht
zu erhalten. Hypertonisches Medium fiihrt zu einem schnellen SchlieBen von Fpslp,
womit ein Efflux intrazellular akkumulierten Glycerins verhindert wird (Luyten et al.,
1995; Siderius et al., 2000). Das Gegenteil ist der Fall bei einem raschen Wechsel von
hyper- auf hypoosmotisches Medium. Ein sich schnell 6ffnender Kanal ermdglicht nun
den Glycerinausstrom. Eine fps/-Mutante ist daher hypersensitiv gegeniiber
hypoosmolaren Schock, ein Defekt, der sich auch in der OSS20 Mutante zeigt (Tamas
et al., 1999; diese Arbeit). Die Osmolabilitit der OSS20-Mutante ist jedoch auf eine
Kombination mit der Deletion von SCW4 und SCW10 zuriickzufiihren. Zum einen ist
eine fpsI-Mutante nicht osmolabil, zum anderen konnte der Phanotyp der OSS20-
Mutante auch mit SCW4 und SCWI10 komplementiert werden. Da in S. cerevisiae
konstitutiv Glycerin synthetisiert wird ist in einer fps/-Mutante der intrazelluldre
Glycerinspiegel um den Faktor 2 erhoht (Philips und Herskowitz, 1997). In Verbindung
mit der geschwichten Zellwandstruktur in der ASCW-Mutante reicht dieser geringe

Anstieg des Turgors offensichtlich aus um einen osmolabilen Phanotyp zu verursachen.

Die Mutante OSS41 konnte durch ROM?2 komplementiert werden, das fiir einen von
zwei GEFs (GDP/GTP exchange factor) von Rholp kodiert. In seiner GTP-gebundenen
Form ist dieses kleine G-Protein fiir die Aktivierung von drei verschiedenen Proteinen
verantwortlich. Als regulatorische Untereinheit der B-1,3 Glukansynthase ist Rholp
direkt an der Zellwandbiogenese beteiligt (Drgonova et al., 1996; Quadota et al., 1996).
Uber eine Aktivierung von Pkclp spielt das Proteine eine wichtige Rolle im Zellwand-
Integrititsweg (Ozaki et al., 1996). Ferner reguliert Rholp {iiber eine Interaktion mit
dem Profilin bindenden Protein Bnilp teilweise die Organisation des Aktin-Cytoskeletts
(Kohno et al., 1996; Evangelista et al., 1997). Wihrend die Funktion von Rholp fiir

S.cerevisiae essentiell ist, hat eine rom2-Mutante nur einen temperatursensitiven
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Phanotyp, da die aktivierende Funktion zumindest zum Teil durch Romlp, einem
weiteren GEF mit geringerer Aktivitdt, kompensiert werden kann (Ozaki ef al., 1996).
Analog zu einer rom2-Mutante weist OSS41 ebenso einen Wachstumsdefekt bei 37°C
auf. Die zusitzliche Osmolabilitét konnte auf verschiedene Weise durch einen ROM2-
Defekt verursacht werden. Fiir Rom2p wird unter anderem eine zentrale Rolle bei der
Signaliibertragung von den Sensorproteinen Wsc1-4p auf Rholp bzw. Pkclp postuliert
(Delley and Hall, 1999). Sollte in der ASCW-Mutante ein bereits bestehender
Zellwanddefekt PKC-Weg vermittelt kompensiert werden, wiirde eine ROM2-Deletion
dieses beeintrichtigen und so den Phinotyp von OSS41 verursachen. Nachdem bislang
keinerlei Hinweise auf eine Induktion des PKC-Wegs in der ASCW-Mutante schlieBen
lassen, ist eine reduzierte B-1,3 Glukansynthaseaktivitdt durch die rom2-Mutation
ebenso wahrscheinlich. Dadurch, dal3 die Verringerung der -1,3 Glukanmenge in der
Zellwand durch die PKC-abhidngige Induktion einer zweiten B-1,3 Glukansynthase
(Fks2p) kompensiert wird, wirkt sich ein ROM2-Defekt nicht nur auf die Aktivitét
sondern auch auf die Expression der Synthase aus. Wéhrend anscheinend in einer rom2-
Mutante unter normalen Wachstumsbedingungen genug GTP-gebundenes Rholp durch
Romlp zu Verfiigung gestellt werden kann, um die Stabilitdit der Zellwand zu
gewihrleisten, ist verbunden mit einer bereits geschwichten Zellwand in der OSS41-
Mutante diese Aktivitit nicht mehr ausreichend und fiihrt zur Osmolabilitdt der Zelle.
Unwahrscheinlich ist die Suppression eines anderen Gendefekts durch eine zusitzliche
Genkopie von ROM?2. Dagegen spricht neben dem ts-Phénotyp der OSS41-Mutante,
dal beispielsweise der Phénotyp verschiedener PKC-Weg-Komponenten durch eine
Uberexpression von ROM2 auf multicopy-Plasmiden nur unvollstindig unterdriickt
werden konnte (Jacoby et al., 1998). Der Zellwanddefekt der Mutante OSS41 wurde

jedoch bereits durch die Transformation einer ROM2-Kopie vollstindig aufgehoben.

OSS55 konnte mit HOGI, aber auch teilweise durch JSNI/PUF1 komplementiert
werden. Bei beiden Genen wurde allerdings gezeigt, dafl es sich um Suppressoren des
osmolabilen Phinotyps der OSS55-Mutante und nicht um den gesuchten Gendefekt
handelt. Die genomischen Sequenzen beider Gene wurden in OSSS55 iiberpriift und
stimmten mit der WT-Sequenz iiberein. Eine genaue Funktion von Jsnlp ist nicht
bekannt, es gehort jedoch zu einer Familie von fiinf homologen Proteinen (Puf-Familie),
fiir die eine Auswirkung auf die mRNA-Stabilitit postuliert wurde. In entprechenden

Mutanten konnten fiir verschiedenen Transkripte eine beschleunigte Degradation
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gezeigt werden (Olivas und Parker, 2000). Unter anderem war die mRNA von Hsp12p,
das durch verschiedene Stre3faktoren induziert wird, betroffen. Durch eine schwache
Uberexpression kénnte JSNI so zu einer Stabilisierung eines fiir die Zellwand-Integritiit
wichtigen Transkripts beitragen und auf diese Weise indirekt den Zellwanddefekt von
OSS55 partiell kompensieren. Das zweite komplementierende Gen HOG 1, kodiert fiir
die MAP-Kinase des gleichnamigen Signaltransduktionswegs, der fiir ein Wachstum bei
hyperosmolaren Bedingungen essentiell ist. Aus diesem Grund ist auch eine Mutation
dieses Gens auszuschlieen, da OSS55 hypertonische Wachstumsbedingungen benétigt.
Allerdings konnten Hinweise auf eine Suppression verschiedener Zellwanddefekte
durch HOGI von Alonso-Monge et al. (1999) erhalten werden. Ihren Ergebnissen
zufolge verursacht eine Uberexpression von HOGI eine erhdhte Resistenz gegeniiber
Zellwand-destabilisierenden Agenzien, wie beispielsweise Calcofluor White, Kongo
Rot oder Nikkomycin Z. Es ist also durchaus mdglich, da3 auch durch Mutationen
hervorgerufene Zellwanddefekte mittels einer weiteren HOGI-Kopie unterdriickt
werden konnen.

Die Mutante OSS78 konnte ebenfalls mit zwei Genen komplementiert werden und auch
hier wurde gezeigt, da3 es sich um Suppressoren handelt. Eines der Plasmide, welche
den osmolabilen Phinotyp von OSS78 vollstindig heilen konnten, enthielt die Gene o/
und a2 des MAT (mating type)-Locus, wobei OSS78 den entgegengesetzten a-
Paarungtyp besitzt. Von Verna und Ballester (1999) wurde fiir zwei MAT-Gene,
MATa2 und MATal, ein lberraschender Zusammenhang mit der Zellwandintegritét
nachgewiesen. Dabei konnte besonders das Gen des entgegengesetzten Paarungstyps
den Phéinotyp verschiedener WSC-Mutanten (cell wall integrity and stress component)
supprimieren, wobei nicht geklart werden konnte, worauf dieses zuriickzufiihren war.
Ein weiteres komplementierendes Genbankplasmid enthielt zwar WSCI, konnte im
Unterschied zu MATo2 den osmolabilen Phdnotyp von OSS78 nicht vollstindig
beheben. Desweiteren wies die genomische WSCI-Sequenz in OSS78 keine Mutation
auf. Bei den vier Genprodukten der WSC-Familie handelt es sich um die potentiellen
Sensorproteine des PKC-Wegs, die vermutlich mechanisch Zellwanddefekte
wahrnehmen und an intrazellulire Komponenten des PKC-Wegs weiterleiten. Dies
konnte durch eine verringerte Phosphorylierung der PKC-abhingigen MAP-Kinase
Mpklp in einer wsclwsc2wsc3-Mutante nach Zellwandstref3 belegt werden. Man geht
ferner von einer iiberlappenden Funktion von Wscl-4p aus, da Deletionen innerhalb der

Familie durch Uberexpression anderer WSC-Gene suppremierbar sind (Verna et al.,
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1997). Nachdem sowohl MATo?2 und zumindest teilweise WSCI die Mutante OSS78
komplementieren, konnte ein Defekt in WSC2, WSC3 oder WSC4 fiir den osmolabilen
Phanotyp verantwortlich sein.

In der Mutante OSP345 konnte ein Gendefekt identifiziert werden, der zusammen mit
dem Fehlen mehrerer PIR-Gene zur Osmolabilitit flihrte. Die bereits in
vorangegangenen Arbeiten durchgefiihrte Komplementation der Mutante ergab einen
vermuteten Gendefekt in CHS4 (M. Ecker, 2000). Dieses Ergebnis konnte im Rahmen
dieser Arbeit durch Sequenzierung des Gens bestétigt werden. Demzufolge fiihrt ein
Basenaustausch zu einem STOP-Codon und damit zum Sequenzabbruch. Chs4p ist
unter anderem fiir eine korrekte Lokalisation der Chitinsynthase Chs3p verantwortlich
(De Marini et al., 1997). Dariiberhinaus konnten Ono et al. (2000) durch
Uberexpression von CHS4 die Aktivitit von Chs3p um ein Vielfaches steigern und mit
Hilfe einer Two-Hybrid Analyse zeigen, dal eine Interaktion beider Proteine fiir die
Aktivierung verantwortlich ist.

Das Ziel mit Hilfe eines Screens nach synthetisch osmolabilen Mutanten Gene zu
identifizieren, die direkt am Zellwandaufbau beteiligt sind, konnte im Rahmen dieser
Arbeit nicht erreicht werden. Die aufgeklarten Mutationen in FPS/ und ROM2, die
zusammen mit der Deletion zweier potentieller Zellwandglukanasen einen osmolabilen
Phanotyp verursachten, sind nur indirekt am Erhalt der Zellwandintegritit beteiligt.
Generell 1d6t sich jedoch sagen, dal der Ansatz, Mutanten mit bereits geschwichter
Zellwand fiir einen Screen zu beniitzen, funktioniert hat. Alle berarbeiteten OSS-
Mutanten lieBen sich mehrfach mit den Genen der Ausgangsmutante SCW4 bzw.
SCWI10 komplementieren, womit gezeit werden konnte, daBl die Osmolabilitdt
tatsdchlich auf eine Kombination mehrerer Gendefekte zuriickzufiihren ist und auch die
Bedeutung von Scw4p und ScwlOp fiir die Zellwandbiogenese belegt wird. Fiir die
Komplementation erwies sich dieser Umstand jedoch als problematisch, da zuviele
Klone SCW4 bzw. SCWI0 enthielten. Vor einer weiteren Komplementation der
verbliebenen OSS-Mutanten sollte demnach eine Genbank aus einer scw4scwl0-

Mutante hergestellt werden, um dieses zu umgehen.
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4.3 Genom-weite Expressionsanalyse in Zellwandmutanten

In einem alternativen Ansatz wurde im Rahmen dieser Arbeit nach neuen, an der
Zellwandbiogenese beteiligten Proteinen gesucht. Da S. cerevisisae in der Lage ist bei
einem Zellwanddefekt durch Umorganisation und quantitative Verdnderung verfiigbarer
Komponenten die strukurelle Integritdt zu gewdhrleistet, sollten dafiir wichtige Gene
unter StreBbedingungen oder auch in Zellwandmutanten transkriptionell veridndert sein.
Eine Genom-weite Expressionsanalyse in zwei Zellwandmutanten, in welchen die Gene
der vier PIR-Proteine (APIR) bzw. von fiinf GPI-Proteinen (AGPI) deletiert waren,
wurde beniitzt um festzustellen, ob und welche transkriptionellen Verédnderungen fiir
den Erhalt der Zellwandintegritit dieser Mutanten verantwortlich sind. Dazu wurden
mittels DNA-Arrays die Expressionsprofile der APIR-Mutante und der AGPI-Mutante

mit dem eines Wildtyp-Stamms jeweils in der vegetativen Wachstumsphase verglichen.

4.3.1 Das transkriptionelle Profil der APIR-Mutante

Die Deletion von PIRI-4 fiihrte zu keinen signifikanten transkriptionellen
Verianderungen. Dieses Ergebnis war insofern iiberraschend, da in der APIR-Mutante
alle bekannten Vertreter einer Familie von Zellwandproteinen fehlen. Aufgrund
gemeinsamer Eigenschaften, vor allem der besonderen, GPI-Anker unabhédngigen
kovalenten Bindung in der Zellwand, war man davon ausgegangen, dafl die PIR-
Proteine ein wichtiges strukturelles Element der Zellwand darstellen. Mrsa et al. (1999)
konnten zeigen, dall Mehrfachdeletionen der PIR-Gene einen synergistischen Phinotyp
verursachen. Dies impliziert eine dhnliche Funktion der Proteine in der Zellwand. Die
stark Zellzyklus abhingige Regulation der PIR-Gene, verbunden mit einer
Induzierbarkeit durch den PKC-Weg, waren weitere Hinweise fiir eine Beteiligung der
Proteine am Erhalt Zellwandintegritit. Kapteyn et al. (1999) konnten zeigen, dall in
Mutanten mit reduziertem 3-1,6 Glukan die in das Medium abgegebenen GPI-Proteine
scheinbar quantitativ durch PIR-Proteine ersetzt werden. Dies fiihrte zu der Annahme,
daBB es sich dabei um einen kompensatorischen Mechanismus handelt, der auch
umgekehrt moglich sein konnte. Zumindest auf transkriptioneller Ebene konnte diese

Theorie nicht bestatigt werden.
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4.3.2 Das transkriptionelle Profil der AGPI-Mutante

Wiéhrend durch das Fehlen der PIR-Proteine keine signifikanten transkriptionellen
Verdanderungen auftraten, fiihrte der Defekt von fiinf GPI-Proteinen zu einer
differentiellen Expression von 159 offenen Leserahmen (ORF) um mehr als den Faktor
1,5 im Vergleich zum Wildtyp. 60 davon wurden induziert und 99 reprimiert.
Dramatische Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp waren nicht festzustellen, bei
lediglich 34 Genen lag die transkriptionelle Anderung iiber dem Faktor 2.

Eine schwere Schddigung der strukturellen Integritét scheint in der AGPI-Mutante nicht
vorzuliegen, da eine allgemeine Aktivierung des Zellwand-Integrititswegs oder eine
Induktion Stre-abhidngig regulierter Gene nicht festgestellt werden konnte. Bis auf
wenige Ausnahmen blieb die Expression bekannter Zielgene verschiedener
Signaltransduktionswege in der AGPI-Mutante unveridndert. Dazu gehdrten auch die
Gene der PIR-Proteine, fiir die eine Regulation durch den PKC-Weg bereits gezeigt
werden konnte (Jung und Levin., 1999). Eine gesteigerte Expression war erwartet
worden, da in biochemischen Untersuchungen bereits Hinweise flir eine mdgliche
Kompensation fehlender GPI-Proteine durch die PIR-Proteine erhalten wurden
(Kapteyn et al., 1999; M. Ecker, 2000). Die in NaOH-Extrakten [*°S]-markierter
Zellwiande festgestellte quantitative Zunahme der PIR-Proteinmenge ist damit nicht auf
einen Anstieg der Expression zuriickzufithren. Mdglicherweise ist eine effizientere
Verankerung in der Zellwand fiir die Zunahme verantwortlich. Zumindest fiir Pir2p und
Pirdp konnte gezeigt werden, dall neben der kovalenten Bindung ein Teil der Proteine
iiber Disulfidbriicken in der Zellwand gebunden wird (Cappellaro et al., 1998;
Moukadiri und Zueco, 2001) Dariiberhinaus werden die Proteine auch ins
Kulturmedium sezerniert (Russo et al., 1992; Moukadiri und Zueco, 2001). Kapteyn et
al. (2001) zeigten, daB3 die Abgabe von Pir2p ins Medium pH-abhingig reguliert werden
kann. Wihrend bei neutralem duBeren pH der GroBteil des Proteins im Medium zu
finden ist, wird in saurem Milieu Pir2p haupsédchlich kovalent in der Zellwand
gebunden und nur wenig sezerniert. Auf welche Weise diese Lokalisation reguliert
wird, konnte bislang nicht geklirt werden. Da aber der HOG-Weg daran beteiligt zu
sein scheint, ist es nicht auszuschlieBen, da3 es sich um einen generellen Mechanismus
handelt, der nicht nur durch pH-Anderung, sondern auch durch Zellwandschiden

ausgeldst werden kann.
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4.3.3 Differentiell exprimierte Gene bekannter bzw. potentieller
Zellwandproteine in der AGPI-Mutante

Fiir viele der in der AGPI-Mutante differentiell exprimierten Gene war ein Bezug zur
Zellwand bzw. deren Biogenese nicht bekannt. Daher wurden unter der
Berticksichtigung verschiedenener Kriterien 64 Gene ausgewdhlt, deren Genprodukte
direkt an der Kompensation eines Zellwanddefekts beteiligt sein konnten. Neben
moglicher Zellwandlokalisation wurden dabei vor allem Daten aus anderen mit

Zellwandmutanten durchgefiihrten DN A-Filter Analysen einbezogen.

4.3.3.1 Differentielle Regulation bekannter offener Leserahmen

Insgesamt konnten sieben differentiell regulierte Gene identifiziert werden, die fiir
bekannte oder postulierte Zellwandproteine kodierten.

Darunter war CRH?2 (congo red hypersensitiv) das einzige reprimierte Gen. Zusammen
mit zwei weiteren homologen und vermutlich funktionsgleichen Proteinen, Crhlp und
Crrlp (CRH related), gehort Crh2p zu einer Familie GPI-verankerter, mutmaBlicher
Endo B-1,3 Glukanasen (Hamada et al., 1998; Rodriguez-Pena et al., 2000). Mit Hilfe
von GFP-Fusionen konnte fiir Crhlp und Crh2p eine Kolokalisation im Chitin-reichen
Bereich zwischen Mutter- und Tochterzelle gezeigt werden. Ein Unterschied zwischen
CRHI und CRH? findet sich in der Expression. Wahrend CRHI einer starken
Zellzyklus-abhédngigen Regulation unterliegt, verdndert sich die Expression, des in der
AGPI-Mutante reprimierten CRH2 nicht. Ferner ist auffallend, dal CRHI in
verschiedenen Zellwandmutanten, wie z.B. fksI, gasl oder kre6, induziert wurde,
wiéhrend die Expression in der AGPI-Mutante nicht verdandert war (A. Lagorce,
personliche Mitteilung; diese Arbeit).Die Repression von CRH2 ist besonders
interessant im Zusammenhang mit zwei positiv regulierten l9slichen Zellwandproteinen.
Nur schwach induziert ist BGL2, daB fiir die einzige Endo-p-1,3-Glukanase kodiert, fiir
welche neben einer Endo-Glukanaseaktivitit auch Transglykosidaseaktivitit
nachgewiesen wurde (Mrsa et al., 1993; Goldman et al., 1995). Das in der AGPI-
Mutante am stirksten induzierte Gen war SCW10, welches fiir eine Bgl2p-homologe,
potentielle B-1,3 Glukanase kodiert. Aufgrund dieser unterschiedlichen Regulation
konnten Bgl2p und Scw10p eine zu Crh2p antagonistische Funktion in der Zellwand
besitzen. Ahnlich wie Crh2p mit Crhlp, besitzt auch Scw10p mit Scw4p ein vermutlich

funktionsgleiches Homologes, wobei die Identitdt zwischen beiden Proteinen 63%
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betrdgt (Volckaert et al., 1997). Zwischen SCW4 und SCWI0 zeigt sich eine
unterschiedliche Regulation im Zellzyklus. Wéhrend SCW4 konstitutiv exprimiert wird,
ist die Transkription von SCW10 stark Zellzyklus-abhingig und erreicht ein Maximum
in der frithen G1-Phase (Spellman et al., 1998). Desweiteren wurde SCW10 nicht nur in
der AGPI-Mutante, sondern auch in anderen Mutanten der Zellwandbiogenese induziert,
wohingegen die Expression von SCW4 jeweils unverdndert blieb (A. Lagorce,
personliche Mitteilung; diese Arbeit). Vermutlich haben Scw4p und ScwlOp eine
gemeinsame oder iiberlappende Funktion, die nicht nur im Zellzyklus, sondern auch
abhingig von Zellwandschédden differentiell reguliert wird.

Zwei weitere induzierte ORFs, SEDI und PST1, kodieren fiir Proteine mit GPI-Anker,
iiber deren Funktion wenig bekannt ist. Sedlp ist ein abundantes Zellwandprotein
stationdrer Hefezellen und zu dem in der AGPI-Mutante fehlenden Ccw12p homolog
(Hardwick et al., 1992; Shimoi et al., 1998). Verschiedenen Hinweisen zufolge, hat
Sedlp eine Zellwand-stabilisierende Funktion. So ist beispielsweise in einer sedI-
Mutante die Resistenz stationdrer Zellen gegeniiber Zymolyase deutlich verringert
(Shimoi et al., 1998). Ferner konnte gezeigt werden, dal die Expression von SED/ nicht
nur wihrend der stationdren Wachstumsphase, sondern auch durch verschiedene dufere
Stre8faktoren induziert wird. Die Regulation erfolgt dabei sowohl Msn2p/Msn4p
abhingig tiber ein vorhandenes STRE-Element als auch iiber den PKC-Weg (Causton et
al., 2001, Jung und Levin, 1999). Aullerdem erreicht SEDI, im Unterschied zu vielen
anderen Zellwandgenen, sein Expressionsmaximum bereits in der M-Phase des
Zellzyklus (Caro et al., 1998). Von Horie und Isono (2001) postulierten eine wichtige
Funktion des Proteins im Zusammenhang mit der Zellwandbiosynthese. Sie konnten
zeigen, dal} eine gleichzeitige Deletion von SED I und MNN9 oder MNN10 fir die Zelle
letal ist. Mnn9p und Mnn10p sind beides Untereinheiten der im cis-Golgi lokalisierten
a-1,6-Mannosyl Transferase und damit an der Verldngerung die Oligosaccharidkette
von Zellwandproteinen und anderen sekretorischen Proteinen beteiligt (Dean und
Poster, 1996; Jungmann und Munro, 1998; Jungmann et al., 1999). Da eine sed Imnn9-
Doppelmutanten in der M-Phase stirbt, geht man davon aus, dal Sed1p kooperativ mit
anderen Mnn9p-modifizierten Interaktionspartnern an der Zellwandbiogenese beteilgt
ist (Horie und Isono, 2001).

Fiir PST1 konnte eine Induktion durch Rlm1p, einen Transkriptionsfaktor des Zellwand-
Integrititswegs gezeigt werden. Obwohl das Protein nicht direkt in der Zellwand

verankert nachgewiesen werden konnte (Hamada et al., 1998), geht man dennoch davon
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aus, daB es sich um einen integralen Zellwandbestandteil handelt, da es von
protoplastierten Zellen ins Kulturmedium sezerniert wird (Pardo et al., 1999).

TOSI kodiert fiir ein relativ schlecht charakterisiertes Protein, das aber zu
verschiedenen bekannten Zellwandproteinen Homologien aufweist. Das 45kDa grofle
Tos1p besitzt keine Signalsequenz fiir eine GPI-Anker Modifizierung, obwohl es zu den
GPI-Proteinen Agalp und Tir2p jeweils 24% identisch bzw. 47% homolog ist (Baur et
al., 1995). Da Toslp ferner zu Scw3p Homologie besitzt, kdnnte es sich auch um ein
16sliches Zellwandprotein handeln.

Mit SRLI wurde ein Gen in der AGPI-Mutante induziert, fir das eine STE7-, bzw.
STE12/TEC1-abhédngige Expression gezeigt wurde (Madhani et al., 1999). Damit
scheint Srllp wihrend des pseudohyphalen Wachstums eine Rolle zu spielen, wobei

unklar ist, ob das Protein einen integralen Zellwandbestandteil darstellt.

4.3.3.2 Differentielle Regulation unbekannter offener Leserahmen

Fiinf unbekannte ORFs, deren Genprodukte aufgrund eines N-terminalen Signalpeptids
Zellwandbestandteile darstellen konnten, wurden in der AGPI-Mutante differentiell
exprimiert.

Zwei ORFs, YOR389w und YLR414c waren positiv reguliert und kodieren aufgrund
thres Hydropathieprofils fiir potentielle Transmembranproteine mit zwei bzw. drei
potentiellen Membranspannen. Wéhrend YLR414c nur sehr schwach induziert wurde,
stellte YOR389w mit einem Expressionsfaktor von +3,38 eines der am stérksten
induzierten Gene in der AGPI-Mutante dar. Ferner konnte bereits eine dhnliche
Induktion von YOR389w in einer gas/-Mutante gezeigt werden (A. Lagorce,
personliche Mitteilung). Eine Mutation in GAS/ hat zu Folge, da3 die Verankerung von
B-1,3 Glukan in der Zellwand gestort ist und dadurch die kovalente Bindung der
Mannoproteine in der Zellwand quantitativ verdndert wird (Ram et al., 1998; Kapteyn
etal., 1997).

Von drei reprimierten, unbekannten ORFs, deren Genprodukte ein Signalpeptid
besitzen, war YDR134¢ von besonderem Interesse, da dieser moglicherweise fiir ein
GPI-verankertes Protein kodiert. Im Rahmen eines Screens nach potentiellen GPI-
Proteinen konnte eine o-Galaktosidase-Fusion der 40 C-terminalen Aminosduren des
Proteins mit Glukanase aus der Zellwand isoliert werden (Hamada et al., 1998).

YDR134c wurde jedoch als Pseudo-Gen klassifiziert, da es ein internes STOP-Codon
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nach ca. 200bp besitzt. Es ist daher wahrscheinlich, da3 die im DNA-A4rray bestimmte
Transkriptmenge nicht vollstindig translatiert wird und das Protein demnach nicht stabil
ist. Der theoretische offene Leserahmen wire 411bp grof3 und das Genprodukt zu 91%
identisch mit Ccw12p.

Uber die ebenfalls negativ regulierten YLR413w und YLR282¢ konnten bislang kaum
zusdtzliche Informationen erhalten werden. Wihrend YLR282c als potentieller ORF
klassifiziert ist, scheint YLR413w fiir ein Transmembranprotein mit drei

Membranspannen zu kodieren.

Inwieweit die erwidhnten Gene bzw. deren Produkte direkt an der Kompensation eines
Zellwanddefekts in der AGPI-Mutante teilhaben, wird erst durch weitere
Untersuchungen mit entsprechenden Mutanten zu kldren sein. Dennoch konnte gezeigt
werden, daB3 eine Vielzahl von Genen differentiell reguliert werden, die unter anderem
auch an der Zellwandbiogenese beteiligt sind. Bereits das Fehlen von fiinf GPI-
verankerten  Proteinen ~ wird  demzufolge  unabhingig von  bekannten
Signaltransduktionswegen kompensiert, wobei potentielle  Transglykosidasen,
insbesondere Scwl10Op, eine wichtige Rolle zu spielen scheinen. Dagegen zeigt
beispielsweise eine KRE6-Deletion, die sich iiber eine verringerte 3-1,6 Glukanmenge
indirekt auf alle GPI-Proteine auswirkt, eine starke Induktion der meisten bekannten
Zielgene des PKC-Wegs (A. Lagorce, personliche Mitteilung). Dadurch werden auch
viele Gene bekannter Zellwandproteine positiv reguliert, wobei PIR-Proteine und GPI-
Proteine gleichermallen betroffen sind. Der quantitative Anstieg der PIR-Proteine in der
Zellwand einer kre6-Mutante konnte demnach darauf zuriickzufithren sein, daf3
ebenfalls induzierte GPI-Proteine aufgrund des reduzierten -1,6 Glukans nicht mehr
verankert werden kdnnen und ins Kulturmedium sezerniert werden. Ein Vergleich der
unterschiedlichen Kompensation in der AGPI-Mutante und einer kre6-Mutante 148t auch
den SchluB3 zu, daB die durch in silicio Studien aufgestellte Schitzung von wenigstens
38 GPI-verankerten Zellwandproteinen in S. cerevisiae sehr realistisch ist und damit die

meisten GPI-Proteine der Zellwand nicht charakterisiert sind (Caro et al., 1997).

In der Vergangenheit wurden zu Aufkldrung der Zellwandbiogenese in S. cerevisiae
vermehrt DNA-Arrays eingesetzt, um transkriptionelle Verdnderungen auf &ufere
StreBbedingungen oder in Mutanten die in Zellwandbiosynthesewegen defekt sind zu
untersuchen. Auf diese Weise konnte die Regulation verschiedener Signal-

transduktionswege bzw. deren Zielgene zu einem groBen Teil aufgekldrt werden.
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Héufig konnen aufgrund der Vielzahl differentiell exprimierter Gene vor allem bei
gravierenden Zellwandschidden, vergleichsweise wenig Erkenntnisse {iber einzelne
Zellwandproteine gewonnen werden. In der vorliegenden Arbeit liegt das Interesse
insbesondere in der Identifizierung von Genen die direkt am Zellwandaufbau beteiligt
sind. Dafiir konnte die Genom-weite Expressionsanalyse mit Mutanten deren
Genprodukte Zellwand lokalisiert sind von Vorteil sein, da nur wenige Gene
differentiell exprimiert sind und daher auch geringfiigige Verdnderungen registriert

werden.
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5 Zusammenfassung

Fiir die Zellwandproteine Ctslp und Pir2p gelang es einen Zusammenhang zwischen
reduzierter O-Glykosylierung in pm¢-Mutanten und der Stabilitdit der Proteine
herzustellen. Dabei konnte fiir Ctslp gezeigt werden, dall die verringerte Menge des
Proteins im Medium einer pmtIpmt2-Mutante nicht auf einen Sekretionsdefekt, sondern
offensichtlich auf eine beschleunigte ER-assoziierte Degradation zurlickzufiihren ist.
Diese Theorie konnte auch auf transkriptioneller Ebene durch eine nachgewiesene
erhohte Expression des molekularen Chaperons K4R2, einem Indikator des aktivierten
UPR (unfolded protein response)-Weg, gestiitzt werden. Ferner wurde ein
Expressionsanstieg von PRC1, welches fiir die vakuoldre Carboxypeptidase Y kodiert,

in pmt-Mehrfachmutanten festgestellt.

Fir Pir2p wurde eine extrazelluldre partielle Spaltung in einer pmtlpmt2-Mutante
gezeigt, die auf eine dramatische Unterglykosylierung des Proteins zuriickzufiihren ist.
Sowohl der Glykosylierungsdefekt als auch die damit einhergehende Degradation
konnte in einer secl8pmtipmt2-Mutante durch eine Retention von Pir2p im
Endoplasmatischen Retikulum bei restriktiver Temperatur fast vollstindig aufgehoben
werden. Nach einer Riickfiihrung der Mutante auf eine permissive Temperatur wies das

Protein ein mit dem Wildtyp vergleichbares apparentes Molekulargewicht auf.

Die in pmtl- bzw. pmt4-Mutanten ebenfalls reduzierte Menge des durch a-Faktor
induzierten Proteins Aga2p konnte auf eine verminderte Expression des
korrespondierenden Gens in der entsprechenden Mutante zuriickgefiihrt werden. Dabei
wurde gezeigt, dal die Reaktion auf a-Faktor in einer pm¢4-Mutante generell gestort
bzw. verlangsamt ablduft, wihrend in einer pm¢/-Mutante offensichtlich nur die

Expression von 4GA2 reduziert ist.

In einem Screen nach synthetisch osmolabilen Mutanten sollten Gene identifiziert
werden, die zusammen mit SCW4 und SCW10 fiir eine stabile Zellwand essentiell sind.
Im Rahmen dieser Arbeit konnten vier OSS (osmosensitive scw)-Mutanten
komplementiert werden. In der OSS20 Mutante wurde der osmolabile Phénotyp durch
FPS1 aufgehoben, einem Gen, welches fiir ein Glycerinkanalprotein kodiert. Mit
ROM?2, das fiir einen GEF fiir Rholp kodiert und damit sowohl an der B-1,3
Glukansynthase als auch am PKC-Weg beteilgt ist, konnte die Mutante OSS41
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komplementiert werden. Der Zellwanddefekt der OSS55-Mutante wurde teilweise durch
JSNI geheilt, fiir das ein Zusammenhang mit mRNA-Stabilitit postuliert wird.
AuBerdem konnte durch HOGI, das fiir die MAP-Kinase des gleichnamigen
Signaltransduktionswegs kodiert, der Zellwanddefekt vollstandig aufgehoben werden.
In OSS78 wurde der osmolabile Phénotyp durch Mata2 vollstdndig und teilweise durch
WSC1, das fiir eines der Sensorproteine des PKC-Wegs kodiert, komplementiert. Fiir
die Mutanten OSS55 und OSS78 mul} von einer Suppression des Zellwanddetfekts durch
eine zusdtzliche Kopie der identifizierten Gene ausgegangen werden, da Mutationen in

den jeweiligen Genen nicht nachgewiesen werden konnten.

In zwei Zellwandmutanten, in welchen die Gene der vier PIR-Proteine (APIR) bzw. von
fiinf GPI-Proteinen (AGPI) deletiert waren, wurden Genom-weite Expressionsanalysen
mittels DNA-Arrays durchgefiihrt. Anhand der Expressionsprofile konnte festgestellt
werden, welche transkriptionellen Verdnderungen im Vergleich zum WT fiir den Erhalt
der Zellwandintegritit dieser Mutanten verantwortlich sind.

Da sich das Transkriptom der APIR-Mutante vom WT nicht unterschied, 16t sich
schlieBen, dafl der Zellwanddefekt der Mutante nicht wie angenommen durch positive
Genregulation anderer Zellwandproteine kompensiert wird.

In der AGPI-Mutante dagegen konnte gezeigt werden, dafl 159 Gene im Vergleich zum
WT differentiell exprimiert sind. Generell 148t sich aus dem Genspektrum schlief3en,
daBl die transkriptionellen Verdnderungen nicht auf eine Aktivierung bekannter
Singaltransduktionswege zuriickzufithren sind. Deren Zielgene wurden groBtenteils
nicht differentiell reguliert. Unter anderem waren 12 Gene bekannter oder potentieller
sekretorischer Proteine betroffen. Darunter befand sich auch SCW10, welches fiir eine

putative Transglykosidase kodiert und am stirksten induziert wurde.
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