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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Zellen sind darauf angewiesen, ihre Lebensbedingungen wahrzunehmen und darauf zu
reagieren. Der TOR (,,Target of Rapamycin®)-Signalweg spielt dabei eine wichtige Rolle,
indem er das Wachstum in Abhangigkeit von Néhrstoffen und Hormonen reguliert. In dieser
Arbeit wurde die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) als Modellorganismus
fir die Untersuchungen des TOR-Signalweges verwendet. Dabei zeigte sich, dass in
S. pombe, wie in Sdugern und der Backerhefe, zwei TOR-Komplexe existieren. Ko-
Immunprazipitationsexperimente zeigten, dass sich der TOR-Komplex 1 aus SpTor2, SpMipl
und SpWatl zusammensetzt. Bei SpTorl, SpSinl, SpSte20 und SpWatl handelt es sich um
Mitglieder des TOR-Komplex 2. Ph&notypische Analysen von Mutanten in Genen, die fir
TOR-Komplex 2-Komponenten kodieren, unterstreichen, dass diese Proteine in der Zelle
ahnliche Funktionen bei der Antwort auf verschiedene Stresssituationen ausiben. Die
heterologe Expression von watl® in einer S. cerevisiae Alst8-Mutante komplementiert deren
Wachstumsdefekt, was untermauert, dass diese beiden Proteine tatsachlich gleiche Funktionen
in der Zelle austiben. Eine Membranassoziation der TOR-Komplexe, wie sie in S&dugern und
S. cerevisiae bereits beschrieben wurde, konnte in dieser Arbeit fir die TOR-Komplex 2-
Komponente SpSte20 nachgewiesen werden. Mdoglicherweise spielt dabei die Interaktion
zwischen der leichten Kette des Clathrins mit SpSte20 eine Rolle. Auch fir die homologen
Proteine aus S. cerevisiae, SCCLC1 und SCAVO3, konnte mittels des "Zwei-Hybrid"-Systems
eine Bindung nachgewiesen werden. Dieses deutet eine Konservierung dieser
Proteininteraktion innerhalb von Eukaryonten an. Obwohl das vegetative Wachstum von S.
pombe durch Rapamycin nicht gehemmt wird, zeigen die hier aufgefiihrten Daten eine in
vivo-Bindung von SpFkhl an sowohl SpTorl als auch SpTor2 in Anwesenheit von
Rapamycin. Das Phosphorylierungslevel von SpGad8, dem bisher einzigen postulierten TOR-
Komplex 2-Zielprotein, wird durch die Bindung des SpFkhl-Rapamycin-Komplexes an
SpTorl jedoch nicht beeinflusst. Dies und die Tatsache, dass Agad8-Mutanten ein
Rapamycin-sensitives Wachstum zeigen, lassen vermuten, dass noch weitere bisher
unbekannte  SpTOR-Komplex-Zielproteine durch  Rapamycin  beeinflusst  werden.
Zusammengenommen unterstreichen die Daten dieser Arbeit die Konservierung der
Komplexe und des von ihnen vermittelten Signaltransduktionsweges. Sie zeigen aber auch,
dass die Wirkung von Rapamycin nicht einfach durch eine generelle Hemmung der Aktivitat
der Komplexe beschrieben werden kann, was inbesondere fiir die klinische Anwendung von

Rapamycin von Bedeutung ist.



Summary

2 Summary

Cells need to sense their living conditions and react to it. The TOR ("Target of Rapamycin™)-
signaling pathway plays an important role in controlling cell growth in response to nutrients
and hormones. For this study the fission yeast Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) was
used as a model organism to investigate the TOR signaling pathway. This work provides
evidence that in S. pombe, like in mammals and S. cerevisiae, two TOR-complexes (TORC)
exist. Co-immunoprecipitation experiments demonstrate that TOR-complex 1 consists of
SpTor2, SpMipl and SpWatl, whereas SpTorl, SpSinl, SpSte20 and SpWatl are members of
the TOR complex 2. Phenotypic analyses of mutants in genes encoding TOR complex 2
components indicates that these proteins exercise similar functions e.g. in the response to
different stresses. Heterologous expression of watl™ in an S. cerevisiae AlIst8 mutant
suppresses its growth defects which underlines that indeed both proteins fulfill same functions
in the cell. Furthermore, this work proved membrane association of the TOR-complex 2
component SpSte20, which was already shown in mammals and S. cerevisiae before. The
interaction between the clathrin light chain and SpSte20 possibly accounts for this membrane
association. The study also shows that binding of the homologous proteins from S. cerevisiae,
ScCLC1 and ScAVO3, is conserved since they also bind each other using a Yeast two hybrid
system. Although vegetative growth of S. pombe is not inhibited by rapamycin, these data
demonstrate an in vivo binding of SpFkh1 to SpTorl as well as to SpTor2 in the presence of
rapamycin. Nevertheless, phosphorylation of SpGad8, the only so far identified TOR-
complex 2 substrate, is not altered in the presence of rapamycin. This and the fact that Agad8-
mutants exhibit rapamycin sensitive growth suggest that other yet-to-be-identified SpTORC
target proteins are influenced by rapamycin. Taken together this work underlines the
conservation of TOR complexes and the TOR-signal transduction pathway. However, this
work also shows that the effect of rapamycin cannot be simply described as a general
inhibition of the activity of the two TOR-complexes, which is of particular importance for the

clinical use of rapamycin.



Einleitung

3 Einleitung

Zellen sind darauf angewiesen, ihre Lebensbedingungen wahrzunehmen und darauf zu
reagieren. Signaltransduktionswege spielen dabei eine wichtige Rolle. VVon groRer Bedeutung
ist der TOR-vermittelte Signalweg, der das Zellwachstum in Abhéangigkeit von der
Néhrstoffverfiigbarkeit reguliert (Barbet et al., 1996; Schmidt et al., 1998; Beck und Hall,
1999; Cardenas et al., 1999; Hardwick et al., 1999; Komeili et al, 2000; Crespo et al, 2002).

3.1 Die TOR-Proteine

Die TOR-Proteine wurden erstmals bei der Selektion von Saccharomyces cerevisiae
(S. cerevisiae)-Mutanten, die resistent gegeniiber Rapamycin waren, identifiziert (TOR=
,Jarget of Rapamycin‘“; Heitman et al., 1991). TOR-Proteine nehmen eine zentrale Rolle als
Regulator des Zellwachstums in Abhéngigkeit von Né&hrstoffen ein. Die TOR-Proteine sind
hochkonserviert. Es finden sich homologe TOR-Proteine in Schizosaccharomyces pombe
(S. pombe), Caenorhabditis elegans, Dictyostelium discoideum, Drosophila melanogaster,
Séugerzellen und anderen Eukaryonten (Sabers et al., 1995; Oldham et al., 2000; Weisman
und Choder, 2001; Long et al., 2002; Lee et al., 2005). TOR-Proteine lassen sich in die
Familie der Phosphatidylinositol-3-kinase-verwandten Kinasen (PIKKs) einordnen und
agieren als Serin/Threonin-Kinasen (Keith und Schreiber, 1995). Sie weisen eine
charakteristische Domé&nenstruktur auf (Abbildung 3. 1). N-terminal finden sich zwei ,,HEAT
(,,Huntingtin, Elongation Factor 3. A subunit of protein phosphatase A, TOR1*“)-repeat”-
Domanen, die Interaktionen mit anderen Proteinen vermitteln, wie es z. B. bei SCTOR1 und
ScKOG1 der Fall ist (Perry und Kleckner, 2003; Adami et al., 2007). Die FAT (,,FKBP12-
rapamycin-associated protein/TOR, ataxia-telangiectasia, transactivation/ transformation-
domain-associated protein)-Domane ist in allen PIKKs vorhanden (Bosotti et al., 2000). Sie
wird immer in Kombination mit einer FATC (FAT C-terminal) -Domane gefunden. Beide
Doménen sind fir die Kinaseaktivitdt von mTOR notwendig. Sie dienen vermutlich der
redoxabhéngigen Stabilisierung der Tertidrstruktur (Takahashi et al., 2000; Dames et al.,
2005). An der FRB-Domane wird der FKBP-Rapamycin-Komplex gebunden. Mutationen, die
Rapamycin-Resistenz verleihen, finden sich stets in dieser Domane, sowohl in S. cerevisiae
(Helliwell et al., 1994; Stan et al., 1994; Chen et al., 1995; Choi et al., 1996) als auch in
Saugerzellen (Brown et al., 1995). AuBerdem wird vermutet, dass durch die Fahigkeit der
FRB-Doméne Phosphatidsdure zu binden, die Membranassoziation von mTOR vermittelt
wird (Fang et al., 2001; Avila-Flores et al., 2005; Foster, 2007; Veverka et al., 2008). Die
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katalytische Doméne, die sich am C-Terminus befindet, ist homolog zu der katalytischen
Doméne der Phosphatidylinositol 3/4-kinasen, besitzt aber keine Lipidkinase-Aktivitat
(Cafferkey et al., 1993; Kunz et al., 1993). Hefen besitzen zwei TOR-Proteine (S. cerevisiae:
ScTOR1, ScTOR?2), wéhrend in héheren Eukaryonten nur ein TOR-Protein (S&uger: mTOR,;
Drosophila: DdTOR,; Arabidopsis: AtTOR) existiert.

FATC

Abbildung 3. 1: Doméanen-Struktur der TOR-Proteine modifiziert nach Schmelzle und Hall, 2000.
HEAT: “HEAT-repeats®, FAT: FAT-Domane; FRB: FRB-Doméne; Kinase-D: Kinase-Domane; FATC: FATC-
Doméne; R: Rapamycin

3.2 Der TOR-Signaltransduktionsweg in Sdugern und der
Backerhefe S. cerevisiae

Die ersten Studien des TOR-Signaltransduktionsweges sind in S. cerevisiae durchgefiihrt

worden. Nicht zuletzt aufgrund der medizinischen Relevanz folgten zahlreiche

Untersuchungen in S&ugern. Im Folgenden sollen vor allem die bisherigen Erkenntnisse aus

S&ugern zusammengefasst werden.

3.2.1 Die TOR-Komplexe

In Saugern existieren zwei mTOR-Komplexe (Hara et al., 2002; Kim et al., 2002; Loewith et
al., 2002; Kim et al., 2003; Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004).

3.2.1.1 Der TOR-Komplex 1

Der mTOR-Komplex 1 setzt sich aus mMTOR, mRAPTOR und mLST8/mGpI zusammen (Hara
et al., 2002; Kim et al., 2002; Loewith et al., 2002; Kim et al., 2003). Wird der mTOR-
Komplex 1 aktiviert (Wullschleger et al., 2005), phosphoryliert er seine Zielproteine, wie
z. B. die ribosomale mS6-Kinase oder den Translationsinhibitor m4EBP1, an Serin- und
Threoninresten. Eine Phoshorylierung der mS6-Kinase aktiviert diese, und phosphoryliert

wiederum das 40S ribosomale Protein mS6, was zur Translation von mRNA fihrt, die fir
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ribosomale Proteine und Komponenten des Translationsapparates kodieren (Meyuhas et al.,
1996; Jefferies et al., 1997; Burnett et al., 1998). Der phosphorylierte Translationsinhibitor
m4EBP1 dissoziiert von dem Initiationsfaktor melF4E, so dass ein aktiver
Translationskomplex mit melF-4G gebildet und Cap-abhangige Translation stattfinden kann
(Lin et al., 1994; Pause et al., 1994). Auch auf dem Level der Elongation beeinflusst mTOR
die Proteinsynthese. Das Cyclin mCDC2 wird durch den mTOR-Komplex 1 aktiviert,
wodurch meEF2K, die Kinase von meEF2, inhibiert wird (Smith und Proud, 2008). Der
eukaryotische Elongationsfaktor meEF2 wird durch die Phosphorylierung durch die meEF2K
inaktiviert (Redpath et al., 1996). Somit reguliert der TOR-Komplex 1 tber die mS6-Kinase,
m4EBP1 und meEF2K die Translation positiv. Aufterdem haben Microarrayanalysen ergeben,
dass der mTOR-Komplex 1 die Expression zahlreicher Gene, die in metabolischen und
biosynthetischen Wegen involviert sind, beeinflusst (Peng et al., 2002). Der TOR-Komplex 1
spielt ebenfalls eine Rolle im Zellzyklus. Der Ubergang zwischen den einzelnen Phasen des
Zyklus (G1, S, G2 und M) wird durch verschiedene Mechanismen koordiniert. Durch den
mTOR-Komplex 1 wird der Ubergang zwischen der G1- und S-Phase uber verschiedene
Cycline und die Kip (,,Cyclin-abhdngige Kinasen-Inhibitor-Proteine*)-Familien-Mitglieder
p21 und p27 kontrolliert (Takuwa et al., 1997; Decker et al., 2003; Hleb et al., 2004; Leung-
Pineda et al., 2004). In diesem Zusammenhang wurde auch die Phosphorylierung von
mSGK1 (,,serum and glucocorticoid-inducible kinase®) durch den mTOR-Komplex 1
postuliert. Die mSGK1 steuert wiederum die Funktion von mP27 (Hong et al., 2008). Eine
andere Studie widerspricht jedoch dieser Aussage, und sieht den mTOR-Komplex 2, und
nicht den mTOR-Komplex 1 als notwendig flr die Phosphorylierung und Aktivierung der
mSGK1 an (Garcia-Martinez und Alessi, 2008). In S&ugern liegt der mTOR-Komplex 1 als
Dimer vor (Wang et al., 2006). Auch in anderen Organismen, wie der Hefe Saccharomyces
cerevisiae und Drosophila melanogaster wurden der ScTOR-Komplex 2 als Dimer bzw.
DmTOR als Multimer nachgewiesen (Wullschleger et al., 2005; Zhang et al., 2006).

3.2.1.1.1 Die TOR-Komplex 1-Mitglieder

Das namengebende Protein mTOR st in beiden mTOR-Komplexen zu finden. In S&ugern
wurde die Rolle von mTOR in der Regulation des Zellwachstums in Abhédngigkeit von
Né&hrstoffen und Wachstumsfaktoren mehrfach herausgestellt (Zhang et al., 2000; Fingar et
al., 2002; Fingar und Blenis, 2004). Es sind drei Phosphorylierungsstellen von mTOR
identifiziert worden, die fur dessen Aktivitdit von Bedeutung sind. So wird Ser2481

autophosphoryliert, wahrend die Aminosaurereste Thr2446 und Ser2448 durch die mS6-
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Kinase phosphoryliert werden (Brown et al., 1995; Peterson et al., 2000; Chiang und
Abraham, 2005; Holz und Blenis, 2005). Thr2446 wir moglicherweise auch durch die
MAMPK phosphoryliert (Cheng et al., 2004). Ohne funktionelles mTOR ist die Entwicklung
von Maus-Embryonen, ahnlich wie bei Aminoséduremangel, gestort (Martin und Sutherland,
2001; Gangloff et al., 2004; Murakami et al., 2004). Ist mTOR aktiv, phosphoryliert es seine
Zielproteine an Serin- oder Threoninresten. Entsprechend der Beteiligung von mTOR an
vielen zelluléren Prozessen, haben die Zielproteine, die im Folgenden vorgestellt werden,
vielfaltige Funktionen.

Wie bereits erwéhnt, sind in S. cerevisiae zwei TOR-Proteine vorhanden. SCTOR1 kann durch
ScTOR2 funktionell ersetzt werden. SCTOR2 ist hingegen essentiell (Wullschleger et al.,
2005). Auch in S. cerevisiae sind zwei TOR-Komplexe prasent. ScTorl ist nur im ScTOR-
Komplex 1 vorhanden ist, wéahrend ScTor2 sowohl Mitglied von TOR-Komplex 1, als auch
Mitglied von TOR-Komplex 2 sein kann (Loewith et al., 2002; Wedamann et al., 2003). Uber
diese Proteinkomplexe bt ScTOR verschiedene Funktionen aus. Der Rapamycin-sensitive
TOR-Komplex 1 reguliert die ,,zeitliche Kontrolle des Zellwachstums® {iber die Translation,
Transkription und die Stabilitdt von Aminosdurepermeasen (Schmidt et al., 1998; Beck und
Hall, 1999; Komeili et al., 2000; Jacinto et al., 2001). Der TOR-Komplex 2 ist nicht
Rapamycin-sensitiv und vollzieht die ,,radumliche Kontrolle des Zellwachstums®. Dieses wird
Uber eine SCRHOL1 gesteuerte Signalkaskade vermittelt, die letztendlich das Aktin-Zytoskelett
organisiert (Schmidt et al., 1996; Schmidt et al., 1997; Bickle et al., 1998; Helliwell et al.,
1998; Schmelzle et al., 2002).

In Arabidopsis thaliana wurde nachgewiesen, dass die AtTOR-Kinase das Zellwachstum und
die Stressantwort den Umweltbedingungen anpasst (Deprost et al., 2007).

Auch in Drosophila melanogaster ist ein DmTOR-Protein zu finden. Bei einer Disruption von
DmTOR kommt es zu schweren Entwicklungsstérungen bei Embryonen, wie es auch unter
Né&hrstoffmangel zu beobachten ist (Oldham et al., 2000; Zhang et al., 2000). Ebenso wurde
dem DmTOR-Protein eine Rolle in der Differenzierung von Nervenzellen zugeschrieben
(Bateman und McNeill, 2004).

Das TOR-Komplex 1 Mitglied mRAPTOR (“regulatory associated protein of mTOR”) ist ein
essentielles Protein. Ebenso wie heterozygote mTOR *"_Méuse waren mRAPTOR *"-Mause
nicht lebensfahig (Murakami et al., 2004; Guertin et al., 2006). mMRAPTOR bindet an die
HEAT-repeats von mTOR (Kim et al., 2002). Diese Bindung ist Rapamycin-sensitiv und
maoglicherweise abhdngig von Nahrstoffen (Kim et al., 2002; Oshiro et al., 2004). mMRAPTOR
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ist notwendig fur die Aktivitdt des TOR-Komplex 1. Es dient als eine Art Gerlstprotein
zwischen mTOR und dessen Substraten, beeinflusst aber nicht dessen katalytische Aktivitat.
Sowohl die mS6-Kinase als auch m4EBP1 interagieren mit mMRAPTOR (Hara et al., 2002).
Diese Interaktion wird durch die TOS-(,,TOR-signaling*)-Motive, die in allen bekannten S6-
Kinasen N-terminal und in allen 4EBPs C-terminal zu finden sind, von m4EBP1 und der
mS6-Kinase vermittelt. Ohne funktionelle TOS-Motive kdnnen diese Translationsregulatoren
nicht an MRAPTOR binden und dadurch nicht durch mTOR phosphoryliert werden (Schalm
und Blenis, 2002; Beugnet et al., 2003; Choi et al., 2003; Nojima et al., 2003; Schalm et al.,
2003). Auch die RNC-Doméne (,,Raptor N-terminal conserved®) von Raptor ist erforderlich,
um eine Bindung von m4EBP1 und mS6-Kinase und deren Phosphorylierung zu
gewahrleisten (Dunlop et al., 2009).

An der Bindung von mTOR an die mSGK1 ist mRAPTOR beteiligt. Mit der Bindung geht die
Phosphorylierung der mSGK1 einher. Diese Kinase phosphoryliert dann ihrerseits p27, einen
Cdk-Inhibitor, wodurch der nukledre Transport dieses Proteins verhindert wird. Somit kann
p27 seine Funktion, das Cyklin mE-CDK?2 in der GO und G1-Phase des Zellzyklus zu binden
und zu inhibieren, nicht mehr ausfihren (Chu et al., 2007; Hong et al., 2008). In anderen
Studien wurde ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des mTOR-Komplex 1
aufgrund des Fehlens des mTSC-Komplex und der cytoplasmatischen Akkumulation bzw.
Reduktion von p27-mE-CDK2-Komplexen festgestellt (Soucek et al., 2001). Auf dieselbe
Weise wird p27 durch die Phosphorylierung von mAKT inhibiert (Liang et al., 2002; Shin et
al., 2002; Viglietto et al., 2002; Motti et al., 2004).

Ein weiteres Zielprotein fir mTOR ist mIRS-1: Dieses Protein ist ein Substrat des Insulin-
oder Insulin-ahnlichen Rezeptors (Sun et al., 1991; White et al., 2002). Insulin stimuliert die
Bindung der SAIN (,,Shc and IRS-1 NPKX binding*)-Domane von mIRS-1 an mRAPTOR,
worauf die Phosphorylierung der Ser636/639 von mIRS-1 durch mTOR folgt. Fir diese
Phosphorylierung ist auch mLST8 erforderlich (Tzatsos und Kandror, 2006; Tzatsos et al.,
2009). Die phosphorylierten Aminoséauren liegen nahe dem Motif, welches flr die Bindung
von mIRS-1 an die mPI3K zustandig ist. Durch diese Phosphorylierung wird der Gber mIRS-
1-vermittelte mPI3K/mAKT-Signalweg unterdriickt (Tzatsos und Kandror, 2006). Der
mTOR-Komplex 1 kontrolliert mIRS-1 auch durch weitere inhibitorische Phosphorylierungen
an Ser307 und Ser312, die eine Interaktion mit dem Insulin-Rezeptor stéren (Harrington et
al., 2004; Shah und Hunter, 2006; Tzatsos und Kandror, 2006). Auf diese Weise reguliert der
MTOR-Komplex 1 den mPI3SK/mAKT-Weg negativ (ber die mRAPTOR-abhangige
Phosphorylierung von mIRS-1 durch mTOR.
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In Abwesenheit von Insulin bindet mPRAS 40 (,,proline-rich Akt substrate of 40 kDa*)
ebenfalls Gber TOS-Motive an mRAPTOR. Dadurch wir eine Bindung der mTOR-Substrate
an mMRAPTOR verhindert und somit der mTOR-Komplex 1 negativ reguliert. In Anwesenheit
von Insulin wird mPRAS40 durch mAKT phosphoryliert. In diesem Fall findet keine
Assoziation an mMRAPTOR und somit keine Hemmung des mTOR-Komplex 1 statt (Wang et
al., 2006; Fonseca et al., 2007; Oshiro et al., 2007; Sancak et al., 2007; Thedieck et al., 2007;
Van der Haar et al., 2007; Wang et al., 2007).

Fir die Funktion von mRAPTOR spielt der Phosphorylierungsstatus eine wichtige
regulatorische Rolle. Zum Einen wird es durch mTOR an Ser863 und Ser859 phosphoryliert.
Diese Phosphorylierungen werden durch Insulin stimuliert und durch Rapamycin inhibiert.
Eine Mutation des Ser863 reduziert die mTOR-Komplex 1-Aktivitat. Die Phosphorylierungen
von MRAPTOR durch mTOR regulieren den mTOR-Komplex 1 demnach positiv (Wang et
al., 2009). Zum Anderen wird mRAPTOR unter bestimmten Stressbedingungen durch die
mS6-Kinase an Ser719, Ser721 und Ser722 phosphoryliert, wodurch der mTOR-Komplex 1,
unabhéngig des mMAKT/PI3K-Weges, aktiviert wird (Carriere et al., 2008). Wird mMRAPTOR
jedoch von mAMPK an Ser722 und Ser792 phosphoryliert, kommt es zur Inhibierung der
mTOR-Komplex 1-Funktionen. Dieses stellt einen alternativen Regulationsmechanismus als
Reaktion auf den Energiestatus der Zelle, unabh&ngig von dem mTSC-Komplex dar, der als
GTPase-aktivierender Proteinkomplex mTOR Uber die kleine GTPase mRHEB negativ
reguliert (Li et al., 2004; Gwinn et al., 2008).

Eine Regulation von mTOR Uber mRAPTOR erfolgt ebenfalls (ber dessen Interaktion mit
MRAG-Proteinen. In S&ugern gibt es vier mRAG-Proteine, die als GTPasen fungieren:
MRAG A, mRAG B, mRAG C und mRAG D. Diese bilden Heterodimere (Nakashima et al.,
1999; Sekiguchi et al., 2001). Wie alle G-Proteine sind sie abhéngig von ihrem GDP/GTP-
Status, allerdings in ungewohnlicher Weise, da das mRAG B®"-mRAG C®PP-Heterodimer
am besten an den mTOR-Komplex 1 bindet. Bei ausreichendem Vorhandensein von
Aminoséuren erfolgt die Bindung eines MRAG-Heterodimers an mRAPTOR, was dazu fihrt,
dass sich die Lokalisation des TOR-Komplex 1 verandert. Dieser Proteinkomplex befindet
sich daraufhin in demselben Kompartiment wie sein aktivierendes Protein mRHEB. Somit
wird Uber die mRAG-GTPasen die mTOR-Komplex 1-Aktivitdt in Abhangigkeit von der
Aminoséureverfligbarkeit positiv gesteuert (Sancak et al., 2008).

Das mMRAPTOR-Homologe in S. cerevisiae ScCKOG1 (,.kontroller of growth®) ist ebenfalls
essentiell. Dort ist es auch an der Bildung eines ScTOR-Komplex 1 beteiligt (Loewith et al.,
2002; Wedaman et al., 2003). Es bindet an die ,,HEAT (Huntingtin, Elongation Factor 3. A
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subunit of protein phosphatase A, TOR1)-repeat”- von ScTorl tber seine ,,WD40 (Trp-Asp:
W-D)-repeat“-Doménen (Adami et al., 2007).

Das mRAPTOR-Homologe in S. pombe - SpMipl - ist essentiell und im Cytoplasma
lokalisiert. Eine mip1*-Mutante mit einer N-terminal verkiirzten Form von SpMip1 wurde bei
der Selektion von S. pombe Kolonien, die den meiotischen Defekt von mei2-Mutanten
unterdriicken, isoliert. ,,WD40*“- und ,, HEAT-repeats“ deuten darauf hin, dass SpMipl mit
anderen Proteinen interagiert. SpMipl bindet an unphosphoryliertes SpMei2, daher auch der
Name SpMipl(= SpMei2 interacting protein) (Shinozaki-Yabana et al., 2000). SpMei2 ist ein
RNA-Bindeprotein, welches fur die Induktion der prameiotischen DNA-Synthese und ersten
meiotischen Teilung notwendig ist (Bresch et al., 1968; Watanabe et al., 1988). Die Patlp-
Kinase phosphoryliert SpMei2, was zur Inaktivitdt von SpMei2 fihrt (McLeod et al., 1986;
Watanabe et al., 1997). Der Transkriptionsfaktor SpStell reguliert ebenfalls SpMei2, indem
er bei Nahrstoffmangel, neben anderen Genen fur Paarung und Meiose, die Expression von
mei2” induziert (Sugimoto et al., 1991). SpMipl interagiert auch mit SpStell, wodurch
dieses aktiviert wird. So nimmt SpMipl, vermittelt durch SpMei2 und SpStell, Einfluss auf
Paarung und Meiose in S.pombe. Temperatursensitive mipl*-Mutanten zeigten
Wachstumsdefekte und teilen sich bei einer geringeren ZellgrolRe als Wildtypzellen.
Zusétzlich spricht die Akkumulation von Zellen mit einem 1C-DNA-Gehalt flr eine
Bedeutung von SpMip1l fir das Zellwachstum, die Mitose und den Zellzyklus (Watanabe et
al., 1988; Sugimoto et al., 1991; Shinozaki-Yabana et al., 2000).

In Arabidopsis thaliana kodieren zwei Gene fur homologe mRAPTOR-Proteine. Wahrend
AtRaptor 1 notwendig fur die Embryo-Entwicklung ist, wirken sich Mutationen in dem Gen,
kodierend fur AtRaptor2, kaum phanotypisch aus (Deprost et al., 2005). Die Interaktion von
AtTOR und AtRaptor beeinflusst die Aktivitdit der AtS6-Kinase unter osmotischen
Stressbedingungen (Mahfouz et al., 2006).

Auch in Drosophila melanogaster wurde eine Assoziation von DmTOR und DmRAPTOR
gezeigt. Sowohl an der Phosphorylierung der DmS6-Kinase als auch an der Steuerung der
G2/M-Phase des Zellzyklus ist DMRAPTOR beteiligt (Lee und Chung, 2007: Mary et al.,
2007).

Das Protein mLst8 (,,lethal with sec-thirteen®) ist in beiden mTOR-Komplexen zu finden
(Loewith et al., 2002; Kim et al., 2003). Es interagiert mit mTOR (ber dessen Kinase-
Doméne (Kim et al., 2003). Mutanten, in denen die Produktion von mLST8 reduziert ist,

zeigen, dass mLST8 nicht essentiell ist. Ohne funktionelles mLST8 kann jedoch keine
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Interaktion zwischen mTOR und mMRAPTOR stattfinden. AulRerdem reguliert es die Aktivitat
des mTOR-Komplex 1 positiv, indem es die Phosphorylierung der mS6-Kinase und m4EBP1
stimuliert. Fir Funktionen des mTOR-Komplex 2, wie die Phosphorylierung von mAKT und
mPKCa ist mLST8 ebenfalls notwendig (Kim et al., 2003; Guertin et al., 2006).

In S. cerevisiae ist das homologe Protein zu mLST8- ScLST8 - essentiell. Auch hier ist
ScLST8 Mitglied beider ScCTOR-Komplexe und bindet an die Kinase-Doméne von ScTOR2
(Loewith et al., 2002; Wullschleger et al., 2005). Mutationen in LST8 fuhren zu Defekten des
Transportes von Aminosaurepermeasen, wie z. B. ScGAP1, vom Golgi-Apparat zur
Plasmamembran (Roberg et al., 1997; Liu et al., 2001). Im Falle von ScGAP1 beeinflusst
ScLST8 dessen Lokalisation ber die beiden Transkriptionsfaktoren SCRTG1 und ScRTG3,
die die Transkription der Gene fiir die a-Ketoglutarat-Synthese steuern (Liu et al., 2001; Chen
und Kaiser, 2003). Dadurch kontrolliert SCLST8 letztendlich die Synthese aller Aminoséuren
(Magasanik et al., 1992; Liu und Butow, 1999; Komeili et al, 2000). SCRTG1 und ScRTG3
werden negativ von ScLST8 reguliert. So wird durch eine Mutation von LST8 die Aktivitat
von SCRTG1 und ScRTG3 erhoht, was zu einer Akkumulation von Aminosauren in der Zelle
fihrt. Daraufhin ist SCGAPL an der Vakuole und nicht an der Zellmembran lokalisiert (Chen
und Kaiser, 2003).

SpWatl ist das homologe Protein von mLST8. Im Gegensatz zu ScLst8 sind Awat-Mutanten
lebensfahig (Kemp et al., 1997; Ochotorena et al., 2001). Das Protein wurde aufgrund der
charakteristischen Morphologie von Awat1-Mutanten SpWatl (= watermelonshaped) genannt.
Diese auffallige Morphologie ist die Konsequenz eines delokalisierten Aktin-Zytoskeletts
(Kemp et al., 1997). Weitere Studien lassen vermuten, dass SpWatl fur die Genomstabilitat
von Bedeutung ist (Ochotorena et al., 2001). Funktionelles SpWatl ist notwendig fir die
Aufrechterhaltung des a-Tubulin-Levels und somit fur die Funktionalitat der Mikrotubuli, die
bei der Chromosomenseparation eine bedeutende Rolle spielen. AulRerdem wird die Reifung
der mRNA durch SpWatl beeinflusst. Der genaue Vorgang ist allerdings noch nicht geklart
(Ochotorena et al., 2001). Die Existenz von ,,WD40-repeats“ deutet Interaktionen mit anderen
Proteinen an. Unter Anderem ist eine Interaktion mit SpPrp2 bereits bekannt, einem Protein,
das ebenfalls eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Genomstabilitat spielt (Takahashi et
al., 1994; Kemp et al. 1997; Ochotorena et al., 2001).

Zwei mLST8-Homologe sind in Arabidopsis thaliana vorhanden, jedoch ist deren Funktion
unbekannt (Wullschleger et al., 2005).
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Das Homologe zu mLST8 in Dictyostelium discoideum —DdLST8- spielt eine Rolle bei der
Zellpolaritat und der gerichteten Chemotaxis und somit bei der Aggregation der Zellen (Lee et
al., 2005).

In Drosphila melanogaster ist auch ein mLST8-Homolog identifiziert worden, von dem
bisher lediglich bekannt ist, dass es mit einem Protein unbekannter Funktion interagiert (Giot
et al., 2003).

3.2.1.2 Der TOR-Komplex 2

Der mTOR-Komplex 2 setzt sich aus mMTOR, mRICTOR, mSIN1 und mLST8 zusammen
(Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004). Dieser Komplex ist fiir die Aktinpolymerisation
und die Phosphorylierung von mAKT von Bedeutung (Jacinto et al., 2004; Sarbasssov et al.,
2004; Sarbassov et al., 2005). Darauf wird jeweils in Kapitel 3.2.1.2.1 néher eingegangen.
Wie bereits in Kapitel 3.2.1.1 erwéhnt, ist der mTOR-Komplex 2 auch fur die
Phosphorylierung und Aktivierung der mSGK1 zustandig, die ihrerseits uber p27 Einfluss auf
den Zellzyklus nimmt (Garcia-Martinez und Alessi, 2008).

3.2.1.2.1 Die mTOR-Komplex 2-Mitglieder

Ein Mitglied des mTOR-Komplex 2 ist mRICTOR (,,rapamycin insensitive companion of
MTOR*) (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004). In Zellen, in denen kein mRICTOR
produziert wird, ist eine verminderte Phosphorylierung von der mPKCo und eine
Delokalisation der Aktinfasern zu erkennen (Sarbassov et al., 2004). Die beiden Rho-
GTPasen mRHO und mRAC regulieren die Polymerisierung und Depolymerisierung von mF-
Aktin (Etienne-Manneville und Hall, 2002). In Zellen ohne funktionelles mTOR, mRICTOR
oder mLST8 konnen aktive Formen von mRHO bzw. mRAC den Aktin-Defekt supprimieren
(Jacinto et al., 2004). Zusammen mit mMTOR und mLST8 organisiert mMRICTOR das Aktin-
Zytoskelett somit Uber eine Rho-GTPase und Uber die mPKCa (Jacinto et al., 2004;
Sarbassov et al., 2004). Es wurde auflerdem eine positive Regulation von mAKT durch
MTOR und mRICTOR nachgewiesen. Dabei wird mAKT an Ser473 phosphoryliert, worauf
die Erkennung und Phosphorylierung von Thr308 durch die PDK1 folgt (Alessi et al., 1996;
Alessi et al., 1997; Stephens et al., 1998; Scheid et al., 2002; Yang et al., 2002; Sarbassov et
al., 2004; Yang et al.,, 2006). Eine Reduktion des mTOR- oder mRICTOR-Levels fiihrt
dementsprechend zu einer verminderten Phosphorylierung des mAKT-Effektorproteins, dem
Transkriptionsfaktor mAFX (Sarbassov et al., 2004). Ein weiterer Interaktionspartner von
MRICTOR ist mPRR5L (,,Proline-rich protein 5-like*). Untersuchungen mit reduzierter

PRR5L-Expression zeigen keine Auswirkungen auf die Integritdt des mTOR-Komplex 2 und
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Phosphorylierungen der Zielproteine, deuten aber auf eine positive regulatorische Rolle in der
Apoptose hin (Thedieck et al., 2007; Woo et al., 2007).

Das essentielle Protein SCAVO3 stellt das homologe Protein zu mRICTOR in S. cerevisiae
dar und ist ebenfalls Mitglied des SCTOR-Komplex 2 (Loewith et al., 2002; Wedamann et al.,
2003; Wullschleger et al., 2005). Der Phanotyp von avo3®-Mutanten deutet auf eine
Involvierung von SCAVO3 bei der Zellwandintegritat, der Integritat des SCTOR-Komplex 2
und der Organisation des Aktinzytoskeletts hin. Diese Defekte kénnen durch die ScTOR-
Komplex 2 Mitglieder SCAVO1 und ScAVO3, nicht aber durch TOR-Komplex 1 Mitglieder
aufgehoben werden. Auch das Phosphoinositidbindeprotein  ScSLM1 supprimiert den
Phanotyp der avo3®-Mutanten (Ho et al., 2005; Ho et al., 2008). ScSLM1 bildet mit ScSLM2
einen Komplex, um das Aktinzytosklett unter Stressbedingungen zu regulieren. Fir die
Sphingolipid-abhé&ngige Phosphorylierung von ScSLM1 und ScSLM2 durch den ScTOR-
Komplex 2 ist ein funktionelles SCAVO3 notwendig (Audhya et al., 2004; Fadri et al., 2005;
Tabuchi et al., 2006; Ho et al., 2008). Mdglicherweise besteht eine Verbindung des ScTOR-
Komplex 2 Uber SCAVO3 mit dem Sphingolipidstoffwechsel, was friilhere Studien bereits
vermuten lieBen. Das Gen CSG2 kodiert flr ein Protein, das notwendig fur die
Calciumregulation ist (Beeler et al., 1994). Die Deletion von CSG2 fihrt zur Akkumulation
eines Sphingolipids (Inositolphosphorylceramid), wodurch eine Calciumsensitivitat der Zellen
hervorgerufen wird. Dieser Phéanotyp wird von avo3®-Mutanten von Acsg2-Mutanten
unterdriickt. SCAVO3 scheint daher mdglicherweise auch eine Rolle bei der
Sphingolipidsynthese einzunehmen (Beeler et al. 1998).

Das mRICTOR-Homologe in S. pombe - SpSte20 - wurde bei der Selektion von Amylorid-
resistenten S. pombe Zellen, die Defekte beziglich der Paarung und Sporulation zeigen,
identifiziert. Zellen, in denen ste20™ deletiert ist, sind lebensfihig. Bei Stickstoffmangel
kontrolliert SpSte20 sowohl den G1-Arrest als auch die sexuelle Entwicklung positiv tber die
Expression von ste11* und mei2™ (Hilti et al., 1999).

In Dictyostelium discoideum ist das mRICTOR-Homologe — DdPianissimo (DdPia) —
Bestandteil eines DdTOR-Komplexes. Neben DdPia regulieren auch DdRip3 und DdLst8 in
diesem Komplex die Aggregation der Dictyostelium-Zellen. Wenn die entsprechenden Gene
dieser Proteine deletiert sind, sind sowohl die durch cAMP stimulierte Aktivierung der
Adenylatzyklase als auch die Chemotaxis und die Zellpolaritat gestort (Chen et al., 1997; Lee
et al., 2005).
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In Drosophila melanogaster zeigen Mutanten ohne funktionelles DmRICTOR eine
verminderte Phosphorylierung von dAKT, was eine erhohte Apoptose-Rate zur Folge hat
(Lee und Chung, 2007).

Ebenfalls im mTOR-Komplex 2 vorhanden, ist mSIN1 (Frias et al., 2006; Jacinto et al., 2006;
Yang et al., 2006). Es handelt sich um ein essentielles Protein, wie Studien mit Mutanten, bei
denen die Expression fur das mSIN1-kodierende Gens abgeschaltet ist, zeigen (Jacinto et al.,
2006). Neben finf hochkonservierten Domanen (SCD 1-V; ,,strongly conserved domains®)
besitzt mSIN1 auch eine RB-Domine (,,Raf-like Ras-binding*), die aktiviertes mH- und mK-
RAS bindet, und eine PH-Domaéne (,,Pleckstrin homology*), die an Lipide und Membranen
bindet (Schroder et al., 2005; Wang und Roberts, 2005). Studien mit niedrigem und hohem
Produktionslevel weisen mSIN1 als Inhibitor von mRAS nach (Schroder et al., 2005;
Schroder et al., 2007). Es gibt finf verschiedene SpleiBvarianten von mSIN1: mSINa,
mMSIN1B, mSIN1y, mSIN1d und mSIN1e (Schroder et al., 2004). Davon sind drei Varianten
im mTOR-Komplex 2 zu finden (Wang und Roberts, 2005). Ebenso wie mRICTOR ist
mSIN1 fir die Phosphorylierung des Ser473 von mAKT durch den mTOR-Komplex 2, nicht
jedoch fur die Phosphoylierung des Thr308 von mAKT durch mPDK1, wichtig. AufRerdem ist
ohne funktionelles mSIN1 die Interaktion von mTOR und mRICTOR, und somit die Integritét
des mTOR-Komplex 2 gestort (Alessi et al., 1997; Stephens et al., 1998; Sarbassov et al.,
2005; Frias et al., 2006; Jacinto et al., 2006; Yang et al., 2006). Durch die Bindung von
mSIN1 an mJNK (,,Jun NH,-terminal protein kinase®), p38 und mATF2 nimmt es an dem
SAPK (,,stress-activated protein kinase*)-Signalweg teil (Schroder et al., 2004; Makino et al.,
2006). Sowohl mJNK als auch p38 sind SAP-Kinasen, die unter Stressbedingungen den
Transkriptionsfaktor mATF2 phosphorylieren und aktivieren. Dadurch wird letztendlich die
Expression von Genen zur Apoptose angeschaltet (Gupta et al., 1995; Livingstone et al.,
1995; van Dam et al., 1995; Persengiev und Green, 2003). Die Bindung von mSIN1 an
mIFNAR2 (,.interferon receptor subunit 2) deutet eine Beteiligung am Interferon-Signalweg
an (Wang und Roberts, 2004).

In S. cerevisiae gehort das mSIN1-Homologe- SCAVOL zu dem ScTOR-Komplex 2 (Loewith
et al., 2002; Wedamann et al., 2003; Wullschleger et al., 2005). SCAVOL1 ist ein essentielles
Protein, das, wie mSIN1, eine RB-Domine (,,Raf-like Ras-binding*) besitzt. Mutationen in
AVO1 fuhren zu Defekten des Aktin-Cytoskeletts (Loewith et al., 2002). Kirzlich wurde
festgestellt, dass SCAVO1 die Membranlokalisation des TOR-Komplex 2 vermittelt (siehe
Kapitel 3.2.3; Berchthold und Walther, 2009).
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Ein homologes Protein zu mSIN1 wurde in S. pombe ebenfalls identifiziert. Das nicht-
essentielle Protein SpSinl (Styl-interacting protein) wurde mit Hilfe des Zwei-Hybrid-
Systems auf der Suche nach Interaktionspartnern von SpStyl erstmals beschrieben
(Wilkinson et al., 1999). SpStyl ist eine Komponente des SAPK-Signaltransduktionsweg
(,,stress-activated MAPK pathway*), welcher als Reaktion auf Stress den Zellzyklus, die
Meiose und spezielle Stressreaktionen reguliert. SpSty1 stellt die MAP-Kinase dar. Die MAP-
Kinase-Kinase wird von SpWisl und die MAP-Kinasen-Kinasen-Kinasen werden von
SpWak1 und SpWinl représentiert (Warbrick and Fantes, 1991, Millar et al., 1995; Shiozaki
and Russel, 1995; Kato et al., 1996; Shieh et al., 1997; Samejima et al.,1998). SpStylp ist
strukturell verwandt mit den SAPKs aus Séaugern und reagiert auf ahnliche Reize wie
oxidativen Stress, osmotischen Stress, UV-Strahlung und Hitze-Stress (Millar et al., 1995;
Shiozaki und Russel, 1995; Degols et al., 1996; Degols und Russel, 1997; Shieh et al., 1997).
Unter normalen Bedingungen ist SpStyl im Cytoplasma lokalisiert. Wird es durch Stress
phosphoryliert und dadurch aktiviert, gelangt es, unterstitzt durch SpSinl, in den Zellkern.
Dort bindet und phosphoryliert es den Transkriptionsfaktor SpAtfl (Shiozaki et al., 1996;
Wilkinson et al., 1996, Wilkinson et al., 1999). Auflerdem wird durch SpStyl die
Translokation des Transkriptionsfaktors SpPapl in den Zellkern positiv gesteuert (Toone et
al., 1998). SpSinl wird ebenfalls, unabh&ngig von SpStyl, bei osmotischem Stress
phosphoryliert (Wilkinson et al., 1999). Neben SpStyl ist auch SpSinl notwendig fur die
Funktion der Transkriptionsfaktoren SpAtfl und SpPapl, die die Expression verschiedener
Stressantwortgene regulieren (Toda et al., 1991; Takeda et al., 1995). SpSinl ist also ein
bedeutender Bestandteil einer Signalkaskade, die zur Stress-aktivierten Expression
bestimmter Gene in S. pombe fiihrt. Eine Deletion von sin1” filhrt dementsprechend zu einer
hoheren Sensitivitat gegentber verschiedenen Stressbedingungen, wie z. B. Hitze oder
osmotischem Stress, aber auch zu Defekten in der sexuellen Entwicklung (Wilkinson et al.,
1999).

In Dictyostelium discoideum stellt DdRip3 das homologe Protein zu mSIN1 dar und ist dort
auch Bestandteil eines DdTOR-Komplexes. Zusammen mit DdPia und DdLst8 reguliert
DdRip3 die cAMP-gesteuerte Chemotaxis und damit auch die Aggregation der Dictyostelium-
Zellen (Chen et al., 1997; Lee et al., 1999; Lee et al., 2005).

3.2.2 Regulation von mTOR

In Sdugerzellen wird der mTOR-Komplex 1-Weg sowohl durch Wachstumsfaktoren als auch

Néhrstoffe, das Energielevel und Stress beeinflusst. Der mTOR-Komplex 2 wird durch
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Nahrstoffe, Wachstumsfaktoren oder Hormone gesteuert (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et
al., 2005; Jacinto et al., 2006). In den folgenden Kapiteln wird auf die Regulation des mTOR-
Komplex 1 eingegangen, uber die deutlich mehr bekannt ist, als Giber die Regulation des
mTOR-Komplex 2.

3.2.2.1 Aktivierung des TOR-Komplex 1 durch Wachstumsfaktoren

Der mTOR-Signalweg wird durch Wachstumsfaktoren Gber den mPI3K-mAKT-Weg
reguliert. Die Bindung von Insulin oder Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren verursacht die
Rekrutierung und Phosphorylierung von mIRS (,,insulin receptor substrate”) und die
Rekrutierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase (mPI3K) an die Zellmembran, wo diese
daraufhin Phosphatidylinositole (P1-3,4-P;,) phosphoryliert (Katso et al., 2001; Cantley et al.,
2002; White et al., 2002). Die entstehenden Phosphatidylinositol-3,4,5-phosphate (P1-3,4,5-
P3) veranlassen die Lokalisierung von der Phosphoinositid-abhangige Proteinkinase 1
(mPDK1) und der Proteinkinase mAKT (auch als Proteinkinase B bekannt) an die Membran.
So wird mAKT durch mPDK1 phosphoryliert und aktiviert (Alessi et al., 1997). In seiner
aktiven Form phosphoryliert mMAKT mTSC2 (Dan et al., 2002). Zusammen mit mTSCL1 bildet
mTSC2 den mTSC-Komplex, der mTOR negativ reguliert. Bei einer Phosphorylierung von
mTSC2 wird der mTSC-Komplex destabilisiert und ist inaktiv. Dementsprechend kann
mMTSC2 seine GAP (,,GTPase-activating protein*)-Aktivitat auf die kleine GTPase mRHEB
nicht austiben (Castro et al., 2003; Garami et al., 2003; Inoki et al., 2003; Saucedo et al.,
2003; Stocker et al., 2003; Tee et al., 2003; Zhang et al., 2003). Somit liegt MRHEB in seiner
GTP-gebundenen Form vor und kann an die Kinase-Domane von mTOR binden und diese
aktivieren (Long et al., 2005; Sancak et al., 2007). mTSC2 wird auch durch die Kinase
mERK1/2 (,,extracellular signal-regulated kinase*) in Abhéngigkeit von Wachstumsfaktoren
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung fuhrt ebenfalls zur Dissoziation und damit zur
Hemmung des mTSC-Komplexes (Roux et al., 2004; Johannessen et al., 2005; Ma et al.,
2005). Somit wird mTOR auch uber diesen Weg durch Wachstumsfaktoren positiv reguliert
(Dan et al, 2002; Inoki et al, 2002, Manning et al; 2002; Potter et al, 2002).

3.2.2.2 Aktivierung des TOR-Komplex 1 durch Nahrstoffe

Die mTOR-AKktivitat ist auRerdem durch Nahrstoffe, vor allem durch Aminosauren, reguliert.
Wie diese Regulation stattfindet, ist umstritten. Eine Studie deutet die Aktivierung von mTOR
Uber die Inhibierung des mTSC-Komplexes an, da Zellen, in denen die mTSCs inaktiviert
sind, resistent gegenuber Aminosauremangel sind (Gao et al., 2002). Allerdings zeigen andere

Studien eingeschrédnkte mTOR-Komplex 1-Funktionen in mTSC-defizienten Zellen (Smith et
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al., 2005). Mdglich ware auch, die Regulation von mTOR Uber mRHEB in Abhangigkeit von
Aminosduren. Dieses wird durch Beobachtungen unterstitzt, bei denen mRHEB
uberproduziert wurde und mTOR-Funktionen trotz Aminosauremangel stimuliert wurden
(Garami et al., 2003; Saucedo et al., 2003). AuRerdem ist die Bindung von mRHEB und
mMTOR abhéngig von der Aminoséaureverfiigbarkeit (Long et al., 2005).

Daneben ist vorstellbar ist, dass Aminoséduren direkt von dem mTOR-Komplex 1
wahrgenommen werden, da bei einem Mangel die Bindung von mTOR an mRAPTOR
verdndert wird (Kim et al., 2002). Vor kurzem wurden RAG-GTPasen als weitere positive
Regulatoren der mTOR-Komplex 1-Funktionen in  Abh&ngigkeit wvon  der
Aminosaureverfiigbarkeit identifiziert (Sancak et al., 2008; siehe Kapitel 3.2.1.1.1).

3.2.2.3 Aktivierung des TOR-Komplex 1 durch einen hohen Energiestatus der Zelle

Der Einfluss des ATP-Levels der Zelle auf den TOR-Komplex 1 wird tber die mMAMPK
(,,AMP-activated protein kinase*) vermittelt (Davies et al., 1995; Dennis et al., 2001; Kimura
et al., 2003; Hardie, 2004). Die AMP-aktivierte Kinase wird bei einem niedrigen Energielevel
durch die Kinase mLKB1 aktiviert (Hardie, 2007). Aktiviertes mAMPK phosphoryliert
mTSC2, welches eine Inaktivierung des mTOR-Komplex 1 zur Folge hat (Inoki et al., 2003).
Die mAMPK inhibiert auf diese Weise energieaufwendige Prozesse (z. B. Translation) und

stimuliert ATP-produzierende Prozesse (z. B. Oxidation der Fettsauren) (Shaw et al., 2004).

3.2.2.4 Inaktivierung des TOR-Komplex 1 unter Stressbedingungen

Eine bedeutende Rolle nimmt mTOR unter verschiedenen Stressbedingungen ein. Bei
Sauerstoffmangel (Hypoxie) wird die Translation Uber die Hemmung von mTOR
runterreguliert (Liu et al., 2006; Schneider et al., 2008). Dieses wird Uber mREDD1
(,,regulated in development and DNA damage 1) vermittelt. mMREDDL reguliert den mTSC-
Komplex positiv und somit mTOR negativ (Brugarolas et al., 2004; Sofer et al., 2005;
Schneider et al., 2008). AulRerdem fiihrt Sauerstoffmangel, aufgrund einer eingeschrénkten
Atmungskette und somit reduzierten ATP-Synthese, zu einer Aktivierung der mAMPK,
welches ebenfalls zur Inaktivierung von mTOR fihrt (siehe Kapitel 3.2.2.3). Reduzierende
Bedingungen, die durch einen mdglichen Redox-Sensor in der FATC-Doméne
wahrgenommen werden, fuhren zu einer Hemmung der mTOR-Komplex 1-Funktionen
(Dames et al., 2005; Sarbassov und Sabatini, 2005). DNA-Schaden aktivieren den
Transkriptionsfaktor p53, welche die Expression von Genen induziert, die an der

Zellzykluskontrolle, der DNA-Reparatur und der Apoptose beteiligt sind (Lane et al., 1994).
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Uber den mAMPK-mTSC2-Weg wird durch mP53 die Aktivitat von mTOR inhibiert (Feng et
al., 2005).
Die Abbildung 3.2 zeigt eine schematische Darstellung des TOR-Signalweges in Saugern.
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Abbildung 3. 2: Der TOR-Signalweg in Sdugern ist hier vereinfacht dargestellt. Erlauterungen siehe Text.
R: Rapamycin

3.2.3 Bedeutung von AGC-Kinasen in dem TOR-Signalweg

Bei AGC-Kinasen (,,protein kinase A/ protein kinase G/ protein kinase C*) handelt es sich um
konservierte, konventionelle eukaryotische Proteinkinasen (Hanks und Hunter, 1995; Gold et
al., 2006). Generell sind AGC-Kinasen fur das Zellwachstum, die Proliferation und das
Uberleben unter Stressbedingungen zustindig. Wie andere Proteinkinasen haben sie einen
katalytsichen Kern mit einem charakteristischen Aufbau: An dem N-terminalen Bereich
binden die Nukleotide, wahrend C-terminal die Substrate gebunden werden und die Katalyse
stattfindet. Diese beiden Bereiche werden durch den ,,T-loop*“ verbunden. Es gibt ein
allgemeines Schema fur die Regulation dieser Kinasen. Dabei wird eine AGC-Kinase
zundchst in der Aktivierungsschleife meist durch PDK1 phosphoryliert, worauf die

Aktivierung durch eine oder mehrere Phosphorylierungen, oft Gber TOR vermittelt, am C-
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Terminus folgt (Nolen et al., 2004; Gold et al., 2006; Kannan et al., 2007; Nolen et al., 2007).
Meistens werden AGC-Kinasen im HM (,,hydrophobic motif*) von TOR-Proteinen oder HM-
Kinasen phosphoryliert (Biondi et al., 2003; Biondi et al., 2004; Dong und Liu., 2005; Gold
et al:;, 2006). Im C-Terminus befinden sich weitere putative Phosphorylierungsstellen
(Yonemoto et al., 1997; Dennis et al., 1998; Saitoh et al., 2002; Urban et al., 2007). Die
Phosphorylierungen am C-Terminus von AGC-Kinasen sind fiir die katalytische Aktivitat,
Stabilitdt und Lokalisation entscheidend (Keranen et al., 1995; Pearson et al., 1995;
Tsutakawa et al., 1995). Das Zusammenspiel von einer TOR-Kinase und einer PDK1-Kinase,
das letztendlich die Aktivitat einer AGC-Kinase zu reguliert, wird als TOR-PDK1-AGC-
Modul bezeichnet und ist sowohl in S. pombe, in S. cerevisiae als auch in Saugern zu finden
(Matsuo et al., 2003; Jacinto und Lorberg, 2008). In Séugern finden sich auch AGC-Kinasen
als Zielproteine fir mTOR, wie z. B. die bereits erwdhnten Proteine mS6K, mPKC und
MAKT (Burnett et al., 1998; Parekh et al., 1999; Sarbassov et al., 2005). Auch in
S. cerevisiae wurden einige AGC-Kinasen als SCTOR1/ScTOR2-Effektoren postuliert. Hierzu
zahlen neben ScPKC1 ScSCH9 und ScYPK1/2 (Kamada et al., 2005; Urban et al., 2007).

3.2.4 Lokalisierung der TOR-Komplexe

Lokalisationsstudien weisen darauf hin, dass mTOR bzw. die mTOR-Komplexe in
verschiedenen Zellkompartimente zu finden sind. mMTOR bewegt sich in Abhangigkeit von
Néhrstoffen zwischen Cytoplasma und Zellkern hin und her (Kim und Chen, 2000; Desai et
al., 2002; Zhang et al., 2002; Drenan et al., 2004; Li et al., 2006; Liu et al., 2006). Unter
guten Nahrstoffbedingungen ist mTOR im Zellkern lokalisiert und reguliert dort die Synthese
von 35S-rRNA (Li et al., 2006). In vielen Zelllinien ist mTOR auch am endoplasmatischem
Retikulum (ER) und am Golgi-Apparat lokalisiert (Drenan et al., 2004). Dies ist nicht
verwunderlich, wenn man bedenkt, dass die beiden Regulatoren von mTOR - mTSC2 und
MRHEB - ebenfalls in denselben Kompartimenten vorhanden sind und die entsprechende
Lokalisation von mRHEB fir die Stimulation von mTOR erforderlich ist (Wienecke et al.,
1996; Buerger et al., 2006). Die Assoziation mit dem ER und am Golgi-Apparat wird Uber
ELS (,,ER localization signal*) und GLS (,,golgi localization signal*) vermittelt, die sich in
zwei ,,HEAT-repeats und zwei IUS (interunit spaceres)-Segenzen befinden. Diese
Signalsequenzen und damit die Lokalisation von mTOR sind fiir die Funktionen sowohl des
mTOR-Komplex 1 als auch des mTOR-Komplex 2 notwendig (Liu und Zheng, 2007).

Auch in S. cerevisiae belegen diverse Studien, dass es sich bei SCTOR1 und SCTOR2 um

periphere Membranproteine handelt. Dabei assoziieren diese sowohl an die Plasmamembran
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als auch an integralen Membranen und nehmen damit mdglicherweise eine Rolle im
Endozytoseweg ein (Cardenas und Heitmann, 1995; Kunz et al., 2000; Wedamann et al.,
2003). Auch andere Studien zeigen die Lokalisation an Membranen, in denen Proteine
vorhanden sind, die bei der Aktin-Zytoskelett-Organisation und Endozytose beteiligt sind.
Genetische Analysen haben eine funktionelle Interaktion derer, wie z.B. ScSLT2 und
ScSLA2, mit Komponenten des mTOR-Komplex 1 bestétigt (Aronova et al., 2007). Auch
vermitteln moglicherweise ,,HEAT-repeats® von SCTOR diese Lokalisation, da die Deletion
dieser in SCTOR2 die Membranstandigkeit verhindert (Kunz et al., 2000). Entsprechend ihren
unterschiedlichen Funktionen sind die beiden TOR-Komplexe in der Zelle unterschiedlich
lokalisiert (Huh et al., 2003; Araki et al., 2005; Berchthold und Walther, 2009).
Mikroskopische Aufnahmen mit ScTOR-3XGFP bzw. ScKOG1-GFP zeigen, dass diese
ScTOR-Komplex 1-Mitglieder diffus im Cytoplasma und konzentriert an der
Vakuolenmembran vorliegen (Sturgill et al., 2008; Berchthold und Walther, 2009). Mittels
Immunfluorenzaufnahmen und subzellulérer Fraktionierung stellte eine andere Arbeitsgruppe
fest, dass sich ein groRer Teil von SCTORL1 in der nukledren Fraktion befindet. Dieser Anteil
wird durch die Nahrstofflimitation oder Rapamycinzugabe vermindert. Unter diesen
Bedingungen wird SCTOR1 aus dem Zellkern ins Cytoplasma exportiert (Li et al., 2006).
ScTOR2-3XGFP und die anderen TOR-Komplex 2-Mitglieder  sind bei
fluoreszenzmikroskopischen Aufnhamen auch im Cytoplasma, jedoch vor allem an der
Plasmamembran, zu erkennen (Sturgill et al., 2008; Berchthold und Walther, 2009). Diese
Lokalisierung unterliegt einer gewissen Dynamik, die von lateralen Bewegungen geprégt ist.
Dabei befindet sich der TOR-Komplex 2 in einem als MCT (,,membrane compartment
containing TORC2%) bezeichneten Kompartiment. Die Membranassoziation wird hier durch
die C-terminale Doméne des TOR-Komplex 2 Mitglieds SCAVO1 vermittelt und ist essentiell
fiir die Viabilitat von S. cerevisiae (Berchthold und Walther, 2009).

3.3 Der TOR-Signaltransduktionsweg in Schizosaccharomyces
pombe

3.3.1 S. pombe als Modellorgansimus

Schizosaccharomyces pombe (S. pombe) wurde als Organismus ausgewéhlt, um den TOR-
Signaltransduktionsweg zu untersuchen. Die Spalthefe S. pombe wurde der knospenden Hefe
S. cerevisiae bevorzugt, da diese, im Gegensatz zur Backerhefe, einen TSC-Komplex besitzt.
(Mach et al., 2000; Matsumoto et al., 2002). Dieser Komplex ist ein wichtiger regulatorischer
Bestandteil des TOR-Weges. AuBerdem konnte bei dem Verlust von SCRHEB kein Effekt auf
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den Zellzyklus beobachtet werden (Urano et al., 2000). Hefen sind relativ einfach zu
kultivieren, genetisch zu manipulieren und zeigen trotzdem die Charakteristika aller
Eukaryonten. Erstmals isoliert wurde S. pombe von Lindner (1893) aus einem, mit Hirse
gebrauten, ost-afrikanischem Bier, welches ,,Pombe® genannt wird. Zuckerreiche Safte
(Trauben, Apfel, Zuckerrohr) sind das natiirliche Habitat von S. pombe. Der heutige, haploide
Laborstamm leitet sich wvon einem, aus Traubensaft isolierten, Stamm ab
(Schizosaccharomyces liquifaciens, isoliert von H. Osterwalder, 1924). Ist geniigend Glukose
und Stickstoff vorhanden, vermehren sich diese Hefen rein vegetativ. Bei schlechten
Nahrstoffbedingungen arretiert S. pombe in der G1-Phase und es kommt zur Konjugation von
Zellen unterschiedlichen Parrungstyps (h* und h’). Aus den daraus entstehenden diploiden
Tetraden, bilden sich letztendlich Sporen, die ein Uberleben unter diesen Bedingungen

sichern.

3.3.2 Der TOR-Weg in S. pombe

Im Gegensatz zu S. cerevisiae, besitzt S. pombe die flir SpTscl und SpTsc2 kodierenden Gene
(van Slegtenhorst et al., 1997; Matsumoto et al., 2002;). Wie auch in S&ugern, wurde eine
Interaktion dieser beiden Proteine und die Bildung eines SpTSC-Komplex nachgewiesen (van
Slegtenhorst et al., 1997). S. pombe Atscl- oder Atsc2-Deletionsmutanten sind nicht in der
Lage, auf das Paarungspheromon, den P-Faktor, zu antworten und haben daher eine niedrigere
Konjugationseffizienz als der Wildtyp. Somit spielt der TSC-Komplex eine Rolle bei der
Konjugation (Matsumoto et al., 2002). Zudem zeigen Atscl- oder Atsc2-Deletionsmutanten
Defekte bei der Induktion bestimmter Gene, wie z. B. sxa2® und fnx1™ mei2*, die
normalerweise bei Stickstoffhunger induziert werden (Matsumoto et al., 2002; Nakase et al.,
2006). AulRerdem zeigen Mutanten ohne funktionelles SpTscl und SpTsc2 eine verminderte
Aufnahme der Aminosduren Leucin und Arginin, was moglicherweise die Folge von
delokalisierten Aminosdurepermeasen, wie bei der Permease Spc359.03 oder SpCatl-einem
Transporter fur kationische Aminosauren- ist. Eine weitere Ursache der Aufnahmedefekte ist
die verminderte Expression der Aminosaurepermeasen-kodierenden Gene 7G5.06", ¢869.10"
und isp5” in Atscl- oder Atsc2-Deletionsmutanten (Matsumoto et al., 2002; van Slegtenhorst
et al, 2004; Nakase et al, 2006, Aspuria et al., 2007). Aufgrund dieser
Aminosdureaufnahme-Defekte zeigen Atscl/Atsc2-Mutanten eine hohere Resistenz gegeniiber
den toxischen Aminosdureanaloga von Arginin und Lysin -Canavanin und Thialysin (van
Slegtenhorst et al., 2004). Zellen, in denen eine hyperaktive Form von SpRhbl, dem

homologen Protein zu mRHEB aus S&ugern, produziert wird, zeigen einen &hnlichen
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Phé&notyp. Mutanten hingegen, in denen SpRhbl1 nicht mehr funktionell ist, sind aufgrund
einer gesteigerten  Arginin-Aufnahme hypersensitiv. gegenliber Canavanin. Diese
Beobachtungen weisen darauf hin, dass der TSC-Komplex SpRhb1 negativ reguliert (Yang et
al., 2001; van Slegtenhorst et al., 2004; Urano et al., 2005; Nakase et al., 2006). SpRhb1
bindet und aktiviert in seiner GTP-gebundenen Form SpTor2 (Urano et al., 2005; Uritani et
al., 2006). Diese funktionellen Zusammenhange zwischen SpTsc, SpRhbl und SpTor2
werden auch als SpTsc-SpRhb1-SpTor-Modul bezeichnet, welches mittlerweile auch in
Sdugern bekannt ist. Dieses wird durch die Tatsache bekréftigt, dass der Aminoséure-
Aufnahme-Defekt von tsc2-Mutanten durch eine verminderte SpTor2-Aktivitat aufgehoben
werden kann (Matsuo et al., 2007).

In S. pombe sind zwei TOR-Kinasen vorhanden: SpTorl und SpTor2. Im Gegensatz zu torl*
ist tor2" essentiell (Weisman und Choder, 2001). SpTorl ist fir das vegetative Wachstum
nicht erforderlich, aber bedeutend fur das Wachstum unter Hunger- oder Stressbedingungen
(niedriger und hoher pH-Wert, osmotischer Stress, hohe Temperatur, bestimmte Substanzen
einschlieBlich Hydroxyurea) (Kawai et al., 2001; Weisman und Choder, 2001). Bei einer
Ator1-Mutante ist bei Stickstoffmangel der G1-Arrest und die sexuelle Entwicklung gestort
(Weisman et al., 2007). AuBerdem zeigen sich Defekte in der Aufnahme von Leucin
(Weisman et al., 2005), wie sie auch in tsc1l/2-Mutanten zu sehen sind (Matsumoto et al.,
2002; van Slegtenhorst et al., 2004). Diese Defekte korrelieren mit einer verminderten
Expression der Aminosaurepermeasen 7G5.06", isp6*, ¢869.10" in Medium mit Ammonium
als Stickstoffquelle (Weisman et al., 2005). Zumindest hinsichtlich der Regulation der
Aminoséureaufnahme scheinen SpTscl/2 und SpTorl auf zwei parallelen Wegen zu agieren:
Sie regulieren die Aufnahme jeweils positiv Uber die Expression der entsprechenden
Aminosdurepermeasengene. Auflerdem sind fiir das Wachstum auf einer ,,schlechten
Stickstoffquelle, wie z. B. Prolin oder Harnstoff, entweder SpTorlp oder SpTscl/2 notwendig
(Weisman et al., 2007). Ebenso wurde eine Bedeutung von SpTorl fir die Mitose
beschrieben (Peterson und Nurse, 2007). Falls Né&hrstoffmangel oder die Zugabe von
Rapamycin zu einer eingeschrankten SpTorl-Funktion flhrt, wird die Kinase SpGcn2, ein
Translationregulator, aktiviert. Aktiviertes SpGen2 fuhrt wiederum zu einem niedrigeren
Level an SpPyp2 (Peterson und Nurse, 2007). SpPyp2 ist eine Phosphatase, die die Aktivitat
von SpSty1 negativ reguliert (Gaits and Russell, 1999). SpSty1 ist die MAP-Kinase (,,mitogen
activated protein kinase*) des SAPK-Weges (,,stress activated protein kinase®) in S. pombe.
Dieser wird von SpStyl zusammen mit der MAP-Kinase-Kinase SpWisl und MAP-Kinase-
Kinase-Kinase SpWak1 und SpWin1l gebildet (Warbrick and Fantes, 1991, Millar et al., 1995;
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Shiozaki and Russel, 1995; Kato et al., 1996; Shieh et al., 1997; Samejima et al.,1998). Die
Aktivierung von SpStyl unter Nahrstoffmangel bzw. bei Rapamycin-Zugabe veranlasst die
Lokalisation der Polo Kinase SpPlol zu den Spindelpolkdrpern. SpPlol aktiviert SpCdc2, die
katalytische Untereinheit des MPF (,,mitosis promoting factor*), und somit den Eintritt in die
Mitose (Mulvihill et al., 1999; Maclver et al., 2003; Petersen und Hagan, 2005; Petersen und
Nurse, 2007; Hagan, 2008). Neuere Studien bestétigen die Regulation der Mitose durch die
verschiedenen Aktivitatslevel von SpStyl in Abhangigkeit von Nahrstoffen. Dabei sind
SpTorl, SpMipl und SpGad8 notwendig, wéhrend SpSte20 und SpSinl keinen Einfluss auf
den Eintritt in die Mitose, als Antwort auf Nahrstoffmangel, nehmen (Hartmuth und Petersen,
2009).

SpTor2 ist fur das vegetative Wachstum essentiell (Kawai et al., 2001; Weisman und Choder,
2001). Es reguliert den Wechsel zwischen Wachstum und Zelldifferenzierung je nach
Né&hrstoffverfiigbarkeit. Unter guten Né&hrstoffbedingungen reprimiert SpTor2 die sexuelle
Entwicklung auf zwei Ebenen: Vor der Paarung durch Inhibierung von SpStell und vor der
Meiose durch Inaktivierung von SpMei2. Eine Bindung von SpTor2 an diese beiden Proteine
konnte nachgewiesen werden (Alvarez und Moreno, 2006). Sowohl der Transkriptionsfaktor
SpStell als auch das RNA-Bindeprotein SpMei2 sind wichtige regulatorische Proteine fir die
sexuelle Differenzierung in S. pombe (Shimoda et al., 1987; Watanabe et al., 1988; Sugimoto
et al., 1991). Temperatursensitive tor2-Mutanten verhalten sich auch unter guten
Né&hrstoffbedingungen wie Wildtyp-Zellen unter Stickstoffmangel. Sie arretieren in der G1-
Phase als kleine, runde Zellen und initiieren deren sexuelle Entwicklung. Die Expression
verschiedener Gene wird induziert, darunter Zellzyklus-Inhibitoren und Gene, die
normalerweise bei Stickstoffhunger angeschaltet werden (wie zum Beispiel isp6*, fnx1™,
mei2” und stel1®). Dabei bleibt die Expression der Gene unverandert, die bei Glukose-
Hunger angeschaltet werden (Alvarez und Moreno, 2006; Uritani et al., 2006; Matsuo et al.,
2007; Weisman et al., 2007). Des Weiteren wird in tor2-ts-Mutanten die Expression von
Genen, die fir Aminosaurepermeasen, wie z. B. Splsp5, SpAC869.10c, SpAC11D3.18c,
SpAC1039.01, SpBPB2B2.01 oder SpMam1, kodieren, angeschaltet (Matsuo et al., 2007).
Wie in tsc1/2"-Mutanten fiihrt die Uberexpression von tor2™ zu einer Resistenz gegen die
toxischen Aminosdureanaloga Canavanin (Arginin-Analogon) und Thialysin (Lysin-
Analogon) (Matsumoto et al., 2002, van Slegtenhorst et al., 2004; Urano et al., 2005). Unter
Stickstoffmangel verhalten sich sowohl tor2-ts-Mutanten als auch rhbl Mutanten wie
Wildtyp-Zellen unter Sticktoffmangel (Mach et al., 2000; Yang et al., 2001; Tabancy et al.,
2003).
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Betrachtet man die Phanotypen von Atorl und tor2-ts-Mutanten, so kann man die ersten als
,nhever starved for nitrogen* und die letzteren als ,,always starved for nitrogen® bezeichnen
(Weisman et al., 2007). Die Mutanten reprdsentieren also jeweils den gegensatzlichen
Phanotyp beziiglich der Antwort auf Stickstoffhunger. Die Doppelmutante Ator1 tor2-ts zeigt
jedoch keine Suppression von einem der beiden Phdnotypen, sondern additive Defekte. So
wird beispielsweise SpTorl in Abwesenheit von SpTor2 zur Zellproliferation benétigt,
wéhrend bei einer Atori-Mutante hier keine Auswirkungen zu erkennen sind (Uritani et al.,
2006; Matsuo et al., 2007).

Der TOR-Signaltransduktionsweg in S. pombe ist in Abbildung 3.3 schematisch dargestellt.

ZELLMEMBRAN

Stressantwort,
Zellzyklus,
Sexuelle Entwicklung

| Leucin-Aufnahme

Abbildung 3.3: Der TOR-Signalweg in S. pombe ist hier vereinfacht dargestellt.
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3.3.3 Zielproteine von SpTOR

Das einzige bisher postulierte Zielprotein der SpTOR-Kinasen ist die Proteinkinase SpGads,
welche von SpTorl phosphoryliert wird. In S. pombe sind 106 Proteinkinasen vorhanden, von
denen 20 zu den AGC-Kinasen gehoren (Bimbo et al., 2005; Miranda-Saavedra und Barton,
2007). Wie viele TOR-Zielproteine in Saugern und S. cerevisiae, gehort SpGad8 zu der
Familie der AGC-Kinasen (Matsuo et al., 2003; Ikeda et al., 2008).

3.3.3.1 Das SpTorl-Zielprotein SpGad8

SpGad8 (,,Gl-arrest defective 8*“) wurde als “high copy suppressor” der Sterilitdt und des
temperatursensitiven Wachstums einer Mutante mit einer verkirzten Variante von SpTorl
isoliert (Matsuo et al., 2003). SpGad8 ist eine Serin/Threonin-Kinase. Deletionsmutanten
zeigen aufgrund ihrer Defekte bezuglich der sexuellen Entwicklung, dem GZ1-Arrest und der
Stressantwort (bei osmotischem und Hitzestress) einen ahnlichen Phanotyp wie Atorl-
Mutanten (Kawai et al., 2001; Weisman und Choder, 2001). Dies deutet an, dass die
entsprechenden Proteine, SpGad8 und SpTorl, in demselben Signalweg fungieren. Da die
Uberexpression von gad8™ die Defekte von Atorl-Mutanten aufheben kann, SpTorl jedoch
nicht in der Lage ist, den Agad8-Phanotyp zu supprimieren, kann man davon ausgehen, dass
SpGad8 unterhalb von SpTorl agiert (Matsuo et al., 2003). SpGad8 wird durch SpTorl an
mindestens zwei Serinresten (Ser527 im ,turn motif“ und Ser546 in HM) phosphoryliert.
SpKsgl phosphoryliert SpGad8 an einem Threoninrest (Thr387 im ,,activation loop*). Beide
Phosphorylierungen regulieren die Kinase-Aktivitdt von SpGad8, was vermuten lasst, dass
das Zusammenspiel von SpTorl, SpKsgl und SpGad8 eine Art Modul zur Regulation von
sexueller Entwicklung und Wachstum unter Stressbedingungen darstellt (Matsuo et al., 2003;
Ikeda et al., 2008).

3.4 Rapamycin

Wie bereits in Kapitel 3.1 beschrieben bindet Rapamycin an TOR-Proteine. Rapamycin wird
als Sekundarmetabolit von Streptomyces hygroscopicus produziert (Vezina et al., 1975). Es
wird als Immunsuppressivum eingesetzt, welches die Proliferation von T-Helferzellen
inhibiert (Tocci et al., 1989).

Gelangt Rapamycin in eine S. cerevisiae- oder eine S&ugerzelle, bindet es zundchst an das
FK506-Bindeprotein (FKBP), um dann als Komplex mit diesem an die FRB (,,FKBP-
rapamycin-binding“)-Doméne des TOR-Proteins zu binden und dieses zu inhibieren
(Abbildung 3.1; Heitmann et al., 1991; Koltin et al., 1991; Bram et al., 1993; Kunz et al.,
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1993; Helliwell et al., 1994; Sabatini et al., 1994; Chen et al., 1995; Choi et al., 1996). Dabei
wird sowohl in Saugern als auch in S. cerevisiae das vegetative Wachstum und der Zellzyklus
in der G1-Phase beeintrachtigt (Schmidt et al., 1996; Schmidt et al., 1997; Cutler et al., 1999;
Dennis et al., 1999; Peterson et al., 2000; Schmelzle und Hall, 2000; Loewith et al., 2002;
Edinger et al., 2003; Jacinto et al., 2004; De Virgilio and Loewith, 2006). Durch die
Inhibition von mMTOR bzw. ScTOR1/ScTOR2 wird die Aktivitat bestimmter Zielproteine
beeinflusst. In Sdugern wird die Interaktion von mTOR und mRAPTOR geschwécht, was die
Funktionen des mTOR-Komplex 1 beeintrachtigt. So wird die Aktivierung der mS6-Kinase
durch Rapamycin inhibiert (Calvo et al., 1992; Chung et al., 1992; Kuo et al., 1992; Price et
al., 1992; Ferrari et al.,, 1993; Kim et al., 2002). Dadurch wird die Proteinsynthese
eingeschrankt, ebenso wie durch eine Hemmung von melF-4E (Lin et al., 1995; Berreta et al.,
1996; Brunn et al.,, 1996). Die Phosphorylierung des Translationsregulators m4EBP1
hingegen wird bei einer 24 h Behandlung mit Rapamycin, im Gegensatz zur mS6-Kinase, nur
in den ersten 3 h inhibiert (Edinger et al., 2003; Choo et al., 2008; Feldman et al., 2009).
Aullerdem kann mTOR unter Rapamycin-Zugabe die CREM (,,cAMP-responsive elements
modulators“)-Transkriptionsfaktoren nicht mehr aktivieren (de Groot et al., 1994). Den
Zellzyklus beeintrachtigt Rapamycin liber bestimmte CDKs (,,cyclin-dependent kinases*) und
CDK-Inhibitoren. So wird der Abbau des CDK-Inhibitors mKIP1 durch Rapamycin
gehemmt. Dieses verhindert eine Aktivierung der CDKs mCDC2 und mCDK2 (Morice et al.,
1993; Nourse et al., 1994; Barbet et al., 1996). Der mTOR-Komplex 2 galt zunéchst als
insensitiv gegenuber dem Immunsuppressivum Rapamycin, da weder die Bindung von mTOR
und mRICTOR noch die mTOR-Kinaseaktivitdt des mTOR-Komplex 2 gestort wird, wenn
die Rapamycinbehandlung in dem zeitlichen Rahmen durchgefuhrt wird, in dem mTOR-
Komplex 1-Funktionen bereits inhibiert werden. Erfolgt die Rapamycin-Zugabe jedoch tber
einen langeren Zeitraum (mindestens 24 h), so wird auch hier die Interaktion von mTOR und
MRICTOR geschwécht und dadurch in bestimmten Zelltypen (z. B. PC3-Zellen) die
Phosphorylierung von mAKT verhindert (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2006). Die
Organisation des Aktin-Zytoskeletts tiber den mTOR-Komplex 2 wird durch Rapamycin nicht
beeinflusst (Jacinto et al., 2004). Auch mFKBP12-eigene Funktionen werden gehemmt, wie
z. B. die Ca®*-Freiseztung durch Ryanodin-Rezeptor-Kanale (Brillantes et al., 1994; Lehnart
et al., 2003).

In S. cerevisiae kommt es bei Rapamycin-Zugabe zum Erliegen des Zellwachstums. Die
Zellen arretieren in der frihen G1-Phase. Dieses wird durch eine eingeschrankte Translation
von z. B. dem G1-Cyclin ScCLN3 vermittelt (Heitman et al., 1991; Koltin et al., 1991; Barbet
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et al., 1996). Diese ScTOR-Komplex 1-Funktionen werden inhibiert ohne dabei die Bindung
von ScKOG1 an ScTOR1 zu verhindern (Loewith et al., 2002). Rapamycin hat keine
Auswirkungen auf die vom ScTOR-Komplex 2 kontrollierte Organisation des Aktin-
Zytoskeletts (Zheng et al., 1995; Schmidt et al., 1996). Ebenso wird die FKBP12-abhéngige,
ScTOR1/2-unabhangige, Aspartokinase in S. cerevisiae durch Rapamycin gehemmt (Alarcon
und Heitman, 1997).

In S. pombe dagegen hemmt Rapamycin weder das vegetative Wachstum, noch den Eintritt in
die stationdre Phase. Die Zugabe dieses Immunsuppressivums inhibiert jedoch die sexuelle
Entwicklung zu einem Zeitpunkt vor der Konjugation der haploiden Zellen bei
Néhrstoffmangel, wéhrend es keinen Effekt auf die Sporulation von Diploiden hat (Weisman
et al., 1997). Dieser Defekt wird moglicherweise Uber SpFkhl, das homologe Protein in der
Spalthefe zu FKBP12 aus Saugern, vermittelt. Mutationen in dem entsprechenden Gen fkh1*
fuhren ebenfalls zu einer eingeschrankten sexuellen Entwicklung (Weisman et al., 2001).
Daher wurde der, unter Rapamycin-Zugabe beobachtete, Phanotyp zun&chst als direkte
Wirkung von Rapamycin auf SpFkhl gedeutet. Zunachst konnte keine Bildung eines
Rapamycin-SpFkh1-SpTorl/SpTor2 Komplexes nachgewiesen werden. In den letzten Jahren
ergaben sich allerdings zahlreiche Hinweise darauf, dass TOR auch in S.pombe ein
Zielprotein von Rapamycin sein konnte. So ist die, durch SpTorl gesteuerte, Leucin-
Aufnahme Rapamycin-sensitiv. Dieses korreliert mit einer verminderten Expression von drei
Aminosaurepermeasen-Genen: 7G5.06", isp5" und ¢869.10". Die Rapamycin-Sensitivitit
wurde durch Mutationen in wis1® oder spcl”™ unterdriickt (Weisman, 2004; Weisman et al.,
2005). Die entsprechenden Proteine SpWis 1 und SpSpcl gehdren zu der Stress-aktivierten
MAP-Kinase-Kaskade, der eine Rolle in der Aminosidureaufnahme zugeordnet wird
(Karagiannis et al., 1999). Der Verlust des Transkriptionsfaktors SpAtfl, der durch SpSpcl
aktiviert wird, andert jedoch nichts an der Rapamycin-Sensitivitat der Leucinaufnahme. Diese
Beobachtung fihrt zu der Annahme, dass diese MAP-Kinase-Kaskade die Leucin-Aufnahme
unabhangig von SpAtfl beeinflusst (Shiozaki und Russel, 1996; Wilkinson et al., 1996;
Weisman et al., 2005). Des Weiteren wurde in einem Zwei-Hybrid-System eine Interaktion
der FRB-Domane von SpTorl und SpFkh1 in Anwesenheit von Rapamycin beobachtet. Die
Tatsache, dass Atorl-Mutanten eine SpFkhl-abhdngige Sensitivitat aufweisen, flihrt zu der
Annahme, dass auch SpTor2-abhangige Funktionen betroffen sind (Weisman, 2004; Weisman
et al., 2005). Temperatursensitive tor2-Mutanten zeigen eine Hypersensitivitdt gegenuber
Rapamycin (Hayashi et al., 2007). Weitere Studien zeigen, dass Zellen nach Rapamycin-

Zugabe einen &dhnlichen Phanotyp wie Atscl/2-Mutanten oder Zellen, in denen SpTor2
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Uberproduziert wird, haben. Somit erhoht Rapamycin in diesem Fall die TOR-Aktivitat im
Gegensatz zu dessen Wirkung in anderen Organismen. Die beschriebenen Zellen- Atsci/2-
Mutanten, SpTor2-Uberproduzenten oder Zellen nach Rapamycin-Zugabe — sind jeweils
resistenter gegenuber den toxischen Aminosdureanaloga Thialysin und Canavanin. Diese
Beobachtung unterstreicht die Bedeutung des bereits beschriebenen Leucin-Aufnahme-
Defekts bei Rapamycin-Zugabe (Matsumoto et al., 2002; van Slegtenhorst et al., 2004,
Weisman et al., 2007).

3.5 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die in Sdugern und S. cerevisiae
konservierten TOR-Komplexe auch in der Spalthefe S. pombe existieren. Dies sollte mittels
Ko-Immunprazipitationsstudien der zu den mTOR-Komplex-Mitgliedern homologen Proteine
geklart werden. Phé&notypische Analysen von Deletionsmutanten und Zellen, die SpTorl bzw.
SpTor2 Uberproduzieren, sollten die biochemischen Experimente erganzen, um Aufschluss
uber die Konservierung und die Funktionen der TOR-Komplexe zu geben. Um die
Konservierung der einzelnen TOR-Komplex-Proteine zu analysieren, wurde getestet, ob ein
TOR-Komplex-Protein aus S. pombe, den Phénotyp der entsprechenden S. cerevisiae-
Mutanten, in der das homologe Protein nicht mehr produziert wird, komplementieren kann.
Uber die Bindung von Rapamycin an die TOR-Proteine in S. pombe war zu Beginn dieser
Arbeit nichts bekannt. Hier sollten in vivo Experimente Erkenntnisse tber eine mdgliche
Bindung von SpFkhl, dem S. pombe Homologen zu mFKBP12 aus S&ugern, an SpTorl und/
oder SpTor2 in Anwesenheit von Rapamycin geben. Inwieweit die Bindung von SpFkhl an
SpTorl bzw. SpTor2 die TOR-Zielproteine beeinflusst, war ebenfalls Gegenstand dieser
Arbeit.

Vorangegangene Experimente zeigten, dass die HR1-Domane des TOR-Komplex 2-Proteins
SpSte20 an SpClcl, der leichten Kette des Clathrins, bindet. Im Rahmen dieser Arbeit sollte
untersucht werden, ob diese Interaktion auch in der nahe verwandten Béackerhefe S. cerevisiae
konserviert ist und welche Bedeutung sie einnimmt. Mdglicherweise spielt sie fir eine
eventuelle Membranassoziation der TOR-Komplexe in S. pombe, wie sie bereits flir Sauger

und S. cerevisiae beschrieben wurde, eine Rolle.

32



Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Materialien
4.1.1 Chemikalien

Aceton (Roth), Adenin-Hemisulfat (Sigma), Adeninsulfat (Serva), Agar (BD), Agarose
(Roche), ,,Agarose Gel DNA Extraction Kit*“ (Roche), Albumin Fraktion V (Roth), Amilorid-
Hydrochlorid-Hydrat (Sigma), 3-Amino-1,2,4-triazol (Sigma), Ammoniumacetat (Roth),
Ammoniumchlorid (Roth), Ammoniumperoxodisulfat (APS, Roth), Ammoniumsulfat (Roth),
Ampicillin-Natriumsalz (Roth), Arginin (Serva), Betain (Sigma), Bicin (Sigma), d-Biotin
(Sigma), BioRad Protein Assay (Biorad), Borséure (Aldrich), 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-b-
D-Galaktopyranosid (x-Gal, Roche), Bromphenolblau (Applichem), Calciumchlorid-Dihydrat
(Roth),  ,,Calmodulin  affinity = resin“  (Stratagene), = L-Canavanin (Sigma),
Chloroform:Isoamylalkohol 24:1 (Sigma), Clonat (Nourseothricin, Werner BioAgens), ,,.DIG
Luminescent Detection Kit” (Roche), ,,DNA Extraction Kit“ (#K0513, Fermentas),
Dimethylsulfoxid (Roth), Di-Natrium-Hydrogenphosphat-Dihydrat (Roth), Di-Natrium-
Hydrogenphosphat-Dodecahydrat (Roth), 1,4-Dithiothreit (DTT, Roth), ,,ECL Western
Blotting  Detection (Amersham, Pierce), EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat (Roth),
Eisenchlorid-Hexahydrat (Sigma), Essigsaure 100% D:1,05 (Roth), Ethanol (Roth),
Ethidiumbromid (Roth), DL-Ethionin (Sigma), Ethylenglykol (Sigma), 5-Fluoro-Orotsaure
(Biomol/USB biological), ,,ExpandTM High Fidelity PCR System* (Roche), ,,E.z.n.a. Gel
Extraction Kit” (Omega biotech), G418-Sulfat (Calbiochem), D(+)-Galaktose (Roth),
Glasperlen (& = 0,45 - 0,5 mm; B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen), o-D(+)-
Glukose Monohydrat (Roth), L-Glutamin (Sigma), Glutaminsdure (Sigma), Glutaraldehyd
(Sigma), Glycerin (Roth), Glycin (Sigma), Hefeextrakt (BD) Heringssperma-DNA (Roche),
L-Histidin Monochlorid Monohydrat (Sigma), Hybond TM-N Nylon Membran (Amersham
Pharmacia Biotech), Hygromycin B (Merck Calbiochem), IgG-Sepharose (Amersham), myo-
Inositol (Sigma), L-Isoleucin (Serva), Isopropyl-B-D-Thiogalaktosid (IPTG, Roche),
Isopropanol (Infracor GmbH), Kaliumacetat (Roth), Kaliumchlorid (Roth), Kalium-
Dihydrogenphosphat (Roth), Di-Kalium-Hydrogenphosphat (Roth), Kalium Phthalat (Sigma),
Kanamycin-Sulfat (Roche), Koffein (Sigma), Kupfersulfat-Pentahydrat (Sigma), L-
Leucin(Roth), Lithiumacetat (Roth), L-Lysin Monohydrochlorid (Sigma), Lysozym (Roche),
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (Roth), Magnesiumsulfat-Heptahydrat (Roth), Malzextrakt
(BD), Mangan-Il-chlorid-Tetrahydrat (Roth), Mangan-2-Sulfat Monohydrat (Roth), Methanol
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(Roth), 2-Mercaptoethanol (Sigma), L-Methionin (Serva), Molybdéansaure (Riedel-de Haen),
MOPS (Roth), Natriumacetat (Roth), Natriumazid (Roth), Natriumchlorid (Sigma),
Natriumfluorid (Sigma), Natrium-Dihydrogenphosphat-Dihydrat (Roth),
Natriumhydrogencarbonat (Roth), Natriumhydroxid (Roth), Natriumsulfat (Roth), o-
Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid (Sigma), 4-Nitrophenylphosphat-Di(tris)Salz (Sigma),
Natriumpyrophosphat (Sigma), Nonidet P40 (Fluka), Nikotinsdure (Sigma), Pantothensdure
Hemicalciumsalz (Sigma), Pepton (BD), L-Phenylalanin (Serva), Polyethylenglykol 4000
(PEG4000, Roth), Polyethylenglykol 1000 (PEG1000, Fulka), Phenol:Chloroform 5:1
(Sigma), Phenylmethlylsulfonylfluorid (PMSF, Roth), ,,Phos-tag Acrylamide AAL-107¢
(NARD Institute), L-Prolin (Sigma), ,Protease Inhibitor Cocktail“-Tabletten (Roche),
Protein-G-Sepharose (Sigma), Protan BA Nitrocellulose-Membran (Whatman, Dassel),
Raffinose (MP Biomedicals), Rapamycin (LC Laboratories), Roti-Phenol (Roth), Rotiphorese
Gel A (Acrylamidlosung 30%, Roth), Rotiphorese Gel B (Bisacrylamidldsung 2%, Roth),
Rotiphorese Gel 30 (Arcylamid, 0,8 % (w/v); Bisacrylamidlosung 30 % (w/v); 37,5:1, Roth),
Rotiphorese Gel Nf 30% (Arcylamid, 0,8 % (w/v); Bisacrylamidlésung 30 % (w/v); 29:1,
Roth), Rubidiumchlorid (Roth), Salzsdure 32% D:1,16 (Roth), Natriumdodecylsulfat (SDS,
Roth), Sepharose CL-4B (Sigma), D-Sorbit (Roth), TEMED p.a.D: 0,78 (Roth), Thiamin-
Hydrochlorid (Sigma), L-Threonin (Serva), Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Roth),
Triton-X-100 (Roth), Trypton (BD), L-Tryptophan (Serva), Tween 20 (Roth), L-Tyrosin
(Serva), Uracil (Sigma), L-Valin (Serva), Xylencyanol FF (Sigma), ,,Yeast Nitrogen Base w/o
Aminoacids and Ammoniumsulfate* (BD), Zinksulfat-Heptahydrat (Sigma), Zitronenséure-
Monohydrat (Sigma).

4.1.2 Enzyme

Alkalische  Phosphatase (Roche), T4-Ligase (Roche), Proteinase K (Roche),
Restriktionsenzyme (Fermentas, NEB, Roche), Ribonuklease A (Roche), Zymolyase (MP
Biomedicals 32092).
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4.1.3 Antikorper

Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tabelle 4.1 aufgefthrt.

Tabelle 4. 1: Verwendete Antikdrper. Die eingesetzten Konzentrationen sind dem Ergebnisteil zu

entnehmen.

Priméarer Antikorper

Sekundarer Antikorper

anti-GFP (Roche) anti-mouse 1gG HRP-linked whole Ab,
sheep (GE);
Alexa Fluor 680 goat anti-mouse IgG
(Invitrogen)

anti-HA (Roche) anti-mouse 1gG HRP-linked whole Ab,
sheep (GE);
Alexa Fluor 680 goat anti-mouse IgG
(Invitrogen)

anti-c-Myc (Roche) anti-mouse 1gG HRP-linked whole Ab,
sheep (GE);
Alexa Fluor 680 goat anti-mouse IgG
(Invitrogen)

anti-Protein A (Sigma) anti-rabbit 1gG HRP-linked whole Ab,
donkey (GE);
IRDye 800CW conjugated goat
(polyclonal) anti-rabbit IgG (Li-Cor)

monoclonal anti-A-Tubulin (Sigma) anti-mouse 1gG HRP-linked whole Ab,
sheep (GE);
Alexa Fluor 680 goat anti-mouse IgG
(Invitrogen )

PhosphoSerine Antibody Q7 (Qiagen) Alexa Fluor 680 goat anti-mouse IgG

(Invitrogen )
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4.1.4 Oligonukleotide

Alle in Tabelle 4.2 aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Genosys

synthetisiert.

Tabelle 4.2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide. Eine gegebenenfalls vorhandene

Schnittstelle ist unterstrichen.

Name

Sequenz

3"Avol/Sinl

5°- GAT ATA AAC CAA AAT TAA TGC TGG TAA GAT
GCA GTA TAA TGG GTT TTA CTT AAT TTATTT TTT
TAACAG -3

3"AvolAsp718I

5- GCG GGG TAC CAT CGA GAT CGC GAT GAA GTA
TTTTC-3

3"Avo3 Sacl

5- GCG GGA GCT CTG TAC AAG GAA ACC CCA TTA
TTATAT AATG-3

3"Av03-Ste20

5- GGA ATATTG TGA CTATAT ACATTT ATA CAT GCG
GCC CTT TTT TGC TTC ATG CGG AAA TTG ACA AAT
TATTC-3

3'torl-HA-U-PCR

5-CAAGTGAACGCT CAGTTCGC -¥&

3’tor2-HA-U-PCR

5-GAG AGA GCACGGTAAGAAGC -3

3” Oligo nach BamHI

5-CACCGT TCAAGTCTTCCTCG -3

3A vor Clcl Ndel

5- CCG TCG TCA AAG TCT TCT AAA GCC GGA AAT
TGA GAC ATC ATA TGG GTG GTT GGT AAA GGT TGA
AAG- 3

5"Avol Sphl 5-GCG GGC ATG CTG GGT TGT ACT ACT GAC ATT TAC
-3

5 Avol/Sinl 5- CAG TGT TTG TAA AAC CCC CAC CAC ACC ATA
ATA AGA CGA TAATGG AAT TAA CAA GAG AGA AAG -
3

5 Avo3 Sall 5- GCG GGT CGA CAT TTC AAC GGC AAG AGA GTT TG

-3

5"Avo03-Ste20

5-GCT TCG TGC TGT ACC GCT TCT ATT AAG TTT TTG
AAATTC ACA ATG AAA CCT GTGCGA AGG GG -3

5'torl-HA-2.U-PCR

5-CCATATCTCGGAGAAGTTAC-3

5'tor2-HA-2.U-PCR

5-GTTTGGTCACCACCAACCAC-%

5” Oligo vor Asp7181

5-CAGCCTCTTCTGCTTCCCTC-3

5’ Oligo vor Sacl

5-CGG GACTTAAGG ATT GTATCG -3

FKH1-3iberpruf

5-CTGAACGTGTAATTITAACT -3

ForwardKogl/mipl

5- GCG AAT CCT ATT GCA TGC AGA GAA GGG TAA
AAG ATA CAT AAT GAATGATAG AATTAGTG -3

Gad8 intern 5'raus

5-GCCCACATT GTATCT CGCAG -3

GADS8-3 im Term

5-CACCTTTAATTACATCTCCG-3

GADS-3 Uberpriif

5-CGCTAATAAAGT CGAACAGG-3

GAD8-3BamHlI

5-GGC GGATCC TCT TCCATAATGCTC GGT GG -3

Gad8-3BamHI neu

5- GGC GGA TCC CGG TGG ATT GGC GCT CCAACC -3

GADS8-5 im Prom

5-GTATTCGCT TACTGGTACAC -3

GADS8-5 Uberprif

5-CCTGCGTAATGT GCCGACCG -3

GADS8-5BamHI

5-GGC GGATCC GGC GACTTT GCT CAAAGT CG -3

Gad8-5BamHI neu

5-GGC GGA TCC CGA AGC ATT CCT TTAGTA GGG -3
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Name Sequenz

GADS8-F1 5-AGT TCATTTTTT TTT TCT ACT CCA AAC AGA CGT
TAC CGA ACG GAT CCC CGG GTT AATTAA -3

GADS8-F2 5- CCA ATT GGA GCT ATC AAC GAC CAA CAA CCA
TTG ATA CAT CGA CGA CAT TAA TAC AAT AGC ACC
TGG AAG TGT CAT TAG GCG GAT CCC CGG GTT AAT
TAA -3

Gad8-F2 neu 5- AAC CGT TCA ACA AAG GTT TGC CAA TTG GAG

CTA TCA ACG ACC AAC AAC CAT TGA TAC ATC CGA
CGA CAT TAA TAC AAT AGC ACC TGG AAG TGT CAT
TAG GCG GAT CCC CGG GTT AATTAA -3

GADS8intern Hindlll

5-CCGCAAGCTTGGATT GTT GACCCGCGC TCC -3

GADS8-R1 5- AAA AGA TGA CAA TAA TGA GAA ATG AAC GAA
GCT TTG GCC TTT ATA ACA TAC AAA TAT GTA AAA
GAG GCA AGA AAA GCG GCG AAT TCG AGC TCG TTT
AAAC-3

GADT7-3 5-GGG GTTTTT CAGTATCTACG -3

GBTT7-3 5-CACTTT AAAATT TGT ATACAC - %

HGH-3 out 5-CCGGAATTC GGAGCGCGG CCG -

hgh-5"out 5-CCG GAG CCGGGACTGTCGGGC -3

KanMX3 out 5-CTT GAT GGT CGG AAGAGGC -3

KanMX5 out 5-GGCTGGCCT GTT GAACAAG-¥

Lst8/Watl forward 5- TGG CAG TCT TGT CAT CCA TAT AAA AAA GGA

GTT CTG ATT GAT GTC AGT ACA GTATCC ACC- 3

LST8/watl reverse

5-CACTTC GGT CCT TCAAGC TTG GTA GTT GAT AAA
TTG TAAATT AAATTT GGT AGT CATTAA -3

Mip1-F2

5- GTG GTG ATA ACA CAG ATA GTA GAG TTA ATC
TAT ACT CTT GCA CCA AAA ACG AGA TTC ATA CGG
ATT CGC CGA ACG AGT TTC GGA TCC CCG GGT TAA
TTAA-3

Mip1-R1

5- AGA CTA AGC AAA GTG GCA GGT TTA GCA AAA
TAT GTA TAA TAA CCA AAT TAA GTG TTG CTA ATA
GAA AGA AAA GTC TAA TCG AAT TCG AGC TCG TTT
AAAC-3

Miplintern

5-CCTTCC GTG AAAATCCAC-3

pGADT7-5

5-ACC ACT ACAATG GAT GATGT - &

Reverse

5-CAG GAA ACAGCT ATGACCATG-%

ReverseKogl/mipl

5-TTT GCA GCT AAA TGA AAG AAA AAA AAA GAA
ATG GCA CAT ATT AAA ACT CGT TCG GCG AAT -3

SIN1-5neu 5- GAT CCG AAG AAACGTTGTC-3%

SIN1-F1 5-GTATGG TCG CTAAGT ATT CAAACT TCGTTG AAA
TTA AAT ATT TTA TAA AGT CTG TAA ATG CGA TAT
AAT AAG GAC TCA GAC GGATCCCCGGGTTAATTAA
-3

SIN1-F2 5-TTGAAG TTT TGT CCG CCT TGG AAG CTG CCATTA

TAG TTA GCA GGA TAC GTG CAC TGA TGA ATA CTG
TTA AAA AAATAA ATC GGA TCC CCG GGT TAATTAA
-3

SINZlintern

5- GGG AAA CTA AGC GGT AAG - %
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Name

Sequenz

SIN1-R1

5- ATG AAG ACG ATG AAG ATG AAG CTG ATT TTG
AAG ATG TTT AAT AAA AAT GAC ATA GGG GAG AGA
GCA ATG TGA TAC CAA AAG AAT TCG AGC TCG TTT
AAAC-3

sinlvor IntronBamHlI

5- GGC GGG ATC CCAGTATACATGCTGGATCG -3

SpMip1-5Sall

5- GGC GGT CGA CGT GACTTG ATT GAC ATT GGC - &

SpSinl-3BamHI

5- GGC GGG GAT CCG GTA TTA CTG ATG GTG ATA
CGG -3

SpSinl-5HindllI

5- GCT TGG CGT TGT CGA GTG - 3" (genomische HindllI-
Site)

SpSte20- 5BamHI

5-GGC GGG ATCCCTCATCTTATTCTCTTIGC-3

SpSte20 intern

5-CGG CAACTAACAAAGATTC-3

SpSte20-3BamHI

5- GGC GGG ATC CGC CCAAACTCCACG ATATG-%

SpSTE20-F1 5- GGA GAT AGC TTT TTT ATT CCT GCT TTT AAT GAT
CAG TGC TCCGGATCCCCG GGT TAATTAA -3

SpSte20-F2 5-ACT CGG TTT TAT TGT CTT CCT CAA CCT CAC AGG
ACT TAA ATG AAT CCC CGT CCA GGC CGA ATAATT
TGT CAATTT CCG CAC GGATCC CCG GGT TAATTAA
-3

SpSte20-R1 5- GAA GGT CAA AGA ATA AGC AGA AAA CTA AAG

ATC AAA CTT ATT GAA TAA CAG AAG AAA AAC GAT
AAT AAG AAA TCA TAA AAG AAT TCG AGC TCG TTT
AAAC-3

SpTorl-3BamHI

5- GCG GGG ATC CGC TGT ACATCA TGA AAA ATAC -
3

SpTorl-5BamHI

5- GGC GGG ATC CCG GTA AAC AGT AGT ACG TAT G -
3

SpTOR1-F1 5- ATT GTG ATG AAT GCC TAA GTG GAA GAA TTG
AAC ACC GCG ACT ATT AGA AAG TCT ATC GTT TCA
CTC GCT CTC TTT GAT TCC GGA TCC CCG GGT TAA
TTAA-3

SpTOR1-R1 5- AAA AAG GTA AAA GAG AAG TCT CTT TGA AAT

TTT TGA TGA GTA TGA GAA ATA AAA TAG TCA TCC
AGG AAA AGA ATC ATA ACG AAT TCG AGC TCG TTT
AAAC-3

SpWatl-3BamHI

5- GGC GGG ATC CCT AAC CAG AAAGCT AATG -3

SpWatl-5BamHI

5-GGC GGG ATC CGAGCACTACTTCTICAACTTG-3

SPWAT1-F2

5- TAT CGA GTG GTG AAA CAA TCC GTC AGT ATT
CGG GTC ATC ACA AAG CTG CTG TTT GTG TTG CTC
TTA ATG ACT ACC AAA TTC GGA TCC CCG GGT TAA
TTAA-3

SpWAT1-R1

5-TGT TGA CAA GAC AAG ACT CTT GTT TTC CTA AGA
AGA TTG GTG AAT AAA ATC TAT ATA GCA AAG GTA
AAA TAG GAT AAA GGG AATTCGAGCTCGTTT AAAC
-3

STE20-3 PCR

5-CGT TGC ATACGT TGT ATGTGG -3

STe20-3mehr

5-GTT ATGTAGTCAAAAGAGTG-3

Ste20-5 PCR

5-CCGTTG GGG TAT CCATGAGC -3
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Name Sequenz
Ste20-5neu 5-GGC AAAGTCCACTTAACC -3
T7/GBTT7-5 5-TAATAC GACTCACTATAG GGC -3

torl+-nmtlprom-3°

5-TGC TTT CAT TTT TGT TTT TTA GAT CAC TAA AAT
ACT CCATGATTT AAC AAAGCG ACTATA-3

torl+-nmtlprom-3HA-
3

5-TGC TTT CAT TTT TGT TTT TTA GAT CAC TAA AAT
ACT CCATGC ACT GAG CAG CGT AATCTG -3

torl+-nmtlprom-5

5-CTATTAGAA AGT CTATCG TTT CAC TCG CTC TCT
TTG ATT CGA ATT CGA GCT CGT TTAAAC - ¥

TOR1-5neu 5-GAT ACTGCTCTCTCCGGTG-3

TOR1-3HA-3” 5-GAATGC TTT CAT TTT TGT TTT TTA GAT CAC TAA
AAT ACT CCATGC ACT GAGCAGCGT AATCTGG -3

TOR1-3HA-5 5-CTATTA GAA AGT CTATCG TTT CAC TCG CTC TCT
TTG ATT CAT GTT AAT TAACATCTTTTACCC -3

TOR1- 5- GGC GGG ATC CGA ATC AAAGAGAGCGAGTG -3

3vorATGBamHI

TOR1-5Hindlll 5-CGT CAATAACCC ATACAG -3

TOR1-ATGBamHlI

5- GGC GGG ATC CAT GGAGTATTTTAGTGATC -3

TORZ1linternSacl-3

5- GGC GGA GCT CCTTTACAG CAGCAGCCAAC-¥

TOR1seq 5- GCC AAT ACCTCT CCGGTC -3

TOR1-SnaBI-3" 5-GTATCT GGT GGC CGT CTT TTC ACC AAG GTT CCT
TCATAC GGA ATT CGAGCT CGT TTAAAC -3

TOR1SnaBI-5 5- AGA ATG AAA ATA AAA AAT CCT AAA ACG GTA
AAC AGT AGT ACG GAT CCCCGG GTT AATTAA -3

TorlTrafo3gek 5-CCAGAC GCAGCCAAATGACC-3

TorlTrafo5 gek 5- GGG GAT GAG AAAGCTCAGTC -3

TOR2-3Asp718i 5-GCG GGG TAC CTATAT ACAGCT TAAATT AGC -3

TOR2-3HA-3’ 5-TTT CTT CAT TCC TGC TTT TCA ACC CAG GAA ATT
CTT TCATGC ACT GAG CAG CGT AATCTGG -3

TOR2-3HA-5 5-TGT TTA ATT GAG AGA ATG ATGCTAATT TAAGCT

GTATAT AAT GTT AAT TAACAT CTTTTACCC -3

TOR2-3internEcoRi

5- GCG GGA ATT CGA GGT CAT ACGCAT AGTTTG -3

TOR2-3Sall 5-CGC CGT CGA CCAATATAAAGAGATGCATTC -3

TOR2-5 Sall 5- CGC CGT CGA CCT ACACCT TCATTT TGA CCC C -
e

TOR2-5HindlIlI 5- GGC GAA GCT TGA GCT TTG AGA AAA ATG TAA AG
-3

TOR2-5nach 5- GCG GGG TAC CAT GAA AGA ATT TCC TGG GTT G -

ATGAsp718I 3

TOR2-50berprif 5-GCT TTAACT CAT GTAACAG -3

TOR2BseRI-3 5-CTGTACTTT TGC ACC TAATTC TTAGTA TAC GCA
GAG AGG AGA ATT CGAGCT CGT TTAAAC -3

TOR2BseRI-5 5- CGT CAT AAA AAT ATT ACT TTT TCAATC GTG TTT
CTATTG ATC GGATCC CCG GGT TAATTAA-3

TOR2seq 5-GGT GCT TGT TTGGTC ACC - 3

U-47 5-CGC CAG GGT TTT CCC AGT CACGAC - 3

WAT1-5neu 5-GTAATG ATGGAAACTCATG-3
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4.1.5 Plasmide

Tabelle 4.3 und Tabelle 4.4 zeigen die Plasmide, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet

bzw. konstruiert wurden.

Tabelle 4.3: Verwendete Plasmide.

Name Selektionsmarker/ | Konstruktion Quelle
Replikationsmodul
pAD33 |[Amp" ste20” in YCplac33 (Reparatur von|A. Dierkes
URA3 pGC1-1hin)
CEN/ARS
pALO28 |Amp® Von dem Vektor pFA6a-13myc-kanMX6 | A. Lorberg
KanMX6 wurde mit den Oligos SIN1-F2 und SIN1-
URA3 R1 ein  SIN1-13myc-KanMX6-PCR-
CEN/ARS Produkt synthetisiert und in das BsaAl-
linearisierte  Plasmid pALO23, ein
YCplac33-Derivat, das ein 721bp grof3es
Xbal/BamHI-SIN1-Fragment enthélt, in
vivo rekombiniert.
pALO33 |Amp® Von dem Vektor pFA6a-GFP-kanMX6 | A. Lorberg
KanMX6 wurde mit den Oligos SIN1-F2 und SIN1-
URA3 R1 ein SIN1-GFP-KanMX6-PCR-Produkt
CEN/ARS synthetisiert und in das BsaAl-
linearisierte  Plasmid pALO23, ein
YCplac33-Derivat, das ein 721bp grofies
Xbal/BamHI-SIN1-Fragment enthélt, in
vivo rekombiniert.
pALO34 |Amp® Von dem Vektor pFA6a-TAP-kanMX6 | A. Lorberg
KanMX6 wurde mit den Oligos SIN1-F2 und SIN1-
URA3 R1 ein SIN1-TAP-KanMX6-PCR-Produkt
CEN/ARS synthetisiert und in das BsaAl-
linearisierte  Plasmid pALO23, ein
YCplac33-Derivat, das ein 721bp grof3es
Xbal/BamHI-SIN1-Fragment enthélt, in
vivo rekombiniert.
pALO35 |Amp® Von dem Vektor pFA6a-3HA-kanMX6 | A. Lorberg
KanMX6 wurde mit den Oligos SIN1-F2 und SIN1-
URA3 R1 ein SIN1-3HA-KanMX6-PCR-Produkt
CEN/ARS synthetisiert und in das BsaAl-

linearisierte  Plasmid pALO23, ein
YCplac33-Derivat, das ein 721bp grof3es
Xbal/BamHI-SIN1-Fragment enthélt, in
vivo rekombiniert.
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Name Selektionsmarker/ | Konstruktion Quelle
Replikationsmodul
pALO43 Amp"® Ein mit den Oligos SpTOR1-5BamHI | A. Lorberg
urad” und SpTorl-3BamHI synthetisiertes
ARS1 PCR-Fragment, das das torl*-Gen
enthalt wurde mit BamHI geschnitten
und in den BamHI geschnittenen Vektor
pUR19 kloniert.
pALO59 AmpF Von dem Vektor pBS1479 wurde mit|A. Lorberg
(TAP- KanMX6 den Oligos ONK132 und ONK133 ein
KanMX6) TAP-Fragment  synthetisiert, mit
Pacl/Ascl-geschnitten und in einen
Pacl/Ascl-geschnittenen pFA6a-
GFPS65T-kanMX6 Kloniert.
pAN46 Amp"® Der Xbal/Asp718lI geschnittene | A. Lorberg
LEU2 YCplacll1l enthélt ein 5961 bp-groRes
CEN/ARS Xbal/Asp718I-geschnittenes Fragment,
das das KOG1-Gen enthélt.
pCL1 Amp® GAL4 in YCplac50-Derivat Clontech
LEU2
pCR2.1-hph |Amp® Enthalt das Hygromycin-Resistenz-Gen | Sato et al.,
HphMX unter der Kontrolle des heterologen 2005
Ashbya gossypii-TEF-Promotors und
TEF-Terminators
pCR2.1-nat |Amp" Enthalt das Noursethricin-Resistenz- Sato et al.,
NatMX6 Gen unter der Kontrolle des heterologen | 2005
Ashbya gossypii-TEF-Promotors und
TEF-Terminators
pFAGa- Amp"® Enthélt das Kanamycin-Resistenz-Gen | Longtine et
kanM X6 KanMX6 al., 1998
pFAGa- AmpF Enthalt das Kanamycin-Resistenz-Gen | Bahler et al.,
kanMX6- KanMX6 und eine P3nmt1-Promoter-Sequenz 1998
P3nmtl
pFAGa- Amp® Enthélt eine P3nmt1-Promoter-Sequenz | Béhler et al.,
kanMX6- KanMX6 und das Kanamycin-Resistenz-Gen, 1998
P3nmtl-3HA unter der Kontrolle des heterologen
Ashbya gossypii -TEF-Promotors und
des TEF-Terminators. Kodiert fur eine
3HA-Fusion, terminiert vom ADH1-
Terminator.
pFAGa- Amp”® Enthélt das Kanamycin-Resistenz-Gen, |Longtine et
GFP(S65T)- | KanMX6 unter der Kontrolle des heterologen al., 1998
kanMX6 Ashbya gossypii -TEF-Promotors und
des TEF-Terminators. Kodiert fur eine
GFP-Fusion, terminiert vom ADH1-
Terminator.
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Name Selektionsmarker/ | Konstruktion Quelle
Replikationsmodul
pFAGa- AmpF Enthalt das Kanamycin-Resistenz- Longtine et
3HA- KanMX6 Gen, unter der Kontrolle des al., 1998
kanMX6 heterologen Ashbya gossypii -TEF-
Promotors und des TEF-Terminators.
Kodiert fiir eine 3HA-Fusion,
terminiert vom ADH1-Terminator.
pFAGa- Amp"® Enthalt das Kanamycin-Resistenz- Longtine et
13Myc- KanMX6 Gen, unter der Kontrolle des al., 1998
kanMX6 heterologen Ashbya gossypii -TEF-
Promotors und des TEF-Terminators.
Kodiert flr eine HA-Fusion, terminiert
vom ADHZ1-Terminator.
pGADT7 Amp"® Kodiert flr die Aktvierungsdoméne Clontech
LEU2 von GAL4es-gs1) Und fur eine HA-
2 Fusion
pGADT7-T | AmpF Kodiert flr das SV40 groRe T- Clontech
LEU2 Antigen(ga.zog) iIN pPGADT7
2
pGBKT7 Kan® Kodiert fur die DNA-Bindedomane Clontech
TRP1 von GAL4 1147y und flir eine myc-
21 Fusion
pTB1 Amp" pAD33 mit P3nmt1-3HA-Promotor Clontech
URA3 Kassette
CEN/ARS
pTB2 AmpF pTB1 mit kodierender Sequenz fur die | T.
URA3 HR1-Doméne von ste20* Baumgart
CEN/ARS
pTB3 Amp" pUR18 mit P3nmt1-ste20” (aus pTB1) | T.
urad” Baumgart
ARS1
pUC19 Amp® E. coli Plasmid Yanisch-
Perron et
al., 1985
puC21 Amp"® E. coli Plasmid Viera und
Messing,
1991
pUK21 Kan® E. coli Plasmid Viera und
Messing,
1991
pUR18 Amp"® E. coli / S. pombe “Shuttle”-Vektor Barbet et
urad” al., 1992
ARS1
pUR19 Amp" E. coli / S. pombe “Shuttle”-Vektor Barbet et
urad” al., 1992
ARS1
YCplac33 Amp® E. coli / S. cerevisiae “Shuttle”-Vektor | Gjetz und
URA3 Sugino,
CEN/ARS 1988
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Name Selektionsmarker/ | Konstruktion Quelle
Replikationsmodul

YCplac111l | Amp~ E. coli / S. cerevisiae “Shuttle”-Vektor | Gietz und
LEU2 Sugino,
CEN/ARS 1988

YEplac112 | Amp~ E. coli / S. cerevisiae “Shuttle”™-Vektor | Gietz und
TRP1 Sugino,
21 1988

Tabelle 4.4: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide.

Name Selektionsmarker/ | Konstruktion
Replikationsmodul
pGC1 (hin) | Amp® Ein mit den Oligonukleotiden SpSte20-5BamHI
URA3 und SpSte20-3BamHI synthetisiertes PCR-
CEN/ARS Fragment, das das ste20-Gen enthéalt, wurde mit
BamHI geschnitten und in den BamHlI
geschnittenen Vektor YCplac33 kloniert.
pGC2 Amp" Ein mit den Oligonukleotiden SpMip1-5Sall und
URA3 SpMip1-3Sall synthetisiertes PCR-Fragment, das
CEN/ARS das mip1*-Gen enthalt, wurde mit Sall geschnitten
und in den Sall geschnittenen Vektor YCplac33
Kloniert.
pGC3 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden forward Mip1/Kogl
LEU2 und reverse Mip1/Kogl synthetisiertes PCR-
CEN/ARS Fragment, das das mip1*-Gen enthalt wurde in das
mit BamHI linearisierte Plasmid pAN46 in vivo
rekombiniert.
pGC4 Amp* Ein mit den Oligonukleotiden Ste20-F1 und Ste20-
URA3 R1 synthetisiertes PCR-Fragment wurde in das mit
KanMX6 Xhol linearisierte Plasmid pGC1 in vivo
CEN/ARS rekombiniert, so dass das ste20*-Gen durch eine
Kanamycin-Resistenzkassette ersetzt wurde.
pGC5 Amp" Ein mit den Oligonukleotiden Tor2-5 Hind!l1 und
LEU2 Tor2-3 Asp718 synthetisiertes PCR-Fragment, das
CEN/ARS die Promotorregion des tor2*-Gens enthalt, wurde
mit Hindlll und Asp7181 geschnitten und in den
Hindlll und Asp718I geschnittenen Vektor
YCplaclll Kloniert.
pGC6 Amp" Ein mit den Oligonukleotiden Tor2-
LEU2 5nachATGAsp7181 und U Tor2-3internEcoRlI
CEN/ARS synthetisiertes PCR-Fragment, das die 5°-

kodierende Region des tor2*-Gens enthélt, wurde
mit EcoRI und Asp718I geschnitten und in den
EcoRI- und Asp7181 geschnittenen Vektor pGC5
Kloniert.
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Name Selektionsmarker/ | Konstruktion
Replikationsmodul
pGC7 Amp" Ein mit den Oligonukleotiden Tor2-3HA-5"und
LEU2 Tor2-3HA-3" synthetisiertes PCR-Fragment,
CEN/ARS welches die DNA-Sequenz flir eine 3HA-Fusion
enthalt, wurde in das mit Asp718l linearisierte
Plasmid pGC6 in vivo rekombiniert.
pGC8 Amp" Ein mit den Oligonukleotiden Tor2-BseRI1-5"und
LEU2 Tor2-BseRI1-3" synthetisiertes PCR-Fragment,
KanMX welches die DNA-Sequenz flir eine Kanamycin-
CEN/ARS Resistenzkassette enthalt, wurde in das mit BseRl
linearisierte Plasmid pGC?7 in vivo rekombiniert.
pGC9 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden Tor1-5 Hindlll und
LEU2 Torl-3vorATGBamHI synthetisiertes PCR-
CENJ/ARS Fragment, das die Promotorregion des tor1*-Gens
enthalt, wurde mit Hindlll und BamHI geschnitten
und in den Hindlll und BamHI geschnittenen
Vektor YCplac111 kloniert.
pGC10 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden Torl-ATGBamHI
LEU2 und TorlinternSacl-3 synthetisiertes PCR-
Fragment, das die 5 -kodierende Region des tor1™-
CEN/ARS Gens enthalt, wurde mit Sacl und BamHI
geschnitten und in den Sacl und BamHI
geschnittenen Vektor pGC9 kloniert.
pGC11 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden Tor1-3HA-5"und
LEU2 Torl-3HA-3" synthetisiertes PCR-Fragment,
welches die DNA-Sequenz fur eine 3HA-Fusion
CEN/ARS enthalt, wurde in das mit BamHI linearisierte
Plasmid pGC10 in vivo rekombiniert.
pGC12 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden Tor1-SnaBI-5" und
LEU2 Torl-SnaBI-3" synthetisiertes PCR-Fragment,
CEN/ARS Welt_:hes die DNA-Sequenz fur eine Kanz_a\myc_ir!-
Resistenzkassette enthalt, wurde in das linearisierte
Plasmid pGC11 in vivo rekombiniert.
pGC13 Amp® Ein mit den Oligonukleotiden Lst8/Wat1 forward
LEU?2 und Lst8/Watl reverse synthetisiertes PCR-
Fragment, welches die DNA-Sequenz fiir wat1®
CEN/ARS enthalt, wurde in das mit SnaBl linearisierte
Plasmid YCplac111::LST8 in vivo rekombiniert.
pGC15 Amp® Ein mit den Oligonukleotiden AvolSphl und
LEU2 3"Avo1Asp718l synthetisiertes PCR-Fragment, das
CEN/ARS das AVO1-Gen enthélt, wurde mit Sphl und
Asp718I geschnitten und in den Asp718I und Sphl
geschnittenen Vektor YCplac111 kloniert.
pGC16 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden 5 Avol/Sinl und
LEU2 3"Avol1/Sinl  synthetisiertes PCR-Fragment,
CEN/ARS welches die DNA-Sequenz fiir sin1™ enthalt, wurde

in das mit BamHI linearisierte Plasmid pGC15 in
vivo rekombiniert.
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Name Selektionsmarker/ | Konstruktion
Replikationsmodul
pGC17 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden 5°Avo3 Sall und
LEU2 3"Avo3 Sacl synthetisiertes PCR-Fragment, das das
CEN/ARS AVO3-Gen enthalt, wurde mit Sall und Sacl
geschnitten und in den Sall und Sacl geschnittenen
Vektor YCplac111 kloniert.
pGC18 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden 5 Avo3/Ste20 und
LEU2 3'Avo3/Ste20  synthetisiertes PCR-fragment,
welches die DNA-Sequenz fir ste20” enthalt,
CEN/ARS wurde in das mit BamHI linearisierte Plasmid
pGC17 in vivo rekombiniert.
pGC19 Amp"® Das Plasmid pGC3 wurde mit Nsil und Sacl
TRP1 geschnitten. Das resultierende Fragment, welches
20 das mip1*-Gen enthalt, wurde in den mit Nsil und
Sacl geschnittenen Vektor YEplac 112 kloniert.
pGC20 Amp® Das Plasmid pGC16 wurde mit Sphl und Sacl
TRP1 geschnitten. Das resultierende Fragment, welches
2u das sin1*-Gen enthalt, wurde in den mit Sphl und
Sacl geschnittenen Vektor YEplac 112 kloniert.
pGC21 Amp"® Das Plasmid pGC18 wurde mit Sall und EcoRlI
TRP1 geschnitten. Das resultierende Fragment, welches
201 das ste20"-Gen enthalt, wurde in den mit Sall und
EcoRI geschnittenen Vektor YEplac 112 kloniert.
pGC22 Amp" Ein mit den Oligonukleotiden AVO3 HR1EcoRI-
LEU2 THS-5 und AVO3HR1BamHI-THS-3
21 synthetisiertes PCR-Fragment,  welches ein
Fragment des AVO3-Gens,1.s50) enthélt, wurde mit
BamHI und EcoRI geschnitten und in den BamHI
und EcoRI geschnittenen VVektor pGADT7 kloniert.
pGC23 Kan® Ein mit den Oligonukleotiden ScCCLC1EcoRI-THS-
TRP1 5" und ScCLC1BamHI-THS-3 synthetisiertes PCR-
2 Fragment, welches das CLC1-Gen aus S. cerevisiae
enthélt, wurde mit BamHI und EcoRI geschnitten
und in den BamHI und EcoRI geschnittenen Vektor
pGBKT7 kloniert.
pGC24 Amp~ Das Plasmid pGC1 wurde mit Asp718l und Xbal
geschnitten. Das resultierende 1444bp-Fragment,
welches ein Fragment des ste20”-Gens enthalt,
wurde mit dem, ebenfalls tber eine Asp718I- und
Xbal-Restriktion von dem Plasmid pUC19,
erhaltenen 2671-Fragment kloniert.
pGC25 Kan® Das Plasmid pGC22 wurde mit BamHI und EcoRl
TRP1 geschnitten. Das resultierende Restriktionsprodukt,
21 welches ein  Fragment des AVO3-Gens;.ss0)

enthalt, wurde mit dem, ebenfalls mit BamHI und
EcoRI geschnittenen, Vektor pPGBKT7 kloniert.
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Name Selektionsmarker/ | Konstruktion
Replikationsmodul
pGC26 Amp"® Das Plasmid pGC23 wurde mit BamHI und EcoRl
LEU2 geschnitten. Das resultierende Restriktionsprodukt,
21 welches das CLC1-Gen enthdlt, wurde mit dem,
ebenfalls mit BamHI und EcoRI geschnittenen,
Vektor pGADT?7 Kkloniert.
pGC27 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden Gad8-5BamHIneu
URA3 und Gad8-3BamHIneu+ synthetisiertes PCR-
Fragment, das das gad8'-Gen enthélt, wurde mit
CEN/ARS BamHI  geschnitten und in den BamHI
geschnittenen Vektor YCplac33 kloniert.
pGC28 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden GAD8-F1 und
URA3 GADB8-R1 synthetisiertes PCR-Fragment wurde in
HphMX6 das mit Munl linearisierte Plasmid pGC27 in vivo
rekombiniert, so dass das gad8*-Gen durch eine
CEN/ARS Hygromycin-Resistenzkassette ersetzt wurde.
pGC29 Amp"® Ein mit den Oligonukleotiden GADS8-F1 und
URA3 GADB8-R1 synthetisiertes PCR-Fragment wurde in
KanMX6 das mit Munl linearisierte Plasmid pGC27 in vivo
rekombiniert, so dass das gad8*-Gen durch eine
CEN/ARS Kanamycin-Resistenzkassette ersetzt wurde.
pGC33 AmpF Ein mit den Oligonukleotiden torl+-nmtlprom-
LEU2 5und torl+-nmtlprom-3HA-3"  synthetisiertes
KanMX6 PCR-Fragment wurde in das mit BamHI
linearisierte Plasmid pGC10 in vivo rekombiniert,
CEN/ARS

so dass ein P3nmtl-Promotor vor dem torl™-Gen
vorhanden war.

4.2 Stdmme und Medien

4.2.1 Bakterien-Stamme und -Medien

4.2.1.1 E. coli Stamm

In dieser Arbeit wurde der DH5a-Stamm fur E. coli-Transformationen verwendet (Tabelle

4.5).

Tabelle 4.5: Verwendeter E. coli Stamm.

Stamm

Genotyp Quelle

DH5a

F-p80dlacZAM15 Invitrogen, Karlsruhe
A(lacZYA-argF) U169
recAl endAl hsdR17(rk’,
mk") phoA supE44 L~ thi-1
gyrA96 relAl
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4.2.1.2 Medien zur Anzucht von E. coli

Zur Anzucht von E. coli Zellen wurde Vollmedium (LB) verwendet.

LB

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

Um feste Nahrbdden herzustellen, wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 2 % Agar
zugegeben. Eine Selektion erfolgte durch Zugabe von 80 pg/ml Ampicillin bzw. 25 pg/ml

Kanamycin nach dem Autoklavieren.

4.2.1.3 Lagerung von E. coli Stammen

E. coli-Zellen wurden in Form von Glycerinkulturen aufbewahrt. Dabei wurden zu 500ul
Ubernachtkultur jeweils 500 pl sterile 50 %ige Glycerin-Losung gegeben und bei -80°C

gelagert. Auf Selektionsplatten wurden die Stamme nur fir kurze Zeit bei 4°C aufbewahrt.
4.2.2 Hefestamme

4.2.2.1S. cerevisiae Stamme

In Tabelle 4.6 sind die S. cerevisiae-Stamme dargestellt, die im Rahmen dieser Arbeit

verwendet wurden.

Tabelle 4.6: Verwendete S. cerevisiae Stamme.

Stamm Genotyp Quelle

AH109 MATa trp1-901, leu2-3, 112, | James et al., 1996
ura3-52, his3-200, Agal4
Agal80 LYS2::GAL1yas-
GAL1tata-HIS3, MEL1
GAL2yas-GAL21aTA-ADE2,
URA3::MEL1UA5-MEL1TATA-
lacZ

AN24-6C TB50 MATa A. Lorberg
Akogl::KanMX6 + pAN45
(YCplac33::KOG1)

AN160-1A TB50 MATa A. Lorberg
Alst8::KanMX6 +
pRS416::LST8

RL23-1C TB50 KanMX6-Gallprom- Loewith et al., 2002
AVO1

RL57-2D TB50 KanMX6-Gallprom- Loewith et al., 2002
LST8

RL93a TB50 MATa KanMX6- M. Hall

Gallyrom-KOG1 leu2 ura3
rmel trpl Ahis3 GAL+
HMLa
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Stamm Genotyp Quelle

SW53-1B TB50 MATa HIS3MX- M. Hall
Gallprom'AVO3

TB50a MATa leu2-3, 112 ura3-52 | Loewith et al., 2002
rmel trpl 4his3 GAL+
HMLa

RL54-1B TB50 Mata KOG1-3HA- M. Hall
KanMX6 leu2-3, 112 ura3-
52 rmel trpl Ahis3 GAL+
HMLa

4.2.2.2 Medien zur Anzucht von S. cerevisiae Stammen

S. cerevisiae-Zellen wurden in Voll (YEP)- oder Minimalmedium (YNB) angezogen.
YEP
1 % Hefeextrakt; 2 % Pepton

YNB

0,67 % Yeast Nitrogen Base w/o Aminoacids; 0,02 % Adenin-Hemisulfat; 0,02 % Arginin;
0,02 % L-Histidin; 0,03 % L-Isoleucin Monohydrochlorid Monohydrat ; 0,1 % L-Leucin;
0,03 % L-Lysin Monohydrochlorid; 0,02 % L-Methionin; 0,05 % L-Phenylalanin; 0,03 % L-
Threonin; 0,04 % L-Tryptophan; 0,03 % L-Tyrosin; 0,15 % L-Valin

Fir feste Nahrboden wurde dem Medium 2 % Agar vor dem Autoklavieren hinzugefigt.
Nach dem Autoklavieren wurde 2 % Glukose/Galaktose/Raffinose aus einer 20 %igen
Stammldsung zugegeben. Eine Selektion erfolgte gegebenenfalls durch die Auswahl

bestimmter Aminosauren/Basen im Medium.

4.2.2.3 Lagerung von S. cerevisiae Stammen

Die Stdmme wurden fiir 6 — 8 Wochen bei 4°C auf N&dhrboden gelagert. Des Weiteren wurden
von den Stammen Glycerinkulturen (500 pl Kultur + 500 pl 50 % ige sterile Glycerin-

Losung) bei -80°C eingefroren.
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4.2.2.4'S. pombe Stamme

Tabelle 4.7 und Tabelle 4.8 zeigen die hier verwendeten bzw. konstruierten S. pombe

Stamme.

Tabelle 4.7: Verwendete S. pombe Stamme.

Stamm Genotyp Quelle

Sp34 972 h Leupold, 1970
Sp38 972 h* Leupold, 1970
SPAD 11-2B 972 h™ fkh1™-TAP-KanMX A. Dierkes
SPAD13-2C 972 h™ fkh1™-3HA-KanMX A. Dierkes
SPAD14-2C 972 h™fkh1"-13myc-KanMX6; A. Dierkes
SPAD22-T.3 972 h'Atscl::NatMX6 A. Dierkes
SPAD91-T16 972 h™ Aste20::NatMX6 A. Dierkes
SPAD93-T1A 972 h™ Atorl::KanMX6 A. Dierkes
SPAD97-1A 972 h™ Asin1::KanMX6 leu2-31 | A. Dierkes
SPAD97-T3 972 h™ Awatl::KanMX6 A. Dierkes
SPAD99-T2 972 h" AHR1-ste20-3HA- A. Dierkes

KanMX6
SPAD99-T3 972 h" AHR1-ste20-3HA- A. Dierkes
KanMX6

SPAL1-8 972 hmip1*-TAP-KanMX6 A. Lorberg
SPAL1-10 972 hmip1*-TAP-KanMX6 A. Lorberg
SPAL3-1 972 h™wat1”-TAP-KanMX6 A. Lorberg
SPAL3-4 972 h™watl”-TAP-KanMX6 A. Lorberg
SPAL4-9 972 h™wat1"-3HA-KanMX6 A. Lorberg
SPAL4-11 972 h"wat1"-3HAKanMX6 A. Lorberg
SPAL23-15 972 h” watl”-GFP-KanMX6 A. Lorberg
SPAL41 972 h™ gad8™-13myc-KanMX6 A. Lorberg
SPAL42-3 972 h™ gad8™-TAP-KanMX6 A. Lorberg
SPAL42-4 972 h™ gad8™-TAP-KanMX6 A. Lorberg
SPKS61-6A h” KanMX6:nmt1:HA-tor2 K. Schaubitzer
SPKS68-2B BA121 h* tor2-51:ura4” K. Schaubitzer

Tabelle 4.8: Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte S. pombe Stamme.

Stamm Genotyp Quelle

SPGC1 972 h ste20*-3HA-KanMX6 diese Arbeit
SPGC2-3A 972 h"mip1*-TAP-KanMX6 diese Arbeit
SPGC3 972 h"mip1*-13myc-KanMX6 diese Arbeit
SPGC4 972 h™ste20"-TAP-KanMX6 diese Arbeit
SPGC5-4C 972 h™ste20*-TAP-KanMX6 diese Arbeit
SPGC7-1C 972 h™ watl™-3HA-KanMX6 diese Arbeit
SPGC8-3A 972 h™ ste20™-3HA-KanMX6 diese Arbeit
SPGC9-2C 972 h"wat1*-TAP-KanMX6 diese Arbeit
SPGC10-1B 972 h" mip1*-13myc-KanMX6 | diese Arbeit

watl*-3HA-KanMX6
SPGC11-1B 972 h* ste20"-3HA-KanMX6 diese Arbeit

watl"-TAP-KanMX6
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Stamm Genotyp Quelle

SPGC12-2 972 h™ sin1™-3HA-KanMX6 diese Arbeit

SPGC12-4 972 h* sin1™-3HA-KanMX6 diese Arbeit

SPGC14-3 972 h™sin1"-TAP-KanMX6 diese Arbeit

SPGC14-4 972 h™sin1"-TAP-KanMX6 diese Arbeit

SPGC15-2B 972 h* sin1*-TAP-KanMX6 diese Arbeit

SPGC16-2B 972 h* sin1*-TAP-KanMX6 diese Arbeit
watl*-3HA-KanMX6

SPGC17-5 972 h'KanMX6-3HA-tor2™ T.5 diese Arbeit

SPGC17-7 972 h" KanMX6-3HA-tor2™T.7 diese Arbeit

SPGC18-1B 972 h* KanMX6-3HA-tor2" diese Arbeit

SpGC20-2B 972 h"mip1*-13myc-KanMX6 diese Arbeit

SpGC21-1B 972 h” wat1*-GFPKanMX6 diese Arbeit

SpGC22-3C 972 h” KanMX6-3HA-tor2” diese Arbeit
ste20"-TAP-KanMX6

SpGC23-4C 972 h" KanMX6-3HA-tor2” diese Arbeit
watl*-TAP-KanMX6

SpGC24-1C 972 h"KanMX6-3HA-tor2” diese Arbeit
sinl™-TAP-KanMX6

SPGC26-5B 972 h"KanMX6-3HA-tor2™ diese Arbeit
mipl*-TAP-KanMX

SPGC27-6A 972 h™mip1*-13myc-KanMX6 diese Arbeit
sin1*-TAP-KanMX6

SPGC28-4D 972 h™ste20"-3HA-KanMX6 diese Arbeit
mipl*-TAP-KanMX6

SPGC29-3 972 h” KanMX6-3HA-tor1™ diese Arbeit

SPGC29-8 972 h" KanMX6-3HA-tor1™ diese Arbeit

SPGC30-1A 972 h* sin1*-3HA-KanMX6 diese Arbeit
ste20"-TAP-KanMX6

SPGC31-7A 972 h™ KanMX6-3HA-tor1" diese Arbeit
mipl*-TAP-KanMX6

SPGC32-3D 972 h" KanMX6-3HA-tor1™ diese Arbeit
ste20"-TAP-KanMX6

SPGC33-1B 972 h” KanMX6-3HA-tor1" diese Arbeit
sinl™-TAP-KanMX6

SPGC34-1B 972 h” KanMX6-3HA-tor1" diese Arbeit

SPGC36-2D 972 h" KanMX6-3HA-tor1™ diese Arbeit
watl*-GFP-KanMX6

SPGC37-1D 972 h™ fkh1"-13myc-KanMX6 diese Arbeit
KanMX-3HA-tor2*

SPGC39-1D 972 h™ fkh1*-TAP-KanMX6 diese Arbeit
KanMX6-3HA-torl™

SPGCA41 972 h” Agad8::hphMX6 diese Arbeit

SPGC47-1 972 h" KanMX6-P3nmt1-3HA- diese Arbeit
torl”

SPGC52-1A 972 h" KanMX6-P3nmt1-3HA- diese Arbeit

torl”
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4.2.2.5 Medien zur Anzucht von S. pombe-Zellen

Die S. pombe-Zellen wurden sowohl in Voll (YE5SD; YED)- als auch in Minimalmedium
(EMMD) angezogen. Zur Paarung zweier Hefestamme wurde Malzmedium verwendet.

YED

0,5 % Hefeextrakt; 3 % Glukose

YES5SD

0,5 % Hefeextrakt; 10 % 10x Aminosaure- und Basenmix (0,15 % Adenin-Hemisulfat, 0,075
% L-Histidin, 0,075 % L-Leucin, 0,075 % Uracil, 0,075% L-Lysin), 3 % Glukose

EMMD

15 mM Kaliumphtalat; 15 mM Dinatriumhydrogenphosphat; 170 mM Ammoniumchlorid
oder 6,8 mM Glutaminsdure; 2 % 50 x Salzstocklésung (260 mM MgCl, x H,O, 4,99 mM
CaCl, x H;0O, 0,67 M KCI, 14,1 M Na,SO,); 0,1 % 1000 x Vitaminstocklésung (4,2 mM
Natriumpantothenséure, 81,2 mM Nikotinsdure, 55,5 mM myo-Inositol, 40,9 uM d-Biotin);
0,01 % 10000 x Mineralienstockldsung (80,9 mM Borsdure, (80,9 mM Borsdure, 20,2 mM
MnSQO4 x 4 H,0, 13,9 mM ZnSOy4 x 7 H,0, 7,4 mM FeCl; x 6 H,0, 0,32 % Mo0Os3, 6 mM K,
16 mM CuSOq x 5 H,0, 47,6 mM Zitronensaure-Monohydrat); 2 % Glukose

Malzmedium

3 % Malzextrakt; 10 % 10x Aminosaure- und Basenmix (0,15 % Adenin-Hemisulfat, 0,075 %
L-Histidin, 0,075 % L-Leucin, 0,075 % Uracil, 0,075 % L-Lysin)

Fir N&hrboden wurde dem Medium 2 % Agar vor dem Autoklavieren zugefligt. Die
Glukosezugabe erfolgte nach dem Autoklaviervorgang aus einer 20 %- bzw. 30 %igen
Stammldsung. Zur Selektion wurden dem autoklavierten Medium gegebenenfalls steril
filtrierte G418-Sulfat (100 pg/ml)-, Hygromycin (300 pg/ml)- oder Clonat (Nourseothricin)
(100 pg/ml)-Lésungen beigefligt. Fir phanotypische Analysen wurden dem Medium die, in

Tabelle 4.9 aufgefiihrten, Substanzen zugegeben.
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Tabelle 4. 9: Liste der in phanotypischen Analysen getesteten Substanzen.

Chemikalien Endkonzentration im Medium Konzentration der
Stammlésung
Amilorid 20 — 40 uM 10 mg/ml
gelost in H,O
CaCl, 0,1 M 1M
gelost in H,O
Canavanin 5-70 pg/ml 10 mg/ml
gelost in H,O
Ethionin 30 pg/ml 10 mg/ml
gelost in H,O
H,0O, 1mM 8,82 M
gelost in H,O
KCI 0,5-1M 25 M
gelost in H,O
Koffein 5-12 mM 100 mM
gelost in H,O
NaCl 0,2-0,5M 25M
gelost in H,O
Rapamycin 100 oder 200 ng/ml 1 mg/ml gel6st in
90 % Ethanol
10 % Tween

4.2.2.6 Lagerung von S. pombe-Stdmmen

Die S. pombe-Stdmme wurden alle 6 - 8 Wochen frisch auf Nahrboden ausgestrichen und bei
4°C gelagert. AuBerdem wurden Gefrierkulturen hergestellt. Daflr wurde eine
Ubernachtkultur bei 30°C auf dem Schittler inkubiert, bevor diese 1 - 2 Tage bei
Raumtemperatur aufbewahrt wurde, bis sich die Zellen deutlich abgesetzt haben. Das Medium
wurde daraufhin entfernt und die verbleibenden Zellen (ca. 700 pl) mit 700 ul ,,Yellow
freezing Mix“ (0,5 % Hefeextrakt; 3 % Glukose; 30 % Glycerol; 0,075 % Adenin-Hemisulfat,
0,075 % L-Histidin, 0,075 % L-Leucin, 0,075 % Uracil, 0,075 % L-Lysin; 0,075 %

Glutaminsaure) gemischt und bei -80°C gelagert.
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4.3 Methoden
4.3.1 Isolierung von chromosomaler DNA aus S. pombe

Die Zellen einer Ubernachtkultur von 10ml YE5S+D wurden mittels Zentrifugation geerntet
(5 min, 800 x g, RT) und in 1 ml SP1 (1,2 M Sorbitol, 50 mM Natriumcitrat, 50 mM
Natriumphosphat, 40 mM EDTA, 0,25 mg/ml Zymolyase-frisch hinzugefiigt, pH 5,6)
aufgenommen. Nach einer Inkubation von 45 min bei 37°C wurde Uberprift, ob sich
Spheroblasten gebildet haben. War dies der Fall, wurden die Spheroblasten pelletiert (5 min,
800 x g, RT) und in 450 pl 5 x TE (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 5 mM EDTA pH 8)
aufgenommen. Vor einer 5-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde SDS
(Endkonzentration 1 %) hinzugeflgt. Die Proben wurden nach einer Zugabe von 150 ul 5 M
Kaliumactetat 10 min auf Eis gestellt. Nach einem Zentrifugationsschritt (10 min, 18000 x g,
4°C) wurde das Pellet verworfen und der Uberstand 1:1 mit Isopropanol gemischt. Auf eine
weitere Zentrifugation (3 min, 18000 x g, 4°C) und dem Verwerfen des Uberstandes folgte
die Aufnahme des DNA-Pellets in 250 pl 5 x TE und 2 pl RNAse (10 mg/ml). Um die DNA
vollstdndig zu resuspendieren wurden die Proben fur mindestens 10 min bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 2 pl 10 % SDS und 2 pl Proteinase K (5 mg/ml) folgte eine 1 stlindige
Inkubation bei 55°C. Zu den Proben wurde dann 250 ul Phenol gegeben und nach
Zentrifugation (3 min, 2700 x g, 4°C) die obere, waRrige Phase abgenommen. Dieser
Vorgang wurde wiederholt und die obere Phase in ein neues Reaktionsgefal uberfiihrt. Nach
Zugabe eines dquivalenten Volumens Chloroform und Zentrifugation wurde die obere,
wassrige Phase abgenommen und die DNA mit 25 pl 3 M NaAC und 675 pl Ethanol (20 min,
17900 x g, 4°C) gefallt. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 30 pl 1XTE (10 mM Tris-
HClI pH 7,4, 1 mM EDTA pH 8) aufgenommen.

4.3.2 Amplifikation von DNA

Die DNA-Amplifikation wurde mittels der ,,Polymerase chain reaction (PCR) in einem
Thermocycler (Biometra T3000) durchgefiihrt. Als ,,Template* dienten chromosomale DNA,
Plasmid-DNA oder ganze Zellen, welche von einem, maximal 3 Tage alten, Ausstrich
stammten. Ganze Zellen wurden in 20 pl 0,02 M NaOH resuspendiert und 30 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Die Ansétze wurden folgendermalien hergestellt:
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1) Amplifikation von DNA
1-2 ul Plasmid-DNA (1:50 - 100 verdinnt), chromosomale DNA oder
Zellsuspension
3 ul 5°Oligonukleotid (10 pmol/ul)
3 ul 3"Oligonukleotid (10 pmol/ul)
10 ul Reaktionspuffer 2 (,,High Expand Fidelity Buffer 2 with MgCl,”,
Roche)
4 ul MgCl; (25 mM)
1 pl dNTP-Mix (jedes dNTP 10 mM)
0,5 pul “High Expand Fidelity” Polymerase (Roche)
77-78 pl steriles H,O

2) Analytische PCR
1 ul Zellsuspension
1,5 ul 5°Oligonukleotid (10 pmol/ul)
1,5 pl 3"Oligonukleotid (10 pmol/ul)
5 ul Reaktionspuffer 2 (,,High Expand Fidelity Buffer 2 with MgCl,”,
Roche)
2 ul MgCl; (25 mM)
0,5 ul ANTP-Mix (jedes dNTP 10 mM)
0,5 ul “Taq”-Polymerase (Roche)
35,5 ul steriles H,O

Das PCR-Programm setzte sich aus verschiedenen Schritten zusammen. Nachdem die DNA-
Doppelstrange denaturiert wurden (5 min, 96°C), erfolgte die Zugabe der jeweiligen DNA-
Polymerase (,,Hot Start*). Danach wurden jeweils 35 Zyklen durchlaufen, wobei sich jeder
Zyklus aus 45 sek 96°C, 2 min 56- 63°C (je nach optimaler Anlagerung der Primer) und
mindestens 2 min 68°C bzw. 72°C (DNA-Synthese, Zeit und Temperatur abhangig von der
Grole des zu erwartenden PCR-Produkts) zusammensetzte. Nach Abschluss des 35. Zyklus
folgten weitere 10 min bei 68°C bzw. 72°C (Elongation der nicht vollstandig synthetisierten
DNA-Fragmente), bevor die PCR-Produkte auf 4°C gekuhlt wurden.
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4.3.3 Elektrophoretische Auftrennung von DNA

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Dafiir
wurden 0,8 - 2% (w/v) Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-HCI, 20 mM NaAc, 2 mM
EDTA, pH 8) aufgekocht. Vor dem Lauf wurden zu den Proben 6 x DNA-Probenpuffer
(0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol FF, 30 % Glycerin) gegeben. Die
Elekrophorese erfolgte bei Raumtemperatur und konstanter Spannung von 75 V bzw. 120 V
(Amersham, EPS 301). Als GroRenstandard diente EcoRI und HindIII geschnittene A-DNA.
Die im Agarose-Gel enthaltene DNA wurde 10 - 20 min in einer Ethidiumbromidlésung (4
ug/ml, Roth) gefarbt und anschlieRend mit Hilfe von einem UV-Transilluminator (304 nm;
CN 1000-Darkroom; Bio-Capt Software) sichtbar gemacht. Zur Dokumentation wurde eine

Videoprintanlage von Mitsubishi (P93) verwendet.

4.3.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die im Agarosegel aufgetrennte DNA wurde mit Hilfe eines UV-Tisches (Biometra T1)
sichtbar gemacht und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Dieser Vorgang wurde anschlieRend
mit dem UV-Transilluminator (CN 1000-Darkroom; Bio-Capt Software) tberpriift. Die DNA
wurde aus den Agrarosestiicken gemall Herstellerangaben der verwendeten ,,Kits*“ isoliert.
Dabei kamen das ,,Agarose Gel DNA Extraction Kit*“ (Roche), das ,,DNA Extraction Kit*
(#K0513, Fermentas) oder das ,,E.Z.N.A. Gel extraction Kit” (Omega biotech) zum Einsatz.

4.3.5 Reinigung von PCR-Produkten

Um anschlielende enzymatische Reaktionen nicht zu beeintrdchtigen, wurden die PCR-
Produkte vor einer Klonierung gereinigt. Dieses erfolgte entweder mittels des ,,High Pure
PCR Product Purification Kits“ von Roche oder nach dem Protokoll ,,Purification of DNA

from enymatic reactions® der Firma Omega biotech.

4.3.6 Fallung von DNA

Um die DNA-Konzentration einer Probe zu erh6hen, wurde eine Natriumacetatfallung
durchgefuhrt. Dazu wurden die Proben bei einem Volumen von 100 ul nach Zugabe von 10
pl 3 M Natriumactetat und 250 pl 96 % Ethanol 20 min bei 17900 x g zentrifugiert. Nach dem
Trocknen des DNA-Pellets wurde dieses in einem Volumen von 10-30 pl TE-Puffer (10 mM
Tris-HCI pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8) aufgenommen und anschlielend zum L&sen 15 min bei
37°C inkubiert.
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4.3.7 Restriktion von DNA

Fir Klonierungen wurden sowohl Plasmid-DNA als auch PCR-Produkte mit verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnitten (Fermentas, New England Biolabs, Roche). Sowohl die
Zusammensetzung der Restriktionsansatze, als auch die Inkubationsdauer und -temperatur

wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

4.3.8 Dephosporylierung von Plasmiden

Um nach der Linearisierung eines Plasmides eine unerwinschte Religation zu vermeiden,
wurde dieses Plasmid dephosphoryliert. Dazu folgte direkt nach der Restriktion die
Behandlung des Restriktionsansatzes mit alkalischer Phosphatase gemal? Herstellerangaben
(Roche).

4.3.9 Ligation

Das DNA-Fragment wurde in 5-molarem Uberschuss im Vergleich zur Plasmid-DNA im
Ligatiosnansatz eingesetzt. Zur Ligation wurde die T4-Ligase der Firma Roche nach

Herstellerangaben eingesetzt. Die Ligation erfolgte 1-2 h bei Raumtemperatur.

4.3.10 Transformation von E. coli-Zellen

Die Transformation von E. coli-Zellen wurde nach der Rubidiumchlorid-Methode nach
Hanahan et al. (1995) durchgefihrt.

4.3.11 Plasmidisolierung aus E. coli-Zellen

Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte modifiziert nach einem Protokoll von Sambrook et
al. (1989). Jeweils eine Kolonie der E. coli-Transformanten wurde Uber Nacht in 3 ml
Selektionsmedium angezogen und bei 9.300 x g 1 min (RT) geerntet. Das Pellet wurde in 300
pl Losung 1 (100 pg/ml RNase A, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8,0) resuspendiert,
worauf die alkalische Lyse der Zellen durch Zugabe von ebenfalls jeweils 300 pl Ldsung 2
(200 mM NaOH, 1 % SDS) erfolgte. Nach Neutralisation durch Lésung 3 (3 M Kaliumacetat
pH 5,5) wurde der Ansatz vorsichtig gemischt und 15 min bei 17.900 x g bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen, wahrend zu dem Uberstand 600 pl Isopropanol
gegeben wurden, der Ansatz invertiert und erneut 15 min bei 17.900 x g bei 4°C zentrifugiert
wurde. AnschlieRend wurde das Pellet getrocknet. Es folgte eine 20-minitige Inkubation mit
100 pul RNAse-Losung (Losung 1, 5 % RNase A) bei 37°C. Die Plasmid-DNA wurde durch
Zugabe von 5 pl 3 M Natriumacetat und 250 pl 96 % Ethanol geféllt. Nach der Zentrifugation
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(15 min, 17.900 g bei 4°C) wurde das Pellet getrocknet und anschlieRend in 50 pl TE (10 mM
Tris-HCI pH 7,4; 1 mM EDTA pH 8) bzw. 50 ul 10 mM Tris-HCI pH 8,5 aufgenommen und
fiir 2 min bei 37°C zum Lésen inkubiert. Die auf diesem Wege isolierten Plasmide wurden bei

-20°C gelagert.

4.3.12 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die DNA-Konzentration wurde im ,,Ultrospec 2100 pro“-Photometer bestimmt. Eine 1:500
Verdlinnung wurde in einer Quarzkuvette bei den Wellenldngen 230 nm, 260 nm, 280 nm und

320 nm gemessen und daraus die Konzentration ermittelt.

4.3.13 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzierung der Plasmide erfolgte mit Hilfe folgender Firmen: SRD (Scientfic
Research and Development, Oberursel), GATC (Konstanz) oder Seglab (Gottingen). Eine
Vorbereitung der Plasmide wurde nach den entsprechenden Angaben der jeweiligen Firma

durchgefihrt.

4.3.14 Transformation von kompetenten S. cerevisiae Zellen

Die Transformation von S. cerevisiae-Zellen erfolgte nach Dohmen et al. (1991), die auf einer
Methode nach Klebe et al. (1983) basiert.

4.3.15 Plasmidisolierung aus S. cerevisiae

Die Plasmide wurden aus S. cerevisiae nach einer Methode von Robzyk und Kassir (1992)

isoliert.

4.3.16 Transformation von S. pombe Zellen

Zur homologen Rekombination von DNA-Fragmenten in das Genom von S. pombe wurden
die Zellen mit der Lithium-Acetat-Methode transformiert. Eine S. pombe-Kultur (100 ml
Vollmedium) wurde bei einer ODgoonm VvoOn ca. 0,5 geerntet (5 min, 800 x g, RT).
AnschlieRend wurde das Zellpellet gewaschen und in 1 M LiAC aufgenommen, so dass 1 X
10° Zellen pro ml vorhanden sind. Aliquots von 100ul wurden eine Stunde bei 30°C
inkubiert, bevor 10 pl DNA, 5 pl Hering-Sperma-DNA (Stammlésung 10 mg/ml (Roche),
welche vorher 10 min aufgekocht und anschlieBend 5 min auf Eis abgekihlt wurde) und 290
pl 50 % PEG 4000 (w/v) hinzugefugt wurden. Die Proben wurden eine Stunde bei 30°C und
danach 15 min bei 43°C inkubiert. Nachdem die Zellen 2 min bei RT abgekihlt wurden,
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wurden sie pelletiert (2 min, 2.300 x g, RT) und in 1 ml ¥ YES5S aufgenommen. Nach 2 h
Inkubation der Zellen bei 30°C erfolgte ein Waschschritt (3 min, 2300 x g, RT). Dann wurden
die Zellen in 240 pl MilliQ aufgenommen und je 60 ul Zellsusupension auf insgesamt vier
Selektionsplatten ausplattiert. Die Platten wurden fur mindestens 2 Tage bei RT oder 30°C
inkubiert.

Falls ein Plasmid in einen S. pombe Stamm transformiert werden sollte, wurde die
beschriebene Methode modifiziert. Statt 10 pl DNA-Fragment wurden 6 pl Plasmid-DNA
zusammen mit den 5 pl Heringssperma-DNA zu einem 100 ul Aliquot Zellen gegeben. Nach
der Aufnahme der Zellen in % YES5S erfolgte keine zwei-, sondern eine halbstiindige
Inkubation bei 30°C. Daraufhin wurden 100 pl des Ansatzes direkt auf eine Selektionsplatte
ausplattiert, wahrend die restliche Zellsuspension pelletiert (3 min, 2.300 x g, RT) und unter
selektiven Bedingungen ausplattiert wurde. Die Agarplatten wurden mindestens 2 Tage bei
30°C bzw. RT inkubiert.

4.3.17 Das Zwei-Hybrid-System

Das Zwei-Hybrid-System ist eine molekularbiologische Methode, um mégliche Interaktionen
zwischen zwei Proteinen zu bestimmen (Young et al., 1998; Joung et al., 2000). Dabei macht
man sich zunutze, dass Hefe-TATA-Boxen und Hefe-UAS (,,upstream activating sequences®)
ihre Funktion auch an einem anderen Lokus im Chromosom, als ihrem urspringlichen,
ausuben kénnen. So ist bei dem hier verwendeten Zwei-Hybrid-System die UAS-Sequenz des
Gal4-Transkriptionsfaktors, der urspringlich die Galaktose-induzierte Genexpression
reguliert, vor verschiedene Reportergene integriert (Giniger et al, 1985; Fields und Song,
1989). Der Gal4-Transkriptionsfaktor ist in diesem System in zwei Teile, die
Aktivierungsdomane (AD) und die DNA-Bindedomédne (BD), geteilt. Mittels zweier
Vektoren, pGBKT7 und pGADT7, die die kodierenden Sequenzen flr diese Domanen
enthalten, wurden die Untersuchungen durchgefiihrt. Durch die Auswahl des S. cerevisiae-
Stammes AH109, dienten hier sowohl HIS3, ADE2 als auch MEL1 als Reportergene. Das
Tropfen der, mit den Plasmiden transformierten, AH109-Stamme auf Nahrmedien ohne

Histidin und Adenin sollte Aufschluss Uber eine mogliche Interaktion der Proteine geben.

4.3.18 Tropftest

Fir phanotypische Analysen wurden S. pombe-Zellen auf Agarplatten mit verschiedenen
Substanzen getropft und beziglich ihres Wachstumsverhaltens unter den gewéhlten
Bedingungen untersucht. Dazu wurde aus einer Ubernachtkultur auf eine ODgoonm von 0,15 -
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0,2 angeimpft und bei 30°C inkubiert. Nach dem Erreichen von einer ODgoonm 0,6 - 0,8 wurde
eine serielle Verdunnungsreihe der Zellkulturen angefertigt. Es wurden je 10.000/ 1.000/ 100/
und 10 Zellen auf die gewéhlten Nahrmedien getropft und fir 2-5 Tage bei RT (falls mit
temperatursensitiven Stammen gearbeitet wurde), 30°C oder 37°C inkubiert.

Fur Komplementationsanalysen wurden S. cerevisiae-Stdimme auf bestimmte Nahrmedien
getropft und ihr Wachstumsverhalten analysiert. Bei den Agarplatten dienten Galaktose oder
Glukose, bei den Flissigkulturen Raffinose als Kohlenstoffquelle. Ansonsten wurde so

verfahren, wie hier fur die ph&notypische Analysen beschrieben.

4.3.19 Herstellung von S. pombe Stammen zur Produktion von

Fusionsproteinen

Zur Herstellung von Stdmmen, die Fusionsproteine produzieren, wurde nach einer Vorschrift
von Béhler et al. (1998) vorgegangen. Als Matrize fur die Amplifikation der
Transformationskassette dienten dabei die Plasmide pALO59, pFA6a-GFP(S65T)-kanMX6,
pFAGa-3HA-kanMX6 oder pFA6a-13Myc-kanMX6 (Tabelle 4.3). Dabei wurden die Primer
»F2¢ und ,R1“ (Tabelle 4.2) so gewahlt, dass bei einer erfolgreichen homologen
Rekombination des PCR-Produktes in das S. pombe Genom, dem entsprechenden Gen am 3’-
Ende die DNA-Sequenz kodierend fur entweder eine GFP-/3HA-/13MYC- oder TAP-Fusion
angehangt wurde. In manchen Féllen wurden die Transformationskassetten mit Hilfe von
Plasmiden gewonnen, welche fur das jeweilige Fusionsprotein und die Resistenzkassette
kodierten. Durch langere homologe Bereiche wurde eine hdhere Rekombinations-Effizienz
ins Genom erreicht.

Zur Kontrolle der Expression bestimmter Gene wurde der P3nmt1-Promotor nach Bahler et
al. (1998) verwendet. Ein nmtl-Promotor ermdglicht eine Regulation der Genexpression in
Abhéngigkeit von der Thiamin-Konzentration. In Abwesenheit von Thiamin fand eine
Expression der Gene statt, wahrend die Zugabe von 2- 5 mg/ml Thiamin zum
Minimalmedium die Abschaltung der Gene bewirkte. Als Matrize diente hier das Plasmid
pFABA-KanMX6-P3nmt-3HA, wodurch dem Zielgen auch die, fir eine 3HA-Fusion
kodierende, Sequenz angehangt wurde. Nach einer erfolgreichen homologen Rekombination
des PCR-Produktes in das S.pombe-Genom wurde dem Zielgen so eine KanMX-

Resistenzkassette, der P3nmt1-Promotor und eine 3HA-Fusion vorgeschaltet.
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4.3.20 Konstruktion von S. pombe Stammen, die das 3HA-Torl- bzw. 3HA-

Tor2-Fusionsprotein produzieren

Da in S. cerevisiae und Saugern C-terminale Fusionen der TOR-Proteine nicht funktionell
sind, wurden dem SpTorl- und SpTor2-Protein die 3HA-Fusionen N-terminal angehéngt. Um
die entsprechenden Gene torl™ und tor2™ unter der Kontrolle ihres natiirlichen Promotors zu
exprimieren, wurden die Transformationskassetten (ber mehrere Klonierungsschritte
hergestellt. Fur einen S. pombe Stamm, der das 3HA-Torl produziert, wurde zunachst die
Promotorregion von torl™ mittels PCR amplifiziert und ebenso wie YCp111 mit BamHI und
Hindlll geschnitten. Durch anschlieBende Ligation entstand das Plasmid pGC9. Dieses
wurde, ebenso wie der 5 kodierende Bereich des torl™ Gens, mit BamHI und Sacl
geschnitten und daraufhin ligiert. In das daraus resultierende (mit BamHI linearisierte)
Plasmid pGC10 wurde die vorher Gber PCR amplifizierte, 3HA-Sequenz in vivo rekombiniert.
Das so entstandene Plasmid wurde pGC11 genannt und mit SnaBl linearisiert. Durch
homologe Rekombination mit der KanMX6-Kassette wurde das Plasmid pGC12 gebildet. Die
Restriktion von pGC12 mit Sphl und BsaAl ergab ein 4144 bp groBes DNA-Fragment. Nach
Transformation von dem Stamm Sp34 mit diesem DNA-Fragment entstand ein Stamm, der
3HA-tor1™ unter der Kontrolle des natiirlichen Promotors exprimiert. Die korrekte Integration
der Transformationskassette wurde mittels PCRs mit den Oligonukleotiden ,,5 -tor1-HA-2.U-
PCR* und ,,3’-torl-HA-U-PCR* und ,,KanMX5 out und ,,3'-torl-HA-U-PCR* iiberpriift.
Um einen Stamm zu erhalten, der Sp3HA-Tor2 herstellt, wurde auf dahnliche Weise verfahren.
Die Promotorregion von tor2” wurde mittels PCR amplifiziert und ebenso wie YCp111 mit
Asp718I1 und Hindlll geschnitten. Durch anschlieBende Ligation entstand das Plasmid pGC5.
Dieses wurde, ebenso wie der 5° kodierende Bereich des tor2* Gens, mit Asp7181 und EcoRI
geschnitten und daraufhin ligiert. In das daraus resultierende Plasmid ( mit Asp718I
linearisierte) pGC6 wurde, die vorher amplifizierte, 3HA-DNA durch homologe
Rekombination integriert. Das so entstandene Plasmid wurde pGC7 genannt und mit BseRI
linearisiert. Durch homologe Rekombination mit der KanMX6-Kassette wurde das Plasmid
pGC8 gebildet. Eine PCR mit den Primern ,,Torl TrafoSgek* und ,,Torl Trafo3gek* mit pGC8
als Matrize ergab die die 3096 bp grofRe Transformationskassette. Durch homologe
Rekombination in das Sp34 Genom entstand ein Stamm, der 3HA-tor2” unter der Kontrolle
des nattrlichen Promotors exprimiert. Die korrekte Integration der Transformationskassette in
das Genom wurde iiber PCR mit den Oligonukleotiden ,,5 -tor2-HA-2.U-PCR* und ,,3 -tor2-
HA-U-PCR* und ,,KanMX5 "out* und ,,3"-tor2-HA-U-PCR* iiberpriift.
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4.3.21 Uberprufung der Stamme

Es wurde bei jedem Stamm, welcher ein Fusionsprotein produzierte, tberprift, ob die
Integration dieser Fusion den Phanotyp des Stammes beeinflusst. Zunéchst gaben
Tetradenanalysen von Paarungen mit einem Wildtyp-Stamm (Sp34 oder Sp38) und
Uberpriifungs-PCRs Aufschluss dariiber, ob die Transfomationskassette nur einmal und am
korrekten Lokus integriert worden ist (Daten nicht gezeigt). Die Produktion des
Fusionsproteins  wurde durch  Western  Blot-Analysen der Rohextrakte und
Immunprazipitationen uberprift (Daten nicht gezeigt). Ebenso sollte sich die Generationszeit
des Stammes nicht von der des Wildtyps unterscheiden (Daten nicht gezeigt). Eventuelle
phanotypische Auswirkungen der Fusion wurden durch Tropftests (Anhang 8.1) untersucht.
Dabei wurde das Wachstum auf YE5SD, EMMD NH,CI und in Anwesenheit von Amilorid,
Canavanin und Koffein analysiert. Wenn ein Stamm denselben Phénotyp wie der Wildtyp
zeigte, wurde mit diesem weiter gearbeitet. Die Paarung eines konstruierten Stammes mit dem
Wildtyp hatte, neben der oben genannten Uberpriifung durch eine Tetradenanalyse, auch den
Zweck, mogliche, durch die Transformation entstandene, Mutationen zu minimieren. Alle in
dieser Arbeit verwendeten Stdmme produzierten das entsprechende Fusionsprotein und

verhielten sich in den phénotypischen Analysen wie der Wildtyp.

4.3.22 Konstruktion von S. pombe Deletionsmutanten

Bei einer Gen-Deletion nach Bahler et al. (1998) wurden als Matrize entweder pCR2.1-hph,
pFA6a-KanMX oder pCR2.1-nat (Tab. 4.3) verwendet. Nach der homologen Rekombination
des PCR-Produktes in das S. pombe-Genom sollte das Gen deletiert und stattdessen die

jeweilige Resistenzkassette integriert sein.

4.3.23 Tetradenanalyse

Um zwei haploide S. pombe-Stimme mit unterschiedlichem Paarungstyp (h” oder h™) zu
paaren, wurden diese auf YES5SD-Agarplatten ausgestrichen und ber Nacht bei 30°C
inkubiert. Jeweils eine ca. traubenkerngroRe Menge Zellen beider Stamme wurde in 200 pl
sterilem H,0O resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf eine Malzagarplatte getropft und
fur 1 - 4 Tage bei 30°C inkubiert. Die Bildung der Tetraden wurde mikrokopisch tberpruft.
Bei einer erfolgreichen Paarung wurde eine kleine Menge Zellen in 100 ul sterilem H,O
aufgenommen und mit einer Impfdse auf Vollmedium ausgestrichen. Mit Hilfe von einem
Mikromanipulator (,,Manual MSM*, Singer Instruments) wurden die Tetraden gelegt und die

einzelnen Sporen voneinander getrennt. Nach 2 - 3 tégiger Inkubation bei 30°C wurden die
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ausgekeimten Sporen auf YE5SD ausgestrichen. Das Abstempeln dieser ,,Masterplate* auf
Selektivmedium-Agarplatten gab Aufschluss tber den Genotyp der Sporen. Des Weiteren

wurde der Paarungstyp der Sporen bestimmt (Kapitel 4.3.24).

4.3.24 Paarungstypbestimmung

Um den Paarungstyp von S. pombe Zellen zu bestimmen, wurde eine Ubernachtkultur von S.
pombe 38 (h*) in YE5SD angezogen. Gleichzeitig wurde ein frischer Ausstrich der zu
bestimmenden Zellen auf YE5SD (ber Nacht bei 30°C kultiviert. Am darauffolgenden Tag
wurden je 20ul der S. pombe 38-Kultur auf Malzagar getropft und in diesem Tropfen je ca.
eine Zahnstocherspitze Zellmaterial des zu bestimmenden Stammes resupendiert. Nach 1-
tagiger Inkubation bei 30°C konnte man eine maogliche Tetradenbildung mikroskopisch

untersuchen und daraufhin auf den Paarungstyp der Zellen schliel3en.

4.3.25 Herstellung von Rohextrakten von S. pombe -Zellen

Zur Analyse von Proteinen wurden Rohextrakte der Hefezellen hergestellt. Eine Zellkultur
wurde bei einer ODggonm 0,7 -1 geerntet und mit H,O gewaschen (4 min, 1700 x g, 4°C). Ab
der Zellernte wurde stets auf Eis gearbeitet. Die Pellets wurden, falls nicht anders angegeben,
in folgendem Lysispuffer mit Inhibitoren aufgenommen: 1 x TBS; 0,5 % Tween; 10 %
Glycerin; 1 mM PMSF; 1 x Protease Inhibitoren (,,Protease Inhibitor Cocktail“-Tabletten,
Roche); 1 x Phosphatase- Inhibitoren- Mix (25 x: 100 mM NaF; 100 mM NaN3;; 100 mM p-
Nitrophenylphosphat; 100 mM Tetrasodiumpyrophosphat; 100 mM B-Glycerophosphat).
Dieser Suspension wurden ca. 400 pl Glasperlen (= 0,45 - 0,5 mm) zugegeben, damit die
Zellen wahrend der 30 min auf dem ,,Disruptor Genie®“ (Scientific Industries) aufgeschlossen
werden konnten. Nach dem Aufschluss wurde die Suspension zentrifugiert (4 min, 1700 x g,
4°C), der Uberstand abgenommen und die Glasperlen mit je 300 pl Lysispuffer mit
Inhibitoren gewaschen (4 min, 1700 Xx g, 4°C). Der Uberstand des zweiten
Zentrifugationsschrittes wurde nun mit dem des Ersten vereinigt. Das Reaktionsgefal3, in
welchem sich die verbliebenen Glasperlen befanden, wurde unten mit einer heilRen Kanile
(,,Sterican®, Grofle 1, Braun) angestochen und in ein groReres Reaktionsgefal? gesetzt. Nach
einem kurzen Abzentrifugieren bei 4°C wurde der resultierende Durchfluss mit den
vorherigen Uberstanden vereinigt und dieses Lysat erneut zentrifugiert (4 min, 1700 x g,
4°C). Der Uberstand wurde abgenommen und als Rohextrakt weiterverwendet. Um die
Rohextrakt-Proben auf ein SDS-Gel aufzutragen, wurden zu 40 pl Rohextrakt je 10 pl 5 x
SDS-Probenpuffer (312,5 mM Tris-HCIl, pH 6,8; 10% SDS; 50% Glycerin; 0,01%
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Bromphenolblau; 25% [-Mercaptoethanol) gegeben und 5 min bei 96°C und 1400 rpm
(Eppendorf, ,,Thermomixer comfort™) gekocht. Die Proben wurden direkt auf ein SDS-Gel
aufgetragen oder bei -20°C gelagert.

4.3.26 Proteinbestimmung

Die Gesamtproteinkonzentration eines Rohextraktes wurde mit Hilfe des ,,Protein Assay* von
Biorad nach Angaben des Herstellers bestimmt. Fur die Eichgerade wurden verschiedene
Konzentrationen (0, 2, 4, 6, 8, 10 pg/ul) Rinderserum-Albumin (BSA) eingesetzt.

4.3.27 Immunprazipitation von Fusionsproteinen

Um ein Fusionsprotein zu prazipitieren, wurden 1 — 15 mg Gesamtprotein eingesetzt. Das
eingesetzte VVolumen an Rohextrakt wurde mit Lysispuffer mit Inhibitoren auf 1 ml aufgefullt.
Bei ,,TAP“-Fusionsproteinen wurden 20 pl 1gG-Sepharose (Amersham) zugegeben und die
Proben mindestens 2 h bei 4°C auf einem Rad inkubiert. Enthielt das Fusionsprotein mit GFP-
, 3HA- oder 13myc-Sequenz, wurde der Rohextrakt zun&chst mit dem entsprechenden
Antikorper mindestens eine halbe Stunde inkubiert (Rad, 4°C). Danach wurden je 20 pl
Potein G-Sepharose zugegeben und die Proben mindestens 90 min bei 4°C auf dem Rad
gedreht. Die Proben wurden anschliefend mindestens drei (Immunprazipitation) bis zehn Mal
(Ko-Immunprazipitation) mit Lysispuffer gewaschen (3 min, 960 x g, 4°C). Nach dem letzten
Waschen wurde die Sepharose vollstandig mit einer Hamilton-Spritze trocken gesaugt und
anschlielend in 18 pl 2x SDS-Probenpuffer (125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 4 % SDS; 20 %
Glycerin; 0,004 % Bromphenolblau; 10 % B-Mercaptoethanol) aufgenommen. Die Proben
wurden 5 min bei 96°C und 1400 rpm (Eppendorf, ,,Thermomixer comfort®) gekocht, bevor
sie auf ein SDS-Gel aufgetragen oder bei -20°C gelagert wurden.

Um unspezifische Bindungen von Proteinen an die 1gG-Beads bzw. Protein G-Sepharose zu
minimieren, ging der Immunprézipitation gegebenenfalls ein ,,Preclearing-Schritt voraus.
Dabei wurden den Proben 20 pl CL4B-Sepharose (Sigma) bzw. 20 pl Protein G-Sepharose
zugegeben und fur 30 min bei 4°C auf dem Rad inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der
Sepharose (4 min, 1700 x g, 4°C) wurde mit dem Uberstand die Immunprézipitation
durchgefihrt.

4.3.28 Subzellulare Fraktionierung

Zur Untersuchung der subzelluldren Lokalisation eines Proteins wurde eine differentielle

Zentrifugation durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchst Rohextrakte der Zellen, wie unter Kapitel
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4.3.25 beschrieben, hergestellt und eine bestimmte Menge Gesamtprotein eingesetzt. Zum
Einen wurde mit einer Probe eine Immunprazipitation durchgefihrt, wahrend mit einer
weiteren Probe, mit der gleichen Menge an Gesamtprotein, die Fraktionierung erfolgte. Zur
Fraktionierung wurde die Probe 5 min bei 8000 x g und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde
als erstes ,,Jlow speed pellet” in 18 pul 2 x Probenpuffer aufgenommen und 5 min, 96°C und
1.400 rpm (Eppendorf, ,, Thermomixer comfort®) gekocht. Der Uberstand wurde darauthin 5
min bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde als zweites ,,Jow speed
pellet” bezeichnet und ebenfalls bei 96°C fiir 5 min und 1400 rpm (Eppendorf, ,,Thermomixer
comfort*) gekocht, nachdem es in 18 pl 2 x Probenpuffer resuspendiert wurde. Der Uberstand
wurde anschlieBend bei 70.000 rpm (Rotor TLA 100.1), 1 h bei 4°C in einer Ultrazentrifuge
(,,Optima*“ Beckman Coulter) zentrifugiert. Wéhrend in den vorangegangen niedertourigen
Zentrifugationsschritten ~ Zelltrimmer  pelletiert  wurden, sollte sich durch die
Ultrazentrifugation die cytosolische Fraktion (Uberstand) von der Fraktion der
Membranbestandteile und membranassoziierten Proteine (Pellet) trennen. Nachdem sowohl
der Uberstand, als auch das Pellet in 1 ml Lysispuffer mit Inhibitoren geldst wurde, wurden
Immunprazipitationen durchgefuhrt. In einer anschlielenden SDS-PAGE wurden die
einzelnen Fraktionen aufgetragen und anhand dem Vorhandensein bzw. der Intensitat der

spezifischen Proteinbande Aussagen Uber die Lokalisation des Proteins getroffen.

4.3.29 Untersuchungen des Phosphorylierungsstatus von SpGad8

Um die Phosphorylierung von SpGad8 zu analysieren, wurden die Zellen zunédchst in 250 ml
YES5S bis zu einer ODgoonm 0,8 - 1 kultiviert. Vor der Zugabe von Rapamycin wurden 50 ml
der Kultur entnommen (To), die Zellen abfiltriert (Millipore, Type HA, 0,45 pm) und
mindestens 15 min bei -80°C eingefroren. Zu den restlichen Zellen wurden 100 ng/mi
Rapamycin gegeben und nach 15 min (Tss), 30 min (Tsp), 60 min (Teg), 120 min (T120) jeweils
50 ml Kultur enthnommen und, wie fur den Zeitpunkt T, beschrieben, behandelt. Der
Phosphorylierungsstatus von SpGad8 wurde auf verschiedene Weise untersucht. Falls
phosphoryliertes SpGad8 in einem Western Blot mittels anti-phospho-Serin-Antikorper
detektiert oder ein SDS-Gel mit einer geringeren Acrylamid-Bisacrylamidvernetzung
verwendet wurde, wurden die abfiltierten Zellen nach der in 4.3.25 beschriebenen Methode
behandelt. Dabei wurde ein weiterer Lysispuffer verwendet (50 mM Tris-HCI pH 7,6; 150
mM KCI; 5 mM EDTA; 1 mM DTT,; 10 % Glycerol; 1 % SDS nach Matsuo et al., 2003). Um
die Phosphorylierung von SpGad8 mittels ,,Phostag”-Gel (4.3.35) zu untersuchen, wurde

ebenfalls nach 4.3.25 verfahren, der von Matsuo et al. beschriebene Lysispuffer wurde
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modifiziert eingesetzt (50 mM Tris-HCI pH 7,6; 1 mM DTT; 10 % Glycerol; 1 % SDS; 20
mM NaCl). Hier wurde auf EDTA verzichtet, um eine mégliche Komplexierung der Mangan-
lonen mit EDTA im ,,Phostag”-Gel zu vermeiden. AuBerdem wurde bei ,,Phostag*-Gelen eine

relativ niedrige Salzkonzentration der Proben gewéhrleistet.

4.3.30 Dephosphorylierung von Proteinen

Zur Dephosphorylierung von Proteinen wurde die A-Proteinphosphatase (NEB) nach
Herstellerangaben benutzt. Der Reaktionsansatz wurde mit Lysispuffer ohne Inhibitoren auf

50 pl aufgefullt.

4.3.31 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

In einem SDS-Gel wurden die Proteine ihrem Molekulargewicht entsprechend
elektrophoretisch aufgetrennt (Laemmli, 1970). In dieser Arbeit wurde das ,,Mini-Protean 3
System* von Biorad gemal den Herstellerangaben verwendet. Bei dem Sammelgel handelte
es sich um ein 1,8 %-iges Acrylamid-Gel, wahrend die Konzentrationen des Trenngels
zwischen 5 und 15 % Acrylamid variierten. Falls nicht anders angegeben wurde mit einer
Acrylamid:Bisacrylamidvernetzung von 37,5:1 gearbeitet. Tabelle 4. 10 zeigt die
Zusammensetzung von Sammel- und verschiedenen Trenngelen. Dabei sind die VVolumina fur
jeweils 4 Gele angegeben. Die Gelkammer wurde mit 1x Laufpuffer (5x Laufpuffer: 0,95 M
Glycin; 115 mM Tris; 5,7 mM EDTA; 0,25 % SDS) gefullt. Nach dem Beladen des Gels mit
einem Proteinstandard (,,Precision Plus Protein Standard: All Blue“ der Firma Biorad,;
,Pageruler Prestained Protein Ladder der Firma Fermentas) und den Proben erfolgte die
SDS-PAGE bei 90- 140 V fir 1,5- 3 h. Falls die Elektrophorese lber Nacht lief, wurde eine
Spannung von 10 V gewdhlt.
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Tabelle 4. 10: Zusammensetzung der SDS-Gele (ausreichend fiir 4 Gele)

% H,O 4x 4x Acryl- 99 % 10 %
Acryl Trenngelpuffer | Sammelgelpuffer amid/ TEMED APS
-amid (8 mM EDTA,; (8 MM EDTA; Bisacryl-

4% SDS;15M | 4% SDS;0,5M amid
Tris-HCI pH8,8) | Tris-HCI pH6,8) | (Vernetzung
37,5:1)

1,8 7mi 0Oml 3ml 3mi 15 pl 150 pl

5 11,7 ml 5mil 0ml 3,3ml 10 pl 200 pl

7,5 10 ml 5ml 0 ml 5ml 10 pl 200 ul

10 8,4 ml 5ml 0ml 6,6 ml 10 pl 200 pl

125 | 6,6 ml 5ml 0ml 8,4 ml 10 pl 200 pl

15 5ml 5ml 0ml 10 ml 10 pl 200 ul

4.3.32 Western Blot-Analyse

Zur Detektion der Proteine wurde ein Western Blot durchgefiihrt (Burnette et al., 1981). Nach
der elektrophoretischen Auftrennung (Kapitel 4.3.31) erfolgte der Transfer der Proteine auf
eine Nitrocellulosemembran (,,Protran®, Schleicher und Schuell). Es wurde die ,,Mini-
Transblot-Electrophoretic Transfer Cell“ von Biorad gem&R den Herstellerangaben,
verwendet. Der Blot aus SDS-Gel, Nitrocellulose, Filterpapieren (,,Blotting-Papiere®, 580 -
600 mm, Neolab) und Faserstoff wurde wie von Burnette et al. (1981) beschrieben aufgebaut.
Der Transfer erfolgte in einer mit 1 x Blotpuffer (25 mM Tris; 152 mM Glycin; 20 %
Methanol; 0,1 % SDS) geftllten Kammer fur 2 - 2,5 h bei 25 V. Zum Nachweis von Proteinen
wurde die Membran zundchst 30 min in TBS (25 mM Tris-HCI; 137 mM NacCl; pH 7,6) +
0,1 % Tween und 5 % Milchpulver bei Raumtemperatur auf der Wippe inkubiert. Danach
wurde der erste Antikorper hinzugegeben. Die verschiedenen Antikdrperverdiinnungen sind
dem Ergebnisteil zu entnehmen. Die Inkubation dauerte 1,5- 4 h bei RT oder Gber Nacht bei
4°C, jeweils unter leichtem Schiitteln. Vor der Zugabe des zweiten Antikorpers wurde die
Membran dreimal fir jeweils 5 Minuten mit TBS+ 0,1% Tween gewaschen. Der zweite
Antikorper (Tabelle 4.1) wurde 1:5.000 oder 1:10.000 in TBS+ 0,1 % Tween verdinnt und
die Membran 1 h bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubiert. Danach wurde die Membran
erneut mit TBS+ 0,1% Tween gewaschen (dreimal 5 min). Daran schloss sich die Detektion
der Proteine mittels Chemilumineszenz nach Herstellerangaben (,ECL Western Blotting
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Detection Reagents™, Amersham) an. Durch Auflegen eines Film (,,Hyperfilm“, Amersham)
und dessen Entwicklung konnten Proteinbanden sichtbar gemacht werden.

Eine andere Nachweismethode erfolgte mit Hilfe des ,,Odyssey Western Blot Analysis®-
Systems. Dazu wurde die Membran bis zur Zugabe des zweiten Antikorpers entsprechend der
Detektion mittels Chemilumineszenz behandelt. Der zweite Antikorper (Tabelle 4.1) wurde
1:5.000 bzw. 1:10.000 in TBS + 0,1 % Tween und 5 % Milchpulver verdinnt und die
Membran 1 h bei RT leicht geschittelt. Die Membran wurde daraufhin dreimal 5 min mit
TBS+ 0,1 % Tween und zweimal 5 min mit TBS gewaschen. Anschliefend wurden die
Membranen mit einem ,,Licor*“-Scanner und dem ,,0dyssey“-Programm gescannt und auf

diese Weise die fluoreszierenden Banden entweder bei 700 nm oder 800 nm visualisiert.

4.3.33 ,,Strippen* eines Western Blots

Sollte eine Western Blot-Membran mit einem weiteren ersten Antikérper analysiert werden,
wurde die Membran ,gestrippt®. Um die an die Membran gebundenen Antikorper zu
entfernen, wurde die Membran zundchst 30 min bei 50°C in ,,stripping buffer (100 mM (-
Mercaptoethanol; 62,5 mM Tris-HCI pH 6,7; 2 % SDS) unter gelegentlichem Schwenken
inkubiert. Nach zweimaligem 10-minutigen Waschen der Membran in TBS + 0,1 % Tween,
wurde die Membran auf einer Wippe 1 h in TBS + 0,1 % Tween und 5 % Milchpulver
blockiert. Daraufhin konnte mit der Detektion der Proteine, wie unter 4.3.32 beschrieben, ab

dem ersten Antikorper verfahren werden.

4.3.34 Verwendung eines SDS-Gels mit einem niedrigeren Acrylamid-

Bisacrylamid-Vernetzungsgrad

Um Proteinmodifikationen zu analysieren, die in SDS-Gelen mit einem Acrylamid-
Bisacrylamid-Verhaltnis von 37,5:1 (Rotiphorese Gel 30, Roth) nicht sichtbar getrennt
werden konnen, wurden SDS-Gele mit einem anderen Vernetzungsgrad verwendet. Dabei ist
ein Acrylamid-Bisacrylamid-Verhéltnis von 149:1 (,,low crosslinker“-Gel) gewahlt worden.
Dieses Verhaltnis wurde durch Mischen von Rotiphorese Gel A (Acrylamidlésung 30%,
Roth) und Rotiphorese Gel B (Bisacrylamidlosung 2%, Roth) erzielt. Durch diesen niedrigen
Vernetzungsgrad ist moglicherweise eine bessere Auftrennung der einzelnen Banden, die

verschiedene Modifikationszustande darstellen, zu beobachten.
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4.3.35 ,,Phos-tag“-Gele

Um verschiedene Phosphorylierungszustande eines Proteins sichtbar voneinander zu trennen,
kdnnen sogenannte ,,Phostag“-Gele verwendet werden (Kinoshita et al., 2006). Ein ,,Phos-
tag*-Gel ist ein SDS-Gel, dem zusitzlich Mn?**-Ionen und eine ,,Phos-tag*-L8sung zugegeben
werden (Tab. 4.11). Dabei binden die Molekiile der ,,Phos-tag“-LOsung sowohl an das
Acrylamid als auch an die dinukledren Mn**-lonen. Diese Mn**-lonen binden wiederum
Phosphomonoester-Dianionen von Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten. Wéhrend der
elektrophoretischen Auftrennung binden somit phosphorylierte Proteine an den ,Mn®*-Phos-
tag™ und zeigen ein verdndertes Laufverhalten gegeniiber nicht phosphorylierten Proteinen
(Kinoshita et al., 2006). Um eine Komplexierung der Mn?*-lonen zu verhindern, wurden
sowohl Trenngelpuffer als auch Sammelgelpuffer und Laufpuffer ohne EDTA (25 mM Tris,
pH 8,4; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS) verwendet. Vor der Western Blot-Analyse wurde das
SDS-Gel 10 min in Blotpuffer (10x Blotpuffer: 25 mM Tris; 152 mM Glycin; 20 %
Methanol; 0,1 % SDS) + 1 mM EDTA gewaschen, um durch die Eliminierung der Mn?*-
lonen eine effizientes Blotten der Proteine zu gewahrleisten. Vor dem Western Blot wurde
das SDS-Gel weitere 10 min nur in Blotpuffer gewaschen. Alle folgenden Schritte wurden,

wie unter Kapitel 4.3.33 beschrieben, durchgefiihrt.

Tabelle 4.11: Zusammensetzung von 50 umol/l Phostag-Gelen (ausreichend fir 2 Gele). Als Sammelgel
wurde ein 4,5 %iges Gel, als Trenngel ein 10 %iges Gel verwendet.

% Acrylamid 4,5 % 10 %
H,O 5,3 ml 3,5ml
4x Trenngelpuffer 0 mi 3,5ml
(1,5 M Tris-HCI, pH 8,8;

0,4 % SDS)

4x Sammelgelpuffer 2,5ml 0ml
(0,5 M Tris-HCI pH 6,8;

0,4 % SDS)

Acrylamid/ Bisacrylamid 2,2ml 7ml
(29:1)

MnCl, oml 140 pl
Phostag'"-AAL-L6sung 0ml 140 pl
99 % TEMED 11,6 pl 7 ul
10 % APS 116 pl 140 pl
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5 Ergebnisse

Zu Beginn dieser Arbeit war durch zahlreiche Studien die bedeutende Rolle von TOR fir das
Zellwachstum ebenso wie die Existenz von zwei TOR-Komplexen, sowohl in Sdugern (Hara
et al., 2002; Kim et al., 2002; Kim et al., 2003; Sarbassov et al., 2004) als auch in der
knospenden Hefe S. cerevisiae (Loewith et al., 2002; Wullschleger et al., 2005) bekannt.
Waéhrend der knospenden Hefe der bedeutende regulatorische TSC-Komplex fehlt, wusste
man bereits von einem TSC-Komplex in der Spalthefe S.pombe (Mach et al., 2000;
Matsumoto et al., 2002) und dass dieser Komplex, wie in Sdugern, die kleine GTPase SpRhb1
negativ reguliert (Yang et al., 2001; van Slegtenhorst et al., 2004; Urano et al., 2005; Nakase
et al., 2006). Zunéchst sollte im Rahmen dieser Arbeit geklart werden, ob in S. pombe die
TOR-Komplexe ebenfalls konserviert sind.

5.1 Konservierung der TOR-Komplexe in S. pombe
5.1.1 Existenz von homologen Proteinen der TOR-Komplex Mitglieder

Die Existenz von zwei TOR-Proteinen, SpTorl und SpTor2 war zu Beginn dieser Arbeit
bekannt (Weisman und Choder, 2001). Anhand der Sequenzhomologien ist zu vermuten, dass
SpTorl das Homologe zu ScTORZ2, wahrend SpTor2 das homologe Protein zu SCTOR1 ist.
Datenbankrecherchen ergaben, dass in S. pombe auch homologe Proteine der weiteren TOR-
Komplex-Mitglieder aus Sdugern und S. cerevisiae annotiert sind. Folgende Proteine bilden
maoglicherweise TOR-Komplexe in S. pombe: SpTorl (SCTOR2, mTOR), SpTor2 (ScTOR1,
MTOR), SpMipl (ScKOG1, mRaptor), SpSte20 (ScCAVO3, mRictor), SpSinl (ScAVOL,
mSinl), SpWatl (ScLST8, mLst8). Im Anhang 8.2 sind die Sequenzvergleiche der jeweiligen
homologen Proteine aufgelistet. In Tabelle 5.1 sind die Daten der Sequenz-Vergleiche

zusammengefasst.
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Tabelle 5. 1: Vergleich der Aminosauresequenzidentitaten zwischen S&uger- und S. cerevisiae —
Proteinen und Sduger- und S. pombe Proteinen

% ldentitat S. cerevisiae Sauger S. pombe % ldentitat
des S. des S. pombe
cerevisiae Proteins
Proteins verglichen mit
verglichen mit dem Sauger-
dem S&auger- Homolog
Homolog
39/ 41 SCcTORY1/ mTOR SpTorl/SpTor2 45/ 48
ScTOR2
37 ScKOG1 mRaptor SpMip1l 40
47 ScLST8 mLST8 SpWwatl 45
17 SCAVO3 mRictor SpSte20 21
10 ScAVO1 mSinl SpSinl 14

5.1.2 Existenz und Zusammensetzung von TOR-Komplexen in S. pombe

Um zu untersuchen, ob in S. pombe ebenfalls TOR-Komplexe existieren, wurden
Interaktionsstudien mit folgenden Proteinen durchgefiihrt: SpTorl, SpTor2, SpSte20, SpSinl,
SpMipl und SpWatl. Mdogliche Interaktionen von Proteinen wurden mittels Ko-
Immunprazipitationen und anschlieBenden Western Blot-Analysen untersucht. Fir die
Expressionskontrollen wurde bei den Immunpréazipitationen und Western Blot-Analysen die
Sepharose bzw. der Antikorper entsprechend des jeweiligen Fusionsproteins verwendet. Bei
den Ko-Immunprazipitationen wurde eines der beiden untersuchten Proteine prazipitiert, um
anschlieBend eine mogliche Interaktion durch die Verwendung eines Antikorpers gegen das
zweite Fusionsprotein in Western Blot-Analysen nachzuweisen bzw. auszuschlie3en. Die

folgenden Ergebnisse wurden mindestens dreimal verifiziert.

5.1.2.1 Interaktion von SpTor2 und SpMipl

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Proteine SpTor2 und SpMipl miteinander
interagieren. Fir die Ko-lmmunpréazipitationen wurden Stimme verwendet, die mipl™-TAP,
3HA-tor2" oder mipl™-TAP und 3HA-tor2" exprimieren. In Abbildung 5.1 sind die
Expressionskontrollen sowohl fir SpMipl als auch fir SpTor2 zu erkennen. Das Signal bei
der Ko-Immunprazipitation von SpTor2 deutet auf eine Interaktion von SpTor2 und SpMipl
hin.
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Sp3HA-Tor2
SpMip1-TAP
Sp3HA-Tor2

‘ SpMip1-TAP

SpMip1 Expression

L4
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o

SpTor2 Expression

SpTor2 Ko-Ip

Abbildung 5.1: Ko-Immunprazipitation von SpTor2 und SpMip1.
Rohextrakte von Zellen, die mipl*-TAP (SPGC2-3A), 3HA-tor2*
(SPGC18-1B) oder mipl™-TAP und 3HA-tor2” (SPGC26-5B)
exprimieren, wurden Immunprézipitationen unterzogen. Es wurden 1
mg (Expressionskontrollen SpMipl-TAP), 7,5mg
(Expressionskontrollen ~ Sp3HA-Tor2)  bzw. 15mg (Ko-
Immunprézipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Préazipitationen
erfolgten mit 20 pul 1gG-beads bzw. 3 ul anti-HA (30 min) und 30 pl
Protein G-Sepharose bei 4°C tber Nacht. In anschlieBenden Western
Blot-Analysen wurden als erster Antikorper anti-protein A (1:10.000)
bzw. anti-HA (1:2.000) eingesetzt. Die Proteinbanden wurden mittels
Chemilumineszenz detektiert.

5.1.2.2 Interaktion von SpTor2 und SpWatl

Fir diese Ko-Immunprazipitationen wurden Stamme verwendet, die wat1™-TAP, 3HA-tor2™

oder wat1*-TAP und 3HA-tor2" exprimieren. Wie in Abbildung 5.2 zu sehen, werden beide

Fusionsproteine produziert. Das Signal flr ko-immunprazipitiertes SpTor2 zeigt eine Bindung

dessen an SpMip1l an.

Sp3HA-Tor2
SpWat1-TAP
Sp3HA-Tor2
SpWatl-TAP

SpWat1 Expression

SpTor2 Ko-Ip

Abbildung 5.2: Ko-Immunprazipitation von SpTor2
und SpWatl. Rohextrakte von Zellen, die watl*-TAP (SPGC9-
2C), 3HA-tor2* (SPGC18-1B) oder wat1*-TAP und 3HA-tor2™
(SPGC23-4C) exprimierten, wurden Immunprézipitationen
unterzogen. Es wurden 7,5 mg (Expressionskontrollen Sp3HA-
Tor2) bzw. 15mg (Ko-Immunprazipitation) Gesamtprotein
eingesetzt. Die Prazipitationen erfolgten mit 20 ul 1gG-beads
bzw. 3 ul anti-HA (30 min) und 30 ul Protein G-Sepharose bei
4°C Uber Nacht. In anschlieBenden Western Blot-Analysen
wurden als erster Antikdrper anti-Protein A (1:10.000) bzw.
anti-HA (1:2.000) eingesetzt. Als SpWat1l-TAP
Expressionskontrollen sind 10 ug Rohextrakte aufgetragen
worden. Die Proteinbanden wurden mittels Chemilumineszenz
detektiert.

5.1.2.3 Interaktion von SpMipl und SpWatl

Fiir die Ko-Immunprézipitationen wurden Stamme verwendet, die mip1*-13myc, wat1*-3HA
oder mip1*-13myc und wat1*-3HA exprimieren. In Abbildung 5.3 sind die dazugehérigen
Western Blot-Analysen dargestellt. Die Expressionskontrollen von mip1*-13myc und wat1*-

3HA sind deutlich zu erkennen. Das Signal von SpWatl auf dem Blot

der Ko-Immunprézipitation weist eine Bindung von SpWatl an SpMip1 nach.
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S . %< Abbildung 5.3: Ko-Immunprézipitation von SpMipl und
§ z 55 SpWatl. Rohextrakte von Zellen, die mip1*-13myc (SPGC3),
5 K BE wat1*-3HA (SPGC7-1C) oder mip1*-13myc und watl*-3HA (SP10-
5 2 Sz 1B) exprimieren, wurden Immunprazipitationen unterzogen. Es
w B aw wurden 2 mg (Expressionskontrollen SpMip1-13myc) bzw. 15 mg
. _ _ (Ko-Immunprézipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die
M | spMip1 Expression Préazipitationen erfolgten mit 1 pl anti-HA bzw. 1 pl anti-myc (je 30

min) und 20 pl Protein G-Sepharose bei 4°C (ber Nacht. In

e | SpWat] Expression anschlieBenden Western Blot-Analysen wurden als erster
Antikorper anti-HA (1:10.000) bzw. anti- myc (1:10.000)

o | spwatl Ko-Ip eingesetzt. Als SpWatl-TAP Expressionskontrollen sind 10 pg
Rohextrakte aufgetragen worden. Die Proteinbanden wurden mittels

Chemilumineszenz detektiert.

5.1.2.4 Keine Interaktion von SpTor2 und SpSte20

Fir die Ko-Immunprazipitationen wurden Stamme verwendet, die 3HA-tor2", ste20*-TAP
oder 3HA-tor2™ und ste20™-TAP exprimieren. In Abbildung 5.4 sind deutliche Signale bei den
Kontrollen fir die Produktion von Sp3HA-Tor2 und SpSte20-3HA zu sehen. Da keine Bande
bei der Ko-Immunprézipitation zu erkennen ist, ist davon auszugehen, dass SpTor2 und

SpSte20 nicht aneinander binden.

Abbildung 5.4: Keine Ko-Immunpréazipitation von SpTor2
und SpSte20. Rohextrakte der Zellen, die 3HA-tor2" (SPGC18-

2 g g 1B), ste20*-TAP (SPGC5-4C) oder 3HA-tor2" und ste20*-TAP
- e g & (SPGC22-3C)  exprimieren, wurden Immunprézipitationen
> E ﬁaj;é unterzogen. Es wurden 7,5 mg (Expressionskontrollen Sp3HA-
& @ a% Tor2), 1 mg (Expressionskontrollen SpSte20-TAP) bzw. 15 mg
(Ko-Immunprézipitation)  Gesamtprotein  eingesetzt.  Die

. B W | SpTor2 Expression Prézipitationen erfolgten mit 20 pl 1gG-beads bzw. 3 ul anti-HA

(30 min) und 30 pl Protein G-Sepharose bei 4°C ber Nacht. In
anschlieBenden Western Blot- Analysen wurden als erster

'q
X

Epeealepapian Antikorper anti-Protein A (1:10.000) bzw. anti-HA (1:2.000)
eingesetzt. Die Proteinbanden wurden mittels Chemilumineszenz
SpTor2 Ko-Ip detektiert.

5.1.2.5 Keine Interaktion von SpTor2 und SpSinl

Far anschlieBende Ko-Immunprazipitationen wurden Stdmme verwendet, die entweder
Sp3HA-Tor2, SpSinl-TAP oder beide Fusionsproteine produzieren. Abbildung 5.5 zeigt die
jeweiligen Expressionskontrollen. Es konnte jedoch kein SpTor2-Signal bei der Ko-
Immunprazipitation detektiert werden. Somit liegt keine Interaktion von SpTor2 und SpSinl

Vor.
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Abbildung 5.5: Keine Ko-Immunpréazipitation von SpTor2 und

4 3 4% SpSin1. Rohextrakte der Zellen, die 3HA-tor2* (SPGC18-1B), sinl*-
E 2 EY TAP (SPGC15-2B) oder 3HA-tor2* und sinl*-TAP (SPGC24-1C)
5 = &= exprimieren, wurden Immunprézipitationen unterzogen. Es wurden 1
& H Ao mg (Expressionskontrollen SpSin1-TAP), 7,5 mg

. | 5 5 , (Expressionskontrollen  Sp3HA-Tor2) bzw. 15 mg (Ko-

PROTS BAPIESSION I mmunprazipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prazipitationen

erfolgten mit 30 pl 1gG-beads bzw. 3 ul anti-HA (30 min) und 20 pl

SpSinl Expression  Protein G-Sepharose bei 4°C Uber Nacht. In anschlieRenden Western

Blot-Analysen wurden als erster Antikérper anti-protein A (1:10.000)

SpTor2 Ko-Ip bzw. anti-HA (1:2.000) eingesetzt. Die Proteinbanden wurden mittels
Chemilumineszenz detektiert.

5.1.2.6 Keine Interaktion von SpMipl und SpSte20

Es wurden Ko-Immunprazipitationen mit Staimmen durchgefiihrt, die entweder mip1*-TAP™,
ste20"-3HA™ oder beide Gene exprimieren. Abbildung 5.6 zeigt die Ergebnisse dieser
Immunpréazipitationen. Wahrend fiir die Expressionskontrollen deutliche Signale zu erkennen
sind, zeigt sich bei der Ko-Immunprazipitation keine Proteinbande. Somit handelt es sich bei
SpMipl und SpSte20 nicht um Interaktionspartner.

Abbildung 5.6: Keine Ko-Immunpréazipitation von SpMip1 und

- T SpSte20. Rohextrakte der Zellen, die mipl*-TAP (SPGC2-3A),
g & Bd ste20*-3HA (SPGC8-3A) oder mipl™-TAP und ste20*-3HA
29‘ g §§ (SPGC28-4D)  exprimieren,  wurden  Immunprazipitationen
& A Se unterzogen. Es wurden 1 mg (Expressionskontrollen SpMip1-TAP),
= 2 mg (Expressionskontrollen SpSte20-3HA) bzw. 7,5mg (Ko-
i - SpSte20 Expression Immunpréazipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prazipitationen
S erfolgten mit 20 pl 19gG-beads bzw. 1 pl anti-HA (30 min) und 20
; — SpMip1 Expression pl Protein G-Sepharose bei 4°C uber Nacht. In anschlieRenden
Western Blot-Analysen wurden als erster Antikorper anti-protein A
S—— (1:10.000) bzw. anti-HA (1:10.000) eingesetzt. Die Proteinbanden

PRS2 wurden mittels Chemilumineszenz detektiert.

5.1.2.7 Keine Interaktion von SpMipl und SpSinl

Die Ko-Immunprézipitationen erfolgten mit Stammen, die entweder mip1*-13myc, sin1*-TAP
oder mip1™-13myc und sinl1™-TAP (SPGC27-6A) exprimieren. In Abbildung 5.7 sind die
Expressionskontrollen fiir mip1™-13myc und sin1*-TAP zu sehen. Es ist kein SpSin1-Signal

bei der Ko-Immunprazipitation vorhanden. Die Proteine SpMipl und SpSinl interagieren
demnach nicht miteinander.
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Abbildung 5.7: Keine Ko-Immunpréazipitation von SpMipl und
SpSinl. Rohextrakte der Zellen, die mip1™-myc (SPGC3), sin1*-TAP
(SPGC15-2B) oder mipl*-myc und sin1*-TAP (SPGC27-6A)
exprimieren, wurden Immunprézipitationen unterzogen. Es wurden 2
mg (Expressionskontrollen SpMipl-13myc), 1mg
(Expressionskontrollen SpSinl-TAP) bzw. 7,5mg (Ko-
Immunprazipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prézipitationen
SpSinl Expression  erfolgten mit 20 pl 1gG-beads bzw. 1 pl anti-myc (30 min) und 20 pl
Protein G-Sepharose bei 4°C lber Nacht. In anschlieBenden Western
Blot-Analysen wurden als erster Antikdrper anti-protein A (1:10.000)
bzw. anti-myc (1:10.000) eingesetzt. Die Proteinbanden wurden
mittels Chemilumineszenz detektiert.

SpMip1-13myc
SpSinl-TAP
SpMip1-13myc
SpSinl-TAP

&
L

'

SpMipl Expression

SpSinl Ko-Ip

5.1.2.8 Existenz eines TOR-Komplex 1

Es konnten Interaktionen zwischen folgenden Proteinen beobachtet werden: SpTor2 und
SpMipl (Abbildung 5.1); SpTor2 und SpWatl (Abbildung 5.2); SpMipl und SpWatl
(Abbildung 5.3). Keine Interaktionen waren zwischen den Proteinen: SpTor2 und SpSte20
(Abbildung 5.4); SpSinl und SpTor2 (Abbildung 5.5); SpMipl und SpSte20 (Abbildung 5.6
); SpMipl und SpSinl (Abbildung 5.7) zu sehen. Diese Ergebnisse sind in Abbildung 5.8
schematisch zusammengefasst und deuten auf die Existenz eines TOR-Komplex 1 hin.

SpWatl

SpMipl

B soste20 [ SpMipl
\- SpSinl [ SpMipl

SpTor2 <

Interaktion

- keine Interaktion

Abbildung 5.8: Zusammenfassung der Ko-Immunpréazipitationen.

5.1.2.9 Interaktion von SpTorl und SpSinl

Es wurden Ko-Immunprézipitationen mit Stimmen durchgefiihrt, die entweder Sp3HA-Tor1,
SpSinl-TAP oder beide Proteine produzieren. In Abbildung 5.9 ist zu erkennen, dass sowohl
Sp3HA-Torl als auch SpSinl-TAP in den entsprechenden Stammen produziert werden. Das
deutliche Signal von Sp3HA-Torl weist auf eine Interaktion von Sp3HA-Torl und SpSinl-
TAP hin.
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Abbildung 5.9: Ko-Immunprazipitation von SpTorl und SpSinl.
Rohextrakte der Zellen, die 3HA-torl*(SPGC29-3), sinl*-TAP
(SPGC15-2B) oder 3HA-torl™ und sinl*-TAP (SPGC33-1B)
exprimieren, wurden Immunprazipitationen unterzogen. Es wurden 1
mg (Expressionskontrollen SpSinl-TAP), 7,5mg
(Expressionskontrollen Sp3HA-Torl) bzw. 15 mg (Ko-
Immunprézipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prézipitationen
SpSinl Expression  erfolgten mit 20 pl 1gG-beads bzw. 3 pl anti-HA (30 min) und 30 pl
Protein G-Sepharose bei 4°C Uber Nacht. In anschliefenden Western
SpTerl iy BIot-Ana_Iysen wurden als_ erster Anti!«')rper e_lnti—protein A (1:10._000)
bzw. anti-HA (1:2.000) eingesetzt. Die Proteinbanden wurden mittels
Chemilumineszenz detektiert.

SpSinl-TAP
Sp3HA-Torl
Sp3HA-Torl
SpSinl-TAP
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5.1.2.10 Interaktion von SpTorl und SpSte20

Fur die Ko-lmmunprazipitationen wurden Stamme verwendet, die entweder 3HA-torl”,
ste20™-TAP oder beide Gene exprimieren. Die Kontrollen der 3HA-torl™- und ste20™-TAP-
Expression sind in Abbildung 5.10 zu erkennen. Ebenso ist ein Signal bei der Ko-
Immunprazipitation von Sp3HA-Torl zu sehen, welches auf Sp3HA-Torl und SpSte20-TAP
als Interaktionspartner hindeutet.

& Y Abbildung 5.10: Ko-Immunprazipitation von SpTorl und SpSte20.
S8 Ba Rohextrakte der Zellen, die 3HA-torl® (SPGC29-3), ste20"-TAP
g = =28 (SPGC5-4C) oder 3HA-torl™ und ste20"-TAP (SPGC32-3D)
% F& %% exprimieren, wurden Immunprézipitationen unterzogen. Es wurden
) wn v v

1 mg (Expressionskontrollen SpSte20-TAP), 7,5mg
(Expressionskontrollen Sp3HA-Torl) bzw. 15 mg (Ko-
Immunprézipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prézipitationen
erfolgten mit 20 ul 1gG-beads bzw. 3 pl anti-HA (30 min) und 30 pul

| B ~ SpTorl Expression
.~ M | SpSte20 Expression  protein G-Sepharose bei 4°C tiber Nacht. In anschlieRenden Western

Blot-Analysen wurden als erster Antikdrper anti-protein A (1:10.000)
SHToH Ko-Tp bzw. anti-HA (1:2.000) eingesetzt. Die Proteinbanden wurden mittels
Chemilumineszenz detektiert.

5.1.2.11 Interaktion von SpTorl und SpWatl

Es wurden Ko-Immunprézipitationen mit den Stdmmen durchgefihrt, die entweder Sp3HA-
Torl, SpWatl-GFP oder beide Fusionsproteine produzieren. In Abbildung 5.11 sind sowohl
die Expressionskontrollen, als auch ein Signal fir eine erfolgreiche Ko-Immunprazipitation
von Sp3HA-Torl zu erkennen. Daher handelt es sich bei Sp3HA-Torl und SpWat1-GFP um
Bindungspartner.
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Abbildung 5.11: Ko-immunprazipitation von SpTorl und SpWatl.
Rohextrakte der Zellen, die 3HA-torl*(SPGC29-3), watl*-GFP
(SPGC21-1B) oder 3HA-torl® und watl™-GFP (SPGC36-2D)
exprimieren, wurden Immunprézipitationen unterzogen. Es wurden 7,5
mg  (Expressionskontrollen  Sp3HA-Torl) bzw. 15mg (Ko-

SpWatl Expression | mmunprazipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prazipitationen
. erfolgten mit 2 pl anti-GFP bzw. 3 ul anti-HA (je 30 min) und 30 pl
Protein G-Sepharose bei 4°C Uber Nacht. In anschlieBenden Western
Blot-Analysen wurden als erster Antikdrper anti-GFP (1:5.000) bzw.
anti-HA (1:2.000) eingesetzt. Als SpWat1-3HA Expressionskontrollen
SpTorl Ko-Ip sind 15 pug Rohextrakte aufgetragen worden. Die Proteinbanden wurden

mittels Chemilumineszenz detektiert.

Sp3HA-Torl
Sp3HA-Torl
SpWatl1-GFP

-‘ SpWat1-GFP

SpTorl Expression

S
= |
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5.1.2.12 Interaktion von SpSinl und SpSte20

Die Ko-Immunprazipitationen wurden mit den Stammen durchgefiihrt, die entweder SpSin1-
3HA, SpSte20-TAP oder beide Proteine produzieren. Dieses wurde durch die Kontrollen in
Abbildung 5.12 bestétigt. Dort ist auch ein deutliches Signal fir ko-immunprazipitiertes

SpSte20-TAP zu erkennen. Die beiden untersuchten Proteine interagieren somit miteinander.

Abbildung 5.12: Ko-Immunprazipitation von SpSinl und
SpSte20. Rohextrakte der Zellen, die sin1™-3HA (SPGC12-2), ste20*-
TAP (SPGC5-4C) oder sin1™-3HA und ste20*TAP (SPGC30-1A)
exprimieren, wurden Immunprézipitationen unterzogen. Es wurden 1
mg (Expressionskontrollen SpSte20-TAP), 2 mg
(Expressionskontrollen  SpSin1-3HA) bzw. 75 mg (Ko-
Immunprézipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prézipitationen
erfolgten mit 20 pl IgG-beads bzw. 1 ul anti-HA (30 min) und 20 pl
SpSte20 Expression Protein G-Sepharose bei 4°C Uber Nacht. In anschlieRenden Western
Blot-Analysen wurden als erster Antikdrper anti-protein A (1:10.000)
bzw. anti-HA (1:10.000) eingesetzt. Die Proteinbanden wurden
mittels Chemilumineszenz detektiert.

SpSinl-3HA
SpSte20-TAP
SpSinl-3HA
SpSte20-TAP

SpSinl Expression

SpSte20 Ko-Ip

e

5.1.2.13 Interaktion von SpSinl und SpWatl

Die Ko-lmmunprazipitationen erfolgten mit Stammen, die entweder sin1*-TAP, watl*-3HA
oder sinl*-TAP und watl1*-3HA exprimieren. Die Expressionskontrollen der beiden
Fusionsproteine sind in Abbildung 5.12 bei den jeweiligen Stdammen vorhanden. Das Signal
von SpSinl-TAP bei der Ko-Imunprézipitation deutet eine Interaktion von SpSinl1-TAP und
SpWatl-3HA an.
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SpSinl-TAP

SpSinl-TAP
SpWat1-3HA

l SpWat1-3HA

e

SpWat1 Expression

SpSinl Expression

SpSinl Ko-Ip

Abbildung 5.13: Ko-Immunprazipitation von SpSinl und SpWatl.
Rohextrakte der Zellen, die sin1*-TAP (SPGC15-2B), watl®-3HA
(SPGC7-1C) oder sinl*-TAP und watl™-3HA (SPGC16-2B)
exprimieren, wurden Immunprazipitationen unterzogen. Es wurden 1
mg (Expressionskontrollen SpSinl-TAP) bzw. 75 mg (Ko-
Immunprazipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prazipitationen
erfolgten mit 20 pl 1gG-beads bzw. 1 pl anti-HA (30 min) und 20 pl
Protein G-Sepharose bei 4°C lber Nacht. In anschlieenden Western
Blot-Analysen wurden als erster Antikdrper anti-protein A (1:10.000)
bzw.  anti-HA  (1:10.000) eingesetzt. Als  SpWatl-3HA
Expressionskontrollen sind 15ug Rohextrakte aufgetragen worden. Die
Proteinbanden wurden mittels Chemilumineszenz detektiert.

5.1.2.14 Interaktion von SpSte20 und SpWatl

Die Stamme, die entweder SpSte20-3HA, SpWatl-TAP oder beide Fusionsproteine

herstellen, wurden fur die Ko-Immunprazipitationen verwendet. In Abbildung 5.13 sind die

Kontrollen fiir die Produktion dieser Proteine gezeigt. Das Signal von SpSte20-3HA bei der

Ko-Immunprazipitation lasst auf eine Bindung von SpSte20-3HA an SpWat1-TAP schlielen.

SpWat1-TAP
SpSte20-3HA
SpWatl-TAP

’ SpSte20-3HA

L

SpSte20 Expression

SpWat1 Expression

SpSte20 Ko-Ip

Abbildung 5.14: Ko-Immunpréazipitation von SpSinl und
SpWatl. Rohextrakte der Zellen, die ste20*-3HA (SPGCS8-3A),
watl™-TAP (SPGC9-2C) oder ste20-3HA™-TAP und watl*-TAP
(SPGC11-1B) exprimieren, wurden Immunprazipitationen
unterzogen. Es wurden 2 mg (Expressionskontrollen SpSte20-3HA)
bzw. 7,5 mg (Ko-Immunprazipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die
Prézipitationen erfolgten mit 20 pl 1gG-beads bzw. 1 pl anti-HA (30
min) und 20 pl Protein G-Sepharose bei 4°C dber Nacht. In
anschlieBenden Western Blot-Analysen wurden als erster Antikdrper
anti-protein A (1:10.000) bzw. anti-HA (1:10.000) eingesetzt. Als
SpWatl-TAP Expressionskontrollen sind 10 pg Rohextrakte
aufgetragen  worden. Die  Proteinbanden  wurden  mittels
Chemilumineszenz detektiert.

5.1.2.15 Keine Interaktion von SpTorl und Sp Mipl

Es wurden Ko-Immunprézipitationen mit Stimmen durchgefihrt, die entweder Sp3HA-Tor1,
SpMipl-TAP oder Sp3HA-Torl und SpMipl-TAP produzieren. Die Kontrollen, dass diese

Fusionsproteine jeweils produziert werden, sind in Abbildung 5.15 zu sehen. Da Sp3HA-Torl

nicht ko-immunprazipitiert werden konnte, handelt es sich bei den untersuchten Proteinen

nicht um Interaktionspartner.
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Abbildung 5.15: Keine Ko-Immunprazipitation von SpTorl und
SpMipl. Rohextrakte der Zellen, die 3HA-torl® (SPGC34-1B),
mip11™-TAP (SPGC2-3A) oder 3HA-torl*-TAP und mipl™-TAP
(SPGC31-7A) exprimieren, wurden Immunprazipitationen
unterzogen. Es wurden 1mg (Expressionskontrollen SpMipl-TAP),
7,5 mg (Expressionskontrollen Sp3HA-Torl) bzw. 15 mg (Ko-
SpMip1 Expression Immunprézipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prézipitationen
erfolgten mit 20ul 1gG-beads bzw. 3 pl anti-HA (30 min) und 30 pl
. # | SpTorl Expression Protein G-Sepharose bei 4°C Uber Nacht. In anschlieenden Western
Blot-Analysen wurden als erster Antikdrper anti-protein A (1:10.000)
bzw. anti-HA (1:2.000) eingesetzt. Die Proteinbanden wurden mittels
Chemilumineszenz detektiert.

Sp3HA-Torl
SpMip1-TAP
SP3HA-Torl

‘ SpMip1-TAP

SpTorl Ko-Ip

5.1.2.16 Existenz eines TOR-Komplex 2

Es konnten Interaktionen zwischen diesen Proteinen nachgewiesen werden: SpTorl und
SpSinl (Abbildung 5.9); SpTorl und SpSte20 (Abbildung 5.10); SpTorl und SpWatl
(Abbildung 5.11), SpSinl und SpSte20 (Abbildung 5.12); SpWatl und SpSinl (Abbildung
5.13) und SpWatl und SpSte20 (Abbildung 5.14). Bei den folgenden Proteinen handelt es
sich nicht um Interaktionspartner: SpTorl und SpMipl (Abbildung 5.15), SpMipl und
SpSte20 (Abbildung 5.6 ); SpMipl und SpSinl (Abbildung 5.7). Diese Daten sind in

Abbildung 5.16 schematisch dargestellt und weisen auf die Existenz eines TOR-Komplex 2
hin.

;
SpSinl SpWatl
SpSte20 SpWat1
SpTorl < . -
SpWatl
- SpSinl
- SpMipl
\ B soste20
Interaktion
- keine Interaktion

Abbildung 5.16: Zusammenfassung der Ko-Immunprazipitationen.
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5.1.3 Phanotyp von TOR-Komplex-Mutanten

Eine genetische Analyse der Mutanten, in denen die entsprechenden Gene der TOR-
Komplex-Proteine deletiert waren, sollten die biochemischen Untersuchungen ergénzen und

untermauern.

5.1.3.1 Phanotypen von TOR-Komplex 1 Deletionsmutanten

Da sowohl SpMipl, als auch SpTor2 essentielle Proteine sind, konnten keine Mutanten
hergestellt werden, in denen mipl® bzw. tor2” deletiert vorlagen (Shinozaki-Yabana et al.,
2000; Kawai et al., 2001; Weisman und Choder, 2001).

5.1.3.2 Phanotypen von TOR-Komplex 2 Deletionsmutanten

Es war bereits bekannt, dass SpTorl in S. pombe die Antwort auf bestimmte oxidative bzw.
osmotische Stressbedingungen vermittelt (Kawai et al., 2001; Weisman und Choder, 2001).
Inwieweit die anderen Mitglieder des TOR-Komplex 2 dabei auch eine Rolle spielen, sollte
im Folgenden untersucht werden. Es wurden Stamme verwendet, bei denen entweder torl™
sin1™ oder ste20™ deletiert waren. Ein Atsc1-Stamm und der Wildtyp wurden als Kontrollen
mitgefihrt. Bei den Tropftests wurden den Nahragarplatten verschiedene Substanzen
zugesetzt, die bestimmte Stressbedingungen flr S. pombe-Zellen darstellen. Durch die Zugabe
von H,O, wird in der Zelle oxidativer Stress ausgeldst, wahrend bestimmte Konzentrationen
CaCl,, NaCl und KCI osmotischem Stress ausldsen. Desweiteren wurde das Purin-Analogon
Koffein eingesetzt, dessen Wirkweise in S. pombe noch nicht vollstdndig geklart ist. Bislang
gibt es Hinweise darauf, dass durch Koffein bestimmte Kontrollpunkte (S-M; G2-M) des
Zellzyklus Ubergangen werden (Moser et al.,, 2000). Die Substanz Ethionin stellt ein
Aminoséureanalogon dar. Wahrend die Wirkung in S. pombe unbekannt ist, weily man, dass
es in S. cerevisiae bei der Translation anstelle von Methionin in die Proteine eingebaut wird
und so seine toxische Wirkung austbt (Sorsoli et al., 1964). Auf dieselbe Weise wirkt das
Arginin-Analogon Canavanin toxisch (Grenson et al., 1968). In Abbildung 5.17 sind die
Auswirkungen dieser Substanzen auf das Wachstum der Deletionsmutanten zu sehen. Es fallt
auf, dass die Zellen, denen ein funktionelles Mitglied des TOR- Komplex 2 fehlt, bereits auf
den Kontrollplatten (YE; EMM NH,CI; EMM Glutaminséure) deutlich schlechter wachsen
als der Wildtyp (972) oder die Atsc/-Mutante. Bei osmotischem Stress (0,4 M KCI; 0,2 M
NaCl; 0,02 M CaCly) wird der Phénotyp dieser Mutanten, besonders deutlich bei den CaCl,-
Platten, verstarkt. Ein geringfligig schlechteres Wachstum ist unter oxidativem Stress (1 mM
H,0,) oder bei Zugabe von 10 mM Koffein oder Ethionin (30 pg/ml) zu verzeichnen. Ein mit
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den Kontrollplatten vergleichbar gutes Wachstum kann bei 5 mM Koffein oder nach
Canavanin-Zugabe (70 pg/ml) beobachtet werden. Auffallig ist, dass die TOR-Komplex 2-
Mutanten bei allen gewéahlten Bedingungen jeweils einen &hnlichen Phanotyp zeigen. Daher
ist zu vermuten, dass die entsprechenden Proteine eine gleiche bzw. dhnliche Funktion in der

Zelle ausuben.

YE5S YES5S + YE5S +

1 MKC1 0,2 M NaCl

Atscl
Wt
Atorl
Aste20
Asinl

YE5S + YE5S + EMM Glu EMM Glu +
5 mM Koffein 10 mM Koffein 30 pg/ml Ethionin

Atscl
Wt
Atorl
Aste20
Asinl

EMM NH,C1 EMM NH,Cl+ EMM NH,Cl +
0,1 M CaCl, 70 ug/ml Canavanin

Atsel
Wt
Atorl
Aste20
Asinl

Abbildung 5.17: Phé&notypische Analysen von AtorI-, Aste20- und Asin1-Mutanten. Es wurden die Stdmme
Atscl (SPAD22), Wt (972), Atorl (SPAD93-T1A), Aste20 (SPADI1-T16) und 4sinl ( SPAD97-1A) untersucht.

5.1.4 Komplementationsanalysen von TOR-Komplex-Mitgliedern aus S.

cerevisiae und S. pombe

In Tabelle 5. 1 sind die homologen Proteine aus Saugern, S. cerevisiae und S. pombe
gegenubergestellt. Um die Konservierung der Mitglieder der TOR-Komplexe in S. pombe zu
untersuchen, wurden Komplementationstests durchgefiihrt. Dabei wurde getestet, ob ein
TOR-Komplex-Protein aus S. pombe in der Lage ist, den Phénotyp einer S. cerevisiae-

Mutante, in der das homologe Protein nicht mehr produziert wird, zu komplementieren.
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5.1.4.1 Keine Komplementation eines GAL1,,,m-KOG1-Stammes durch mipl” unter

reprimierenden Bedingungen

ScKOG1 ist essentiell fur das Wachstum der Zellen (Loewith et al., 2002). Es wurde
untersucht, ob ScKOGL1 aus S. cerevisiae durch SpMipl aus S. pombe funktionell ersetzt
werden kann. Dafur wurde ein S. cerevisiae Stamm verwendet, in dem die Expression von
KOGL1 unter der Kontrolle eines Galaktose-induzierten Promotors stand. Dieser wurde zum
Einen mit einem Plasmid transformiert, welches fur KOG1 kodiert (Positivkontrolle). Zum
Anderen wurde dieser Stamm mit dem Leervektor verwendet (Negativkontrolle). Um eine
maogliche Komplementation zu analysieren, wurde der Stamm ebenfalls mit einem Plasmid
transformiert, welches mipl® exprimiert. In Abbildung 5.18 zeigen sich sowohl bei den
Kontrollen als auch bei der Expression von mipl® auf YNB mit Galaktose als
Kohlenstoffquelle, also unter induzierenden Bedingungen, ein vergleichbar gutes Wachstum.
Wenn der GAL1-Promotor ausgeschaltet ist, kann durch die Expression von mipl® der
Wachstumsdefekt des verwendeten Stammes nicht aufgehoben werden. Somit liegt keine
Komplementation von eines GAL1yon-KOG1-Stammes durch mipl® vor. Ein &hnliches
Ergebnis wurde auch bei Tropftests erhalten, bei denen mipl® in einen ,,multicopy*-Vektor
vorlag.

GALL,  -KOGI

prom

YNB Gal leu- YNB Glc leu-

KOGI (s¢)
mipl™ (sc)

Leervektor (sc)

mipl* (mc)

Leervektor (mc)

Abbildung 5.18: Komplementationsstudie eines GAL1,,m-KOG1-Stammes durch mipl®. Der S. cerevisiae
Stamm, der GALly,,-KOG1 exprimiert (RL93a) wurde einem sc-Leervektor (YCplaclll), einem mc-
Leervektor (YEplacl12), einem sc-Plasmid, welches KOG1 exprimiert (pAN46), einem sc-Plasmid welches
mipl™ exprimiert (pGC3) oder einem mc-Plasmid, welches mip1* exprimiert (0GC19) transformiert.
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5.1.4.2 Keine Komplementation eines GAL1,,m-AVO1-Stammes durch sinl® unter

reprimierenden Bedingungen

Das Protein SpSinl aus S. pombe stellt das Homologon zu SCAVOL1 aus S. cerevisiae dar. Im
Folgenden wurde (berpriift, ob sinl® den Wachstumsdefekt eines Stammes, der kein
ScAVO1 produziert, komplementieren kann (Loewith et al., 2002). Es wurde ein Stamm
ausgewadhlt, bei dem die Expression von AVOL unter der Kontrolle eines GAL1-Promoters
stand. Dieser wurde mit dem Leervektor (Negativkontrolle) oder mit Plasmiden transformiert,
die entweder fir AVO1 (Positivkontrolle) oder sinl™ (zu testender Stamm) kodierten. Auf
Nahrmedium mit Galaktose wachsen alle verwendeten Stamme vergleichbar gut (Abbildung
5.19). In Abwesenheit von Galaktose zeigt sich bei der Expression von sinl® ein geringes
Wachstum. Auch ein Umklonieren von sinl® in einen ,,multicopy“-Vektor ergab nach
Transformation in GAL1,,m-AVO1-Zellen den gleichen Phanotyp. Demzufolge ist sinl™ hier
nicht in der Lage, den Wachstumsdefekt eines GALLlyom-AVO1-Stammes unter

reprimierenden Bedingungen aufzuheben.

GALL, -AVOl

prom

YNB Gal leu- YNB Glc leu

Leervektor (sc)

AVO1 (sc)

sinl* (sc)

sinl* (me)

Leervektor (mc)

Abbildung 5.19: Komplementationsstudie eines GAL1,,,-AVO1-Stammes durch sinl®. Der S. cerevisiae
Stamm, der GAL1,om-AVO1 exprimiert (RL23-1C) wurde einem sc-Leervektor (YCplaclll), einem mc-
Leervektor (YEplacl112), einem sc-Plasmid, welches AVO1 exprimiert (pGC15), einem sc-Plasmid welches
sin1™ exprimiert (pGC16) oder einem mc-Plasmid, welches sin1* exprimiert (0GC20) transformiert.

5.1.4.3 Keine Komplementation eines GAL1,,,m-AVO3-Stammes durch ste20" unter

reprimierenden Bedingungen

ScAVO3 ist ein essentielles Protein (Loewith et al., 2002). Ob SCAVO3 aus S. cerevisiae von
SpSte20 aus S. pombe ersetzt werden kann, wurde im Folgenden geklart. Aufgrund eines
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vorgeschalteten GAL1-Promotors findet in dem verwendeten Stamm eine EXxpression von
AVO3 nur in Anwesenheit von Galaktose statt. Fiir den Komnplementationstest wurde der
Stamm sowohl mit einem Leervektor (Negativkontrolle), als auch mit einem Vektor, der fir
AVO3 kodiert (Positivkontrolle) und mit einem Vektor, der die Zellen zur Expression von
ste20™ beféhigt, transformiert. Unter induzierten Bedingungen (YNB Galaktose) zeigen die
Stamme ein vergleichbar gutes Wachstum (Abbildung 5.20). Auf YNB Glukose zeigen die
Zellen, die ste20™ exprimieren, ein ahnlich schwaches Wachstum wie die Negativkontrolle.
Die Expression von ste20™ kann den Wachstumsdefekt eines GALLprom-AVO3-Stammes unter
reprimierenden Bedingungen daher nicht unterdriicken. Dieses Ergebnis zeigte sich auch,

wenn ste20™ auf einem ,,multicopy*-Vektor exprimiert wurde.

GALL,  -AVO3

prom

YNB Gal leu- YNB Glc leu-

Leervektor (sc)
AVO3 (sc)

ste20" (sc)

ste20" (mc)

Leervektor (mc)

7

Abbildung 5.20: Komplementationsstudie eines GAL1,,m-AVO3-Stammes durch ste20". Der S. cerevisiae
Stamm, der GALL,,o,-AVO3 exprimiert (SW53-1B) wurde einem sc-Leervektor (YCplacl1l), einem mc-
Leervektor (YEplacl112), einem sc-Plasmid, welches AVO3 exprimiert (pGC17), einem sc-Plasmid welches
ste20™ exprimiert (0GC18) oder einem mc-Plasmid, welches ste20™ exprimiert (pGC21) transformiert.

5.1.4.4 Komplementation eines GAL1p,om-LST8-Stammes durch watl® unter

reprimierenden Bedingungen

In S. cerevisiae ist SCLST8 ein essentielles Protein (Roberg et al., 1997). Um herauszufinden,
ob ScLST8 durch das S. pombe Homologe SpWatl ersetzt werden kann, wurde ein Stamm,
bei dem die Expression von LST8 durch Galaktose induziert wird, mit folgenden Plasmiden
transformiert: Es wurde ein Leervektor (Negativkontrolle), ein Plasmid, welches fir LST8
kodiert (Positivkontrolle) und ein Plasmid, welches watl® exprimiert, verwendet. War
Galaktose als Kohlenstoffquelle vorhanden, wiesen alle Stamme ein vergleichbar gutes

Wachstum auf (Abbildung 5.21A). Unter den GAL1-Promoter reprimierenden Bedingungen

83



Ergebnisse

(YNB Glukose) konnten die watl*-exprimierenden Zellen ebenso gut wie die Postivkontrolle
wachsen. Diese Beobachtungen weisen eine Komplementation des GAL1pon-LST8-Stammes
durch watl® nach. Um diese Beobachtung zu bestatigen, wurde ein weiterer Stamm
untersucht. Bei diesem Stamm ist LST8 deletiert und die Zellen bleiben durch die
extrachromosomale Expression von LST8 durch ein Plasmid lebensfahig. Dieses Plasmid
besitzt das Gen URA3, welches fir die Orotidin-5-phoshat-Decarboxylase kodiert. Somit sind
die Zellen, die dieses Plasmid tragen zur Pyrimidin-Synthese féhig. Ist allerdings 5°-
Fluororotsaure (FoA) im Medium vorhanden, wird dieses aufgenommen und durch diese
Decarboxylase in toxisches 5 -Fluorouracil umgewandelt. Auf diese Weise konnen die
Transformanten selektiert werden, die nicht mehr das Plasmid mit LST8 tragen, aber durch die
Aufnahme der Plasmide, die entweder LST8 (Postitivkontrolle) oder watl® exprimieren,
wachsen konnen. Letzteres ware nur der Fall, wenn die Expression von watl® den
Wachstumsdefekt durch die Ist8-Deletion aufheben konnte. Abbildung 5.21B zeigt ein
vergleichbares Wachstum von der Positivkontrolle und den watl*-exprimierenden Zellen.

Somit bestitigt diese Analyse eine Komplementation der A/st8-Mutanten durch wat1™.

A
GALI p,,om-LS 78
YNB Gal leu” YNB Glc leu
LST8 (sc)
watl™ (sc)
Leervektor (sc)
B

Alst8::KanMX6 pRS416:.LSTS

YNB Gle leu- YNB Gle leu” FoA
LST8 (sc) ' ©
watl* (sc) ) ®
Leervektor (sc) (=] [

Abbildung 5.21: Komplementationsstudie eines GAL1,qn-LST8-Stammes durch watl®. A: Der S. cerevisiae
Stamm, der GAL1,,,-LST8 exprimiert (RL57-2D) wurde einem sc-Leervektor (YCplac111), einem sc-Plasmid,
welches LST8 exprimiert (YCplac111::LST8) oder einem sc-Plasmid welches watl® exprimiert (pGC13)
transformiert. B: Es wurde ein S. cerevisiae Stamm verwendet, bei dem das Gen LST8 deletiert ist und ein
Plasmid tragt, welches LST8 exprimiert (AN160-1A: Alst8.::KanMX pRS416::LST8). Dieser wurde entweder mit
einem Leevektor (YCplac111), mit einem anderen sc-Plasmid, welches LST8 exprimiert (YCplac111:LST8) oder
mit einem sc-Plasmid, das wat1* exprimiert (pGC13) transformiert.
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5.2 Einfluss von Rapamycin auf den TOR-Signalweg in S. pombe

Es ist bekannt, dass Rapamycin das vegetative Wachstum von S. pombe nicht hemmt, wie es
in S. cerevisiae der Fall ist (Heitmann et al., 1991; Koltin et al., 1991; Weisman et al., 1997).
Jedoch werden in der Spalthefe die sexuelle Entwicklung und die SpTorl-abhéngige Leucin-
Aufnahme durch Rapamycin inhibiert (Weisman et al., 1997; Weisman et al., 2005). Um
mehr Gber die Wirkung von Rapamycin in S. pombe zu erfahren, wurden die folgenden

Untersuchungen vorgenommen.

5.2.1 Interaktion von SpFkh1 und SpTorl/2

Das Protein SpFkhl stellt das homologe Protein zu FKBP12 aus Saugern dar, welches mit
Rapamycin einen Komplex bildet, bevor dieser anschlieBend an die FRB-Doméne der TOR-
Proteine bindet (Helliwell et al., 1994; Chen et al., 1995; Choi et al., 1996). Es ist unklar, ob
Rapamycin auch in S. pombe als SpFkh1-Rapamycin-Komplex an die FRB-Doménen von
SpTorl und/oder SpTor2 bindet, da das vegetative Wachstum in diesem Organismus nicht
gehemmt wird (Weisman et al., 1997). In einem Zwei-Hybrid-System wurde eine Interaktion
der FRB-Doméne von SpTorl und SpFkhl in Anwesenheit von Rapamycin beobachtet
(Weisman et al., 2005). In dieser Arbeit sollten mégliche Interaktionen von SpFkh1 und den

TOR-Proteinen in vivo mittels Ko-Immunpréazipitationen tberpruft werden.

5.2.1.1 Interaktion von SpFkh1 und SpTorl

Stamme, die fkh1*-TAP, 3HA-tor1™, oder fkh1*-TAP und tor1™-3HA exprimieren, wurden in
Vollmedium angezogen. Bei einer ODgyonm VOn 0,8 erfolgte die Zugabe von 100 ng/ml
Rapamycin fur 1h. In Abbildung 5.22 sind die Western Blots der Ko-Immunprézipitationen
dargestellt. Der linke Blot zeigt die Proben ohne Zugabe von Rapamycin-Zugabe, wahrend
der rechte Blot die Immunprazipitationen in Anwesenheit von Rapamycin darstellt. Die
Expressionskontrollen von SpFkhl und SpTorl sind jeweils vorhanden. Deutlich zu erkennen
ist ein Signal der Ko-Immunprazipitation in Anwesenheit von Rapamycin, wahrend in
Abwesenheit von Rapamycin kein ko-immunprazipitiertes SpTorl detektiert werden konnte.
Somit scheinen SpFkhl und Sp3HA-Torl nur in Anwesenheit von Rapamycin zu

interagieren.
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Abbildung 5.22: Ko-Immunprazipitation von SpFkh1l und SpTorl in Abhangigkeit von Rapamycin. Fir
eine Behandlung mit Rapamycin wurde den Zellen 100 ng/ml Rapamycin (geldst in 90 % Ethanol + 10 %
Tween) zugegeben. Bei den Zellen ohne Rapamycin-Behandlung erfolgte die Zugabe von 90 % Ethanol + 10 %.
Nach jeweils 1 h Inkubation wurden die Zellen geerntet. Rohextrakte der Zellen, die fkh1*-TAP (SPAD11-3B),
3HA-torl™ (SPGC34-1B) oder fkh11*-TAP und 3HA-torl® (SPGC39-1D) exprimieren, wurden
Immunprézipitationen unterzogen. Es wurden 15 mg (Expressionskontrollen Sp3HA-Torl und Ko-
Immunprézipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prézipitationen erfolgten mit 3 pl anti-HA (30 min) und 20
ul Protein G-Sepharose bei 4°C (2 h). Zur Kontrolle von SpFkh1-TAP wurden 3,4 pug Rohextrakt aufgetragen. In
anschlieBenden Western Blot-Analysen wurden als erster Antikorper anti-protein A (1:10.000) bzw. anti-HA
(1:2.000) eingesetzt. Proteinbanden wurden mittels Chemilumineszenz detektiert.

5.2.1.2 Interaktion von SpFkh1 und SpTor2

Die Ko-Immunprézipitation wurde mit einem Stamm durchgefiihrt, der fkh1*-13myc und
tor2*-3HA exprimierte. Die Zellen wurden bis zu einer ODgoonm VOn 0,8 in Minimalmedium —
EMM ohne Aminoséuren- (Abbildung 5.23 linker Western Blot ,,MM*) oder Vollmedium —
YESS+D- (Abbildung 5.23 rechter Western Blot ,,VM®) angezogen und 1 h in An- oder
Abwesenheit von Rapamycin inkubiert. Die Kontrollen fir die Produktion der
Fusionsproteine SpFkh1-13myc und SpTor2-3HA sind jeweils vorhanden. Ein, auf eine
Interaktion von SpFkhl und SpTor2 deutendes Signal, konnte nur in Anwesenheit von
Rapamycin detektiert werden. Dieses war sowohl fur die Kultur in VVollmedium, als auch in

Minimalmedium zu beobachten.
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Abbildung 5.23: Ko-Immunprézipitation von SpFkhl und SpTor2 in Abhéangigkeit von Rapamycin. Flr
eine Behandlung mit Rapamycin wurde den Zellen 100 ng/ml Rapamycin (gelést in 90 % Ethanol + 10 %
Tween) zugegeben. Bei den Zellen ohne Rapamycin-Behandlung erfolgte die Zugabe von 90 % Ethanol + 10 %.
Nach jeweils 1 h Inkubation wurden die Zellen geerntet. Rohextrakte der Zellen, die fkh11*-13myc und 3HA-
tor2® (SPGC37-1D) exprimieren, wurden Immunprézipitationen unterzogen. Es wurden 15mg
(Expressionskontrollen Sp3HA-Torl und Ko-Immunprazipitation) Gesamtprotein eingesetzt. Die Prézipitationen
erfolgten mit 3 pl anti-HA (30 min) und 20 pl Protein G-Sepharose bei 4°C (2 h). Zur Kontrolle von SpFkh1-
TAP wurden 3,4 pug Rohextrakt aufgetragen. In anschlieBenden Western Blot-Analysen wurden als erster
Antikorper anti-myc (1:10.000) bzw. anti-HA (1:2.000) eingesetzt. Proteinbanden wurden mittels
Chemilumineszenz detektiert.

MM: Minimalmedium; VM:Vollmedium

5.2.2 Phéanotypische Untersuchungen von TOR-Komplex 2-

Deletionsmutanten in Anwesenheit von Rapamycin

In Abbildung 5.24 sind Wachstumsanalysen von TOR-Komplex 2-Deletionsmutanten unter
verschiedenen Stressbedingungen in An- oder Abwesenheit von Rapamycin gezeigt. Als
Stamme wurden Atorl, Aste20 und A4sinl analysiert. Als Kontrollstimme dienten Atscl und
der Wildtyp. Ubereinstimmend mit vorherigen Publikationen wird das Wachstum von
S. pombe Wildtyp-Zellen durch die Zugabe von Rapamycin nicht beeintrachtigt (Weisman,
1997; Abbildung 5.24 YE5S/ YES5S + 100 ng/ml Rapamycin). Wie bereits in Abbildung 5. 17
zu sehen, sind die TOR-Komplex 2-Mutanten sensitiver als der Wildtyp gegenuber
bestimmten Stressbedingungen. Diese Mutanten weisen bei NaCl-Stress ein deutlich
schwécheres Wachstum auf, wenn Rapamycin im Medium vorhanden war. Das Wachstum
wurde ebenfalls geringfugig geschwacht, wenn Rapamycin und 1 mM H,0O, bzw. 5 mM oder
10 mM Koffein zugegeben wurden. Ein Wachstumsdefekt zeigt sich bei Minimalmedium mit
Glutaminséure durch die Zugabe von Rapamycin (EMM Glu + Rapamycin). Bei

Minimalmedium mit Ammoniumchlorid ist hingegen ein nahezu vergleichbar gutes

87



Ergebnisse

Wachstum wie bei der Platte ohne Rapamycin zu beobachten (EMM NH,CI + Rapamycin).
Das Wachstum wird durch die Zugabe von Canavanin oder Ethionin und Rapamycin kaum
vermindert. Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass TOR-Komplex 2 Mutanten Rapamycin-
sensitiv sind. Der dabei beobachtete Wachstumsdefekt wurde durch bestimmte, vor allem

osmotische, Stressbedingungen verstarkt.
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Abbildung 5.24: Phénotypische Analysen von AtorI-, Aste20- und Asin1-Mutanten. Es wurden die Stdmme
Atscl (SPAD22), Wit (972), Atorl (SPAD93-T1A), 4ste20 (SPAD91-T16) und 4sinl (SPAD97-1A) untersucht.
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5.2.3 Rapamycin-Sensitivitat bei der Uberexpression von torl” und tor2”

Um die Funktion von SpTorl und SpTor2 weiter zu analysieren, wurde ein Stamm
hergestellt, in dem der natiirliche Promotor von tor1™ durch den nmt1-Promotor ersetzt wurde.
Dieser ermdglicht zum Einen eine gezielte Induktion der torl™ Expression und zum Anderen
eine Uberexpression dieses Gens. Desweiteren wurde ein Stamm verwendet, der in der Lage
war, tor2” zu Uberexprimieren. Um die Auswirkungen einer solchen Uberexpression von
torl™ und tor2™ zu untersuchen, wurde der Phanotyp durch Tropftests untersucht (Abbildung
5.25). Zusétzlich wurden neben dem Wildtyp auch eine Atori-Deletiosnmutante und eine
temperatursensitive tor2-Mutante verwendet. Wie bereits beschrieben, ist der Atori-Stamm
sensitiv gegenuiber bestimmten Stressbedingungen, wie z. B. bei KCI oder H,0,-Zugabe
(Kawai et al., 2001; Weisman und Choder, 2001, diese Arbeit: Abbildung 5.17). Dies wird
durch die Zugabe von Rapamycin zum Teil verstarkt (Abbildung 5.25), wie in Anwesenheit
von KCI, NaCl, CaCl, oder H,0, -unabh&ngig von der Thiaminkonzentration- zu beobachten
ist. Ist Thiamin im Medium vorhanden, und somit der nmtl-Promoter nicht angeschaltet,
wachst der nmt1-3HA-tor1*-Stamm vergleichbar mit dem Wildtyp. In Abwesenheit von
Thiamin wurde torl™ iiberexprimiert, was zu einem schlechteren Wachstum der Zellen fiihrte.
Dieses verlangsamte Wachstum wurde durch die Zugabe von 100 ng/ml Rapamycin deutlich
verstarkt. Es war kein Unterschied zwischen den Kontrollplatten (EMM NH,CI; EMM
Glutaminséure) und den gewéhlten Stressbedingungen (ImM H,0O,, 0,4 M KCI; 0,2M NacCli;
0,02 M CaCl,) festzustellen. Somit scheint sich dieser Phéanotyp auf das generelle
Wachstumsverhalten zu beschranken. Betrachtet man den Phanotyp von nmtl-tor2” ist
festzustellen, dass sich unter nahezu allen Bedingungen kein signifikanter Unterschied
zwischen induzierter und nicht-induzierter Expression oder An- und Abwesenheit zeigt.
Lediglich bei Canavanin-Zugabe ist die bereits publizierte Resistenz gegeniiber Canavanin
(70 pg/ml) zu erkennen (Weisman et al., 2007). Deutlich zu sehen ist die Rapamycin-
Hypersensitivitat des tor2-ts Stammes (Hayashi et al., 2007). In Abbildung 5.25 sind Platten
mit 0 mg/l und 5 mg/l Thiamin dargestellt. Es wurden jeweils auch Platten mit 2 mg/l getestet
(Daten nicht gezeigt). Wahrend sich sowohl bei den Kontrollstammen als auch bei dem nmt1-
tor2*-Stamm der Phanotyp nicht von dem bei den anderen Thiaminkonzentrationen
unterschied, zeigte sich bei nmtl-torl™ ein intermediarer Phanotyp zwischen nicht-
induziertem Zustand und Uberexpression (Daten nicht gezeigt). Dabei war ein besseres
Wachstum als bei 0 mg/l Thiamin, jedoch ein schlechteres Wachstum als bei 5 mg/l Thiamin
zu beobachten. Zusammenfassend lasst sich somit ein Rapamycin-sensitiver Phénotyp bei

einer tor1*-Uberexpression festhalten.

90



Ergebnisse

Expressionslevel

Atorl
nmtl-torl
Wt
nmtl-tor2

tor2-ts

Atorl
nmtl-torl
wt
nmtl-tor2

tor2-ts

Atorl
nmtl-torl
wt
nmtl-tor2

tor2-ts

Atorl
nmtl-torl
wt
nmtl-tor2

tor2-ts

Atorl
nmtl-torl
Wt
nmtl-tor2

tor2-ts

hoch

EMM NH,Cl1 +

0,4M KCl

EMM NH,Cl +

0,2 M NaCl
0 mg/l Thiamin

EMM NH,C1 +
0,02 M CaCl,
0 mg/l Thiamin

EMM NH,CI +
0,4M KCl

EMM NH,Cl +

EMM NH,C1 +

EMM NH,C1+

0,4MKCl
0 mg/l Thiamin

EMM NH,Cl +
0.2 M NaCl

0 mg/l Thiamin
100 ng/ml Rap

EMM NH,Cl +
0,02 M CaCl,

0 mg/l Thiamin
100 ng/ml Rap

niedrig

EMM NH,Cl +
5 mg/1 Thiamin
100 ng/ml Rap

EMM NH,Cl +
04MKCl

5 mg/l Thiamin
100 ng/ml Rap

EMM NH,Cl +
0,02 M CaCl,

5 mg/1 Thiamin
100 ng/ml Rap

Abbildung 5.25: Phanotypische Analysen von Zellen, die torl® und tor2” tiberexprimieren. Es wurden die
Stamme Atorl (SPAD93-T1A), nmt1-3HA-torl™ (SPGC52-1A), Wt (972), nmt1-3HA-tor2™ (S2015) und tor2-ts
(SPKS68) verwendet. Die Platten wurden bei Raumtemperatur inkubiert.
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5.3 Einfluss von Rapamycin auf das TOR-Komplex 2-Zielprotein
SpGad8

SpGad8 ist ein Effektorprotein von SpTorl, und wird durch SpTorl an an S546 und S527
phosphoryliert. Diese Phosphorylierungen sind, neben der Phosphorylierung durch SpKsgl an
T387, essentiell fir die Aktivitdt von SpGad8 (Matsuo et al., 2003). Durch die beobachtete
Interaktion von SpFkh1 und SpTorl in Anwesenheit von Rapamycin (Abbildung 5.22), stellt
sich die Frage, ob Rapamycin bestimmte SpTorl-Funktionen, wie z.B. die Phosphorylierung
von SpGad8, beeinflusst. Daher sollte im Folgenden geklart werden, ob die Anwesenheit von

Rapamycin den Phosphorylierungsstatus von SpGad8 verandert.

5.3.1 Phosphorylierungsstatus von SpGad8 in Abhangigkeit von

Rapamycin

Im Folgenden wurde der Phosphorylierungsstatus von SpGad8 in Abhangigkeit von

Rapamycin untersucht.

5.3.1.1 Nachweis der Phosphorylierung von SpGad8 durch Phospho-Serin-spezifische
Antikorper

Es wurden Zellen, die gad8*-TAP exprimieren, wie in Kapitel 4.3.30 beschrieben, behandelt.
In einem Western Blot wurde das Phosphorylierungslevel von SpGad8, zu verschiedenen
Zeitpunkten vor (To) bzw. nach Rapamycin-Zugabe (T1s bis Tiz0), durch Verwendung eines
anti-phospho-Serin-Antikorpers, nachgewiesen (Abbildung 5.26). Es zeigte sich kein
Unterschied in der Intensitit der Banden und somit kein verdnderter

Phosphorylierungszustand von SpGad8 zu den verschiedenen Zeitpunkten.
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95kDa —
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95kDa —

— M - Phosphoryliertes SpGad8-TAP
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Abbildung 5.26: Der Phosphorylierungsstatus von SpGad8 nach Rapamycin-Behandlung. Zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Zugabe von 100 ng/ml Rapamycin wurden je 50 ml Zellkultur eines
Stammes, der gad8*-TAP exprimiert (SPAL44-2A), entnommen. Es wurden 1 mg Gesamtprotein zur
Immunprézpitation mit 1gG-beads eingesetzt. In Western-Blot-Analysen wurde das SpGad8-TAP sowohl durch
den anti- phospho- Serin-Antikdrper (1:2000), als auch anti-Protein A-Antikérper (1:10000) detektiert. Es wurde
mit dem ,,0Odyssey*“-System gearbeitet.

92



Ergebnisse

5.3.1.2 Nachweis der Phosphorylierung von SpGad8 durch ,,Low-crosslinker<-SDS-Gele

Hier wurden ebenfalls Zellen, die SpGad8-TAP produzierten, verwendet und wie unter
Kapitel 4.3.30 beschrieben, behandelt. Rohextrakte der Proben Ty bis Ty wurden auf ein
SDS-Gel aufgetragen, welches einen sehr niedrigen Vernetzungsgrad (Acrylamid:
Bisacrylamid 149:1) hatte. Dadurch sollte eine bessere Auftrennung der einzelnen
Phosphorylierungszustande von SpGad8 erreicht werden. In Abbildung 5.27 sind keine
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Rapamycin-Zugabe zu

erkennen.
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Abbildung 5.27: Der Phosphorylierungsstatus von SpGad8 nach Rapamycin-Behandlung. Zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Zugabe von 100 ng/ml Rapamycin wurden je 50 ml Zellkultur eines
Stammes, der gad8*-TAP exprimiert (SPAL44-2A), entnommen. Es wurden 4 pg Gesamtprotein auf ein SDS-
Gel mit einem Acrylamid: Bisacrylamid-Verhéltnis von 149:1 aufgetragen. In Western Blot-Analysen wurde als
erster Antikorper anti- Protein A (1:10000) eingesetzt. Es wurde mit dem,,Odyssey*““-System gearbeitet.

5.3.1.3 Nachweis der Phosphorylierung von SpGad8 durch ,,Phostag“-Gele

Eine andere Mdglichkeit, um eine Anderung des Phosphorylierungsstatus eines Proteins zu
erkennen, ist die Verwendung von ,,Phostag“-Gelen. Diese Mdglichkeit wurde im Rahmen
dieser Arbeit ebenfalls genutzt. Durch ein veréndertes Laufverhalten der Proteine kdnnte man
einen ,,Shift bei einer Anderung des Phosphorylierungszustandes beobachten. Fir diese
Untersuchungen wurde ebenfalls ein SpGad8-T AP-produzierender Stamm verwendet, der wie
in Kapitel 4.3.30 beschrieben behandelt wurde. Das ,,Phostag“-Gel in Abbildung 5.28 stellt
die verschiedenen Zeitpunkte, vor und nach Rapamycin-Behandlung dar. Auch hier ist keine
Veranderung des Phosphorylierungslevels von SpGad8 in Abhangigkeit von Rapamycin zu
sehen. Auch eine dreistlindige Inkubation mit Rapamycin zeigte kein anderes Ergebnis (Daten
nicht gezeigt). Ebenso wurden sowohl eine hthere Konzentration Rapamycin (200 ng/ml), als
auch verschiedene Konzentrationen der ,,Phostag”-Losung (30, 75 oder 100 pumol) getestet.
Auch unter diesen Bedingungen wurden keine Anderungen des Phosphorylierungslevels von
SpGad8 detektiert.
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Abbildung 5.28: Der Phosphorylierungsstatus von SpGad8 nach Rapamycin-Behandlung. Zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Zugabe von 100 ng/ml Rapamycin wurden je 50 ml Zellkultur eines
Stammes, der gad8™-TAP exprimiert (SPAL44-2A), entnommen. Es wurden 4 pg Gesamtprotein auf ein 7,5 %
50 pmol ,,Phostag-Gel*“ (Acrylamid: Bisacrylamid- Verhdltnis 29:1) aufgetragen. Das Protein SpGad8-TAP
wurde anschliefend mit anti-Protein A (1:10000) als erstem Antikorper detektiert. Es wurde mit dem ,,Odyssey*-
System gearbeitet.

5.3.2 Phéanotypische Untersuchungen von Agad8-Deletionsmutanten

Fir diese Untersuchungen wurden Agad8-Mutanten und als Kontrollen der Wildtyp und eine
Atorl-Mutante verwendet. Es wurde bereits publiziert, dass 4gad8 Mutanten einen dhnlichen
Phanotyp zeigen wie Atorl Mutanten (Matsuo et al., 2003). So zeigen sie ebenfalls eine
geringe Paarungseffizienz und Defekte des G1-Arrest bei Stickstoffmangel. Aufierdem sind
sowohl Atori- als auch Agad8-Mutanten sensitiv gegentiber Hitze oder KCI-Stress (Matsuo et
al., 2003). Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein ahnlicher Phdnotyp der beiden Mutanten unter
weiteren Stressbedingungen festgestellt. So zeigen diese jeweils ein deutlich geschwachtes
Wachstum bei der Zugabe von H,0,, CaCl,, Canavanin und Ethionin (Abbildung 5.29).
Dieser Wachstumsdefekt wurde durch die Zugabe von 100 ng/ml Rapamycin unter folgenden
Bedingungen weiter verstarkt: YE, EMM NH,CI, YE 3 mM H,0, und YE 0,02 M CacCl,.
Keine bzw. nur ein schwach verdndertes Wachstumsverhalten zeigte sich bei EMM
Glutaminséure-, EMM NH,CI +70 pg/ml Canavavin- und EMM Glutaminséure +30 pg/mi
Ethionin-Platten. Auf3er im Falle von 0,02 M CaCl, konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Kontrollplatten in Anwesenheit von Rapamycin und einer Stresssituation in
Anwesenheit von Rapamycin ausgemacht werden. Somit kann man eher von einem

generellen Wachstumsdefekt der Agad$8-Mutante bei der Zugabe von Rapamycin sprechen.
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YE YE YE +3 mM H,0, YE + 3 mM H,0,
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EMM NH,Cl EMM NH,(Cl EMM Glu EMM Glu
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Abbildung 5.29: Phénotyp der Agad8-Mutanten in Abhangigkeit von Rapamycin. Es wurden die Stdmme

Atorl (SPAD93-T1A), Wt (972) und 4gad8 (SPGC41) verwendet.
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5.4 lIst die Interaktion zwischen der leichten Kette des Clathrins
und der TOR-Komplex 2-Komponente SpSte20/ ScAvo3/
mRictor konserviert?

Mittels des Zwei-Hybrid-Systems wurde das SpClcl als neues Bindeprotein des TOR-

Komplex 2 Proteins SpSte20 identifiziert (Anja Lorberg, personliche Mitteilung). Das Protein

SpClcl stellt die leichte Kette des Clathrins dar und ist damit ein fundamentaler Bestandteil

der ,,clathrin-coated vesicles®, die bei der Endocytose eine bedeutende Rolle spielen (Roth et

al., 1969; Rothman und Fine, 1980; Kinnon und Owen, 1983; Lemansky et al., 1987). Die

Interaktion von SpClcl und SpSte20 wird durch die im SpSte20-Protein vorhandene HR1-

Doméne vermittelt. Eine mdgliche Interaktion von SpClcl und SpSte20 wirft verschiedene

Fragen auf. Zundchst ware es interessant zu Kkléren, ob diese Interaktion innerhalb von

Eukaryonten konserviert ist. Da es bislang ungeklart ist, wann und wie die TOR-Komplexe an

die Membran binden, sollte der Frage nachgegangen werden, ob eine Membranassoziation des

TOR-Komplex 2 moéglicherweise durch SpClcl vermittelt wird.

5.4.1 Interaktion von SCAVO3 und ScCLC1

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob eine Interaktion zwischen der leichten Kette des
Clathrins und der TOR-Komplex 2-Komponente SpSte20/ SCAVO3/ mRictor in Eukaryonten
konserviert ist. Ein Aminosdure-Sequenzvergleich der homologen Proteine — SpSte20,
ScAVO3 und mRictor sind dem Anhang 8.3 zu entnehmen. Dieser zeigt eine geringe
Aminosdure-Identitat dieser Proteine (MRICTOR-SpSte20: 16%; mRICTOR-ScAVO3: 15%);
SpSte20-ScAVO3: 24%), jedoch sind sowohl in den Hefen, als auch in Séugern bestimmte
Dominen konserviert (,,calcium binding site®, ,,calmodulin binding site*, ,,heptad repeat®),
die gemeinsame Funktionen dieser Proteine vermuten lassen (Brodsky et al., 1991). Die
,Heptad repeat” oder HR1-Doménen sind sowohl in S. pombe auch in S. cerevisiae und
Saugern jeweils am N-Terminus zu finden. Dort vermitteln HR1-Doménen oftmals die
Interaktion von Proteinen an RHO-GTPasen (Palmer et al., 1995; Shibata et al., 1996; Flynn
et al., 1998; Maesaki et al., 1999; Sayers et al., 2000). Hier sollte untersucht werden, ob die
homologen Proteine aus S. cerevisiae, die HR1-Doméne von SCAVO3 (entspricht SpSte20)
und ScCLC1 (entspricht SpClcl), ebenfalls aneinander binden. Dazu wurde die HR1-Domane
(von As 7 bis As 183) von ScCAVO3 mit der GAL4-AD fusioniert, wahrend ScCLC1 die
GAL4-BD angehéngt wird. Sollten diese Fusionsproteine interagieren, wirden auch die
GAL4-AD und -BD in rédumliche N&he zueinander geraten, somit einen funktionellen

Transkriptionsfaktor bilden und die Expression der, durch GAL4 regulierten, Reportergene

96



Ergebnisse

ermoglichen. Als Positivkontrolle wurde das SV40 T-Antigen und Murin p53 verwendet. Es
ist bekannt, dass diese beiden Proteine aneinander binden (Lane und Crawford, 1979; Linzer
und Levine, 1979). Als Negativkontrollen dienten sowohl die Leervektoren pGADT7 und
pGBKT7 als auch jeweils einer dieser beiden Vektoren als Leervektor zusammen mit einem
der beiden zu testenden Vektoren. Das in Abbildung 5.30 auf YNBD leu” trp” his™-Medium
und YNBD leu trp” ade’-Medium zu sehende Wachstum der Zellen, in denen die HR1-
Doméne von SCAVO3 an die Aktivierungsdomane und ScCLC1 an die Bindungsdomane des
Transkriptionsfaktors ScGAL4 fusioniert sind, weist auf eine Interaktion von ScHR1 des
AVO3-Proteins und ScCLC1 hin. Dabei wurden zwei unabhéngige Transformanden getestet,
die ein geringfligig unterschiedliches Wachstumsverhalten zeigten. Allerdings wachsen die
Zellen, in denen der Leervektor pPGADT?7 und das Plasmid, welches ScCCLC1 mit angehéngter
Bindedomaéne enthalt, vergleichbar auf YNBD leu’ trp™ his". +3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT)-
Medium. 3-AT ist ein kompetitiver Inhibitor des ScHIS3 Proteins. Da 3-AT eine geringe
Expression von HIS3 verhindert, wird ein Hintergrundwachstum unterdrickt. Figt man dem
Medium hier 5 mM 3-AT hinzu, ist das Wachstum der genannten Zellen (Leervektor
pGADT7 + ScCLC1 in pGBKT7) im Vergleich zu den beiden Transformanden, in denen
jeweils die HR1-Doméne von ScAVO3 an die Aktivierungsdomane und ScCLC1 an die
Bindedomane des Transkriptionsfaktors SCGAL4 fusioniert sind, abgeschwécht. Wird das
Wachstum auf YNBD leu trp” ade’-Platten untersucht, zeigt sich ein Unterschied zwischen
den Negativkontrollen und zu testenden Zellen. Aufgrund der durchgefiihrten Zwei-Hybrid-
Analysen scheint die Interaktion des Clathrin-Proteins und dem TOR-Komplex 2-Mitglied

innerhalb der beiden untersuchten Hefen S. cerevisiae und S. pombe konserviert zu sein.
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Gal4 Gald YNBD leu trp YNBD leu trp-his YNBD leu trphis- YNBD leu trp- ade
AD BD _ 5mM AT

Leervektor Leervektor
ScHR1 Leervektor

Leervektor ScCLCl1
ScHRI1 ScCLCl1

ScHR1 ScCLCl1

T antigen P53

Abbildung 5.30: Zwei-Hybrid-Analysen zur Interaktion von ScClcl und der HR1-Doméne von ScAVOS3.
Der S. cerevisiae Stamm AH109 (Genotyp: MATa trpl1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, Agal4 Agal80
LYS2::GALL1yas-GALLaTA-HIS3, MEL1 GAL2yas-GAL21a1a-ADE2, URAB::MELlUAS-MELlTATA-laCZ) wurde
jeweils mit den entsprechenden Plasmiden (pGADT7:Leervektor-enthélt die DNA-Sequenz, kodierend flr die
ScGAL4-Aktivierungsdomane, pGBKT7:Leervektor-enthélt die DNA-Sequenz, kodierend fiir die ScGAL4-
DNA-Bindedoméne, pGADT7-T-enthdlt DNA-Sequenzen, kodierend fir das grole T-Antigen die ScCGAL4-
Aktivierungsdoméne, pGBKT7-53-enthdlt DNA-Sequenzen, kodierend fir p53 und die ScGAL4-DNA-
Bindedomadne, pGC22-enthélt DNA-Sequenzen, kodierend fiir die HR1-Doméane von SCAVO3 und die SCGAL4-
Aktivierungsdoméne, pGC23-enthdlt DNA-Sequenzen, kodierend fiir ScCLC1 und die ScGAL4-DNA-
Bindedomane) transformiert und in YESS bis zu einer von ODggnm 0,6 - 0,8 kultiviert.

ScHR1: HR1-Doméne von ScAVO3; GAL4 AD: Aktivierungsdoméne des Transkriptionsfaktors ScGAL4;
GAL4 BD: Bindedoméne des Transkriptionsfaktors SCGAL4

5.4.2 Bedeutung der HR1-Domane fiir die Membranassoziation von
SpSte20

TOR-Komplexe sind sowohl in Sdugern als auch S. cerevisiae membranassoziiert (Cardenas
und Heitmann, 1995; Kunz et al., 2000; Wedamann et al., 2003; Drenan et al., 2004; Aronova
et al., 2007; Liu und Zheng, 2007; Sturgill et al., 2008; Berchthold und Walther, 2009). Eine
Membranassoziation der TOR-Komplexe in S. pombe ist bislang nicht bekannt, ebenso wenig
wie die Funktion von SpClcl. In Sdugern hingegen existieren einige Studien zu mCLC1. Das
Protein mCLCL1 entspricht der leichten Kette von Clathrin, wahrend mCHCL1 das Protein der
schweren Kette von Clathrin darstellt. Drei leichte und drei schwere Clathrin-Ketten bilden
Triskelion-Strukturen (Kirchhausen und Harrison, 1981; Ungewickell und Branton, 1981).
Mehrere solcher Triskelion-Strukturen bilden die Clathrin-Vesikel, die einem standigen Auf-
und Abbau unterliegen (Woodward und Roth, 1978; Keen et al., 1979; Schook et al., 1979;
Nandi et al., 1982; Blank und Brodsky, 1987). Diese Clathrin-Vesikel spielen eine
bedeutende Rolle bei der Endocytose und sind somit zeitweise an der Membran lokalisiert
(Rothman und Fine, 1980; Kinnon und Owen, 1983; Lemansky et al., 1987). In S. cerevisiae

ist eine Deletion von chcl™ lethal, wenn das Allel scd1-i (,,suppressor of clathrin deficiency
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1) vorhanden ist. Ein Stamm mit scdl-v Hintergrund bleibt bei einer chcl-Deletion
lebensféhig, zeigt jedoch Wachstumsdefekte (Lemmon und Jones, 1987; Payne et al., 1987;
Nelson und Lemmon, 1993). Zellen ohne funktionelles ScCLC1 zeigen einen &hnlichen
Phanotyp wie Achcl scdl-1 Mutanten. Sie sind lebensfahig, wachsen jedoch schlechter als der
Wildtyp. Aulerdem sind die rezeptorvermittelte Endocytose und die Reifung des
Paarungspheromons a-Faktor beeintrachtigt (Payne et al., 1987; Payne und Schekman, 1989).
Das Level von ScCHC1 ist in Aclcl Zellen erheblich verringert. Eine verstarkte Expression
von chcl™ in diesen Deletionsmutanten hebt die Defekte des Wachstums und der Reifung des
Paarungspheromons auf. Die Rolle von ScCLCL1 bei der Bildung der Clathrin-Vesikel in der
Endocytose kann jedoch nicht von ScCCHC1 iibernommen werden. Desweiteren wurde clc1*
als multicopy Suppressor von lethalen chcl-Deletionsstimmen identifiziert (Huang et al.,
1997).

Im Folgenden sollte ermittelt werden, ob die Interaktion von SpSte20 und SpClcl fur die
Lokalisation des TOR-Komplex 2 von Bedeutung ist. Dazu wurden Zellfraktionierungen
durch differentielle Zentrifugationsschritte vorgenommen. Abbildung 5.31 A stellt die
Fraktionierung des Stammes dar, der ste20™-3HA exprimiert. Somit konnte das entsprechende
Protein mittels anti-HA Antikorper in Western Blot-Analysen detektiert werden. Eine
deutliche Bande zeigt sich in der Spur, die die l6slichen Proteine aufweist (,,Ip hs-
Uberstand*), aber es ist auch ein deutlicher Anteil in der Fraktion der Membran- und
membranassoziierten Proteine vorhanden. Diese Beobachtung lasst darauf schlieBen, dass
SpSte20, als Bestandteil des TOR-Komplex 2 in S. pombe, zeitweise oder teilweise an der
Membran lokalisiert ist. Um zu untersuchen, ob fiir diese Assoziation moéglichweise eine
Bindung an SpClcl notwendig ist, wurde eine Zellfraktionierung mit einem Stamm, der
ste20™-3HA AHR1 exprimiert, durchgefiihrt. Bei fehlender HR1-Domane im SpSte20-Protein
ist im Zwei-Hybrid-System keine Interaktion mit SpClcl mehr nachzuweisen (persénliche
Mitteilung von Fr. Dr. Anja Lorberg). Eine Fraktionierung eines aus diesem Stamm
hergestelltem Rohextrakt sollte daher Aussagen tber die Bedeutung dieser Interaktion fir die
Membranassoziation von SpSte20 zulassen. In Abbildung 5.31 B zeigen die SpSte20AHR1-
3HA-Banden in den einzelnen Fraktionen vergleichbare Intensitdten, wie sie in der
differentiellen Zentrifugation von SpSte20-3HA zu sehen sind. Mdglicherweise spielen in
vivo neben der HR1-Doméne weitere Faktoren eine Rolle, die die Lokalisation von SpSte20
beeinflussen. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um Aussagen Uber die Rolle der

HR1-Domane von SpSte20 fiir dessen Membranassoziation zu treffen.
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A
P 1lsp 21sp IPhsp  IPhs-
Rohextrakt Uberstand
170kDa — 8 o —
130 kDa —t
B
P llsp 2I1lsp IPhsp IPhs-
Rohextrakt Uberstand
170 kDa — -
-— -
130 kDa —

Abbildung 5.31: Bedeutung der HR1-Doméne des SpSte20-Proteins fir die Membranassoziation von
SpSte20.

A: Differentielle Zentrifugation des Stammes, welcher ste20*-3HA exprimiert (SPGC8-3A). Es wurden
Rohextrakte hergestellt. Fir die Immunprézipitation des Rohextraktes wurden 2 mg Gesamtprotein eingesetzt.
Far die differentielle Zentrifugation wurde mit 2 mg Gesamtprotein weitergearbeitet. Das erste ,low speed
pellet (1.1sp) wurde durch 5 min, 8.000 x g, 4°C erhalten. Der Uberstand wird 5min bei 12.000 x g, 4°C
zentrifugiert, woraus das zweite low speed pellet® (2.1sp) resultiert. Der Uberstand wird einer
Ultrazentrifugation unterzogen (1 h, 70.000 rpm, 4°C). Sowohl das Pellet (hsp), als auch der Uberstand (hs-
Uberstand) werden einer Immunprézipitation unterzogen. Alle Prézipitationen erfolgten mit 1 pl anti-HA (30
min) und 20 ul Protein G-Sepharose bei 4°C tber Nacht. In anschlieBenden Western Blot-Analysen wurden als
erster Antikdrper anti-HA (1:10.000) eingesetzt. Es wurde mit dem ,,Odyssey*-System gearbeitet.

B: Differentielle Zentrifugation des Stammes, welcher ste20™-3HA AHRI exprimiert (SPAD99). Die
Durchfiihrung erfolgte, wie unter ,,A* beschrieben.
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6 Diskussion

6.1 Konservierung der TOR-Komplexe
6.1.1 Existenz von homologen Proteinen der TOR-Komplex-Mitglieder

Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass sowohl in Sdugern, als auch in S. cerevisiae
TOR-Komplexe existieren (Hara et al., 2002; Kim et al., 2002; Loewith et al., 2002; Kim et
al., 2003; Wedamann et al., 2003). In Dictyostelium discoideum wurden neben den
homologen Proteinen des TOR-Komplex 2 (Chen et al., 1997; Lee et al., 1999) auch die
Zusammensetzung eines TOR-Komplex 2 postuliert (Lee et al., 2005).

Zu diesem Zeitpunkt gab es Studien, die sich mit dem TOR-Weg in S. pombe befasst haben,
die jedoch keinen Aufschluss tber die Existenz von TOR-Komplexen gaben. In Anhang 8.1
sind Sequenzvergleiche zwischen den TOR-Komplex-Mitgliedern aus S&ugern und S.
cerevisiae und den homologen Proteinen aus S. pombe dargestellt. Die relativ geringe
Sequenzahnlichkeit zwischen Sduger- und S. pombe-Homologen ist fiir einen Vergleich dieser
beiden Spezies nicht ungewdhnlich. Betrachtet man jedoch die Domanenstruktur der mTOR-
Komplex-Mitglieder mit der der homologen Proteine aus S. pombe, lasst dies auf konservierte
Proteine schlieen. So haben alle TOR-Proteine aus Eukaryonten die in Abbildung 3.1
gezeigte Domanenstruktur gemeinsam. Aber auch bei den homologen Proteinen mMRAPTOR
und SpMipl z. B. zeigt das Vorhandensein der RNC (,,RAPTOR-N-terminal-conserved*)-
Doméne und der ,,WD40-repeats” in beiden Proteinen eine Konservierung an (Shinozaki-
Yabana et al., 2000; Yang und Guan, 2007). Auch von den funf, in mSIN1 vorhandenen,
SCD (,,Sin1-conserved-domains®)-Domanen ist mindestens eine in den homologen Proteinen

anderer eukaryontischer Organsimen zu finden (Wang und Roberts, 2005).
6.1.2 Existenz von TOR-Komplexen

6.1.2.1 Existenz von TOR-Komplexen in S. pombe

Die in Kapitel 5.1.2 beschriebenen Ko-Immunprazipitationen wurden mit Stdmmen
durchgefihrt, bei denen die Produktion der jeweiligen Fusionsproteine unter der Kontrolle der
natrlichen Promotoren stand. Es wurden Interaktionen zwischen folgenden Proteinen
nachgewiesen: SpTor2 und SpMipl (Abbildung 5.1), SpTor2 und SpWatl (Abbildung 5.2),
SpMipl und SpWatl (Abbildung 5.3), SpTorl und SpSinl (Abbildung 5.9), SpTorl und
SpSte20 (Abbildung 5.10), SpTorl und SpWatl (Abbildung 5.11), SpSinl und SpSte20

101



Diskussion

(Abbildung 5.12), SpWatl und SpSinl (Abbildung 5.13) und SpWatl und SpSte20
(Abbildung 5.14). Keine Interaktionen waren zu sehen zwischen den Proteinen: SpTor2 und
SpSte20 (Abbildung 5.4), SpSinl und SpTor2 (Abbildung 5.5), SpMipl und SpSte20
(Abbildung 5.6 ), SpMipl und SpSinl (Abbildung 5.7) und SpTorl und SpMipl (Abbildung
5.15). Diese Daten bestatigen die Existenz von zwei TOR-Komplexen in S. pombe, die
demnach folgendermaRen aufgebaut sind. Der TOR-Komplex 1 setzt sich aus SpTor2,
SpMipl und SpWatl zusammen (Abbildung 6.1). Die Mitglieder des TOR-Komplex 2 heif3en
SpTorl, SpSte20, SpSinl und SpWatl (Abbildung 6.1).

TOR-Komplex 1 TOR-Komplex 2

Abbildung 6. 1: Zusammensetzung der TOR-Komplexe in S. pombe gemaR der, in dieser Arbeit
vorgestellten, Daten.

Parallel zu den hier durchgefihrten Studien, sind mittlerweile einige Daten anderer
Arbeitsgruppen veroffentlicht worden. Studien von Alvarez und Moreno (2006) bestétigen die
in dieser Arbeit beobachtete Zusammensetzung der TOR-Komplexe. Allerdings wurden hier
lediglich Interkationen zwischen SpTorl und SpMipl, SpSte20 oder SpWatl und SpTor2 und
SpMipl, SpSte20 und SpWatl festgestellt. Ob SpSinl ebenfalls ein Mitglied eines der beiden
TOR-Komplex-Mitglieder ist, wurde in dieser Studie nicht untersucht. AuBerdem wurden, im
Gegensatz zu dieser Arbeit, keine Ko-lmmunprézipitationen zwischen den einzelnen
Mitgliedern (z. B. SpSte20 und SpSinl oder SpSte20 und SpMipl) durchgefuhrt, um
Subkomplexe auszuschlief3en.

Die Interaktionspartner von SpTorl wurden ebenfalls in der Arbeitsgruppe von Yamamoto
analyiert (Matsuo et al., 2007). Dabei wurden die Gene mipl®, sinl*, ste20” und watl®
inklusive der DNA-Sequenzen fur eine 3HA- oder 13MY C-Fusion unter dem jeweils nativen
Promotor exprimiert. Die beiden Fusionsproteine SpTorl-Flag und SpTor2-Flag hingegen
wurden extrachromosomal mittels eines nmt41-Promotors produziert. Dieser Promotor wird
durch die Zugabe von Thiamin reprimiert, wahrend ohne Thiamin eine moderate Expression
der Gene erfolgt. So wurden Interaktionen zwischen SpTor2 und SpMipl, SpTorl und
SpSinl, SpTor2 und SpSinl, SpTorl und SpSte20, SpTor2 und SpSte20, SpTorl und SpWatl
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und SpTor2 und SpWatl beobachtet. Den Daten nach Matsuo et al. zufolge setzt sich der
TOR-Komplex 1 aus SpTor2, SpMipl und SpWatl zusammen, wéahrend der TOR-Komplex 2
aus SpTorl und/oder SpTor2, SpSinl, SpSte20 und SpWatl besteht (Abbildung 6.2). Ko-
Immunprazipitationen bezlglich moglicher Subkomplexe wurden auch hier nicht
durchgefuhrt. Die hier, im Gegensatz zu unseren Daten, aufgefiihrte Beteiligung von SpTor 2
am TOR-Komplex 2 ist moglicherweise als Artefakt auf eine Uberproduktion von SpTor2

zurlckzufihren.

TOR-Komplex 1 TOR-Komplex 2

Abbildung 6 2: Zusammensetzung der TOR-Komplexe in S. pombe nach Matsuo et al., 2007.

Eine weitere Publikation beschéftigte sich ebenfalls mit den Bindepartnern von SpTorl und
SpTor2 in S. pombe. Hayashi et al. (2007) produzierten SpFLAG-Torl bzw. SpFLAG-Tor2
unter der Kontrolle des nativen Promotors. Die nach der Reinigung von SpTorl bzw. SpTor2
assoziierten Proteine waren als Banden in einem Coomassie-Gel sichtbar und wurden
anschlielend massenspektroskopisch untersucht. Hierbei ergaben sich fir SpTorl folgende
Interaktiopnspartner: SpSinl, SpSte20, SpWatl, SpCC777.08c, SpCC622.13c, SpOrb5 und
SpTel2. Mit SpTor2 wurden ko-immunprazipitiert: SpMipl, SpWatl, SpBP18G5.03,
SpCC162.12, SpCC622.13c, SpOrb5 und SpTel2. Die Interaktion von SpTel2 und SpTorl
und SpTel2 und SpTor2 wurde hier durch Ko-Immunprézipitationen mit SpFLAG-
Torl/SpFLAG-Tor2 und SpTel2-myc bestétigt. Ein hier neu identifizierter Bindepartner von
SpTorl ist SpCC777.08c, welches homolog zu ScBit61 aus S. cerevisiae ist. ScBit61 ist
ebenfalls ein Mitglied des TOR-Komplex 2 (Reinke et al., 2004). SpCC622.13c ist in beiden
TOR-Komplexen vorhanden und interagiert auch mit SpTel2 und wird daher auch als SpTti 1
(Tel Two interacting protein 1) bezeichnet. SpTtil ist konserviert, homologe Proteine in
Saugern (mKIAA0406) und S. cerevisiae (ScYkl033w) sind bekannt. Ebenfalls in beiden
Komplexen finden sich SpOrb2 und SpTel2. SpOrb5 ist ein essentielles Protein, welches zu

den Casein-Kinasen zahlt (Snell und Nurse 1994). Auch SpTel2 ist essentiell. Gebunden an
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SpTtil interagiert es, neben SpTorl und SpTor2, auch mit weiteren PI3K-verwandten
Kinasen. So interagiert SpTel2 z. B. mit SpTral und SpTra2, welche die Transkription
regulieren (Hayashi et al., 2007; Kanoh und Yanagida, 2007). AuRerdem wurde SpTel2 eine
Rolle bei der Replikationskontrolle und bei der Antwort auf DNA-Schaden DNA zugeordnet,
welche moglicherweise tber die Interaktion mit SpRad3 und SpTell vermittelt wird (Zhao et
al., 2003; Shikata et al., 2007). SpBP18G5.03 wurde SpTocl (,,Tor complex 1) genannt,
wobei lediglich ein Homolog im Genom von Schizosaccharomyces japonicus
(,, Schizosaccharomyces japonicus Sequencing project™) identifiziert ist. Das Protein
SpCC162.12 entspricht dem TOR-Komplex 1-Mitglied ScTco89 in S. cerevisiae (Reinke et
al., 2004). In Abbildung 6.3 ist die Zusammensetzung der TOR-Komplexe nach Hayashi et
al. (2007) dargestellt. Inwieweit SpOrb5 und SpTti spezifische TOR-Komplex-Mitglieder
darstellen, ist noch unklar.

TOR-Komplex 1 TOR-Komplex 2

Abbildung 6 3: Zusammensetzung der TOR-Komplexe in S. pombe nach Hayashi et al., 2007.

Neueste Studien deuten an, dass SpTorl ebenfalls ein Mitglied des TOR-Komplex 1 ist
(Hartmuth und Petersen, 2009). Weder die Ergebnisse dieser Arbeit, noch die Daten von
Matsuo et al. (2007) bzw. Hayashi et al. (2007) wiesen auf SpTorl als TOR-Komplex 1
Mitglied hin. Dieses ist damit zu erklaren, dass die Interaktion von SpTorl und SpWatl in
Minimalmedium detektiert wurde (Hartmuth und Petersen, 2009). Die in dieser Arbeit
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vorgestellten Interaktionen hingegen wurden jeweils in Vollmedium und mit einer Zellkultur
in der exponentiellen Wachstumsphase durchgefuihrt. Somit deuten die neuesten Erkenntnisse
alternative TOR-Komplex 1-Zusammensetzungen abhangig von der Né&hrstoffverfligbarkeit
hin. Dieses ist nicht verwunderlich, da die Funktionen der TOR-Proteine durch die
Nahrstoffbedingungen beeinflusst werden. In diesem Fall vermittelt SpTorl, als Teil des
TOR-Komplex 1, den Eintritt in die Mitose unter Nahrstoffmangel. Zusammenfassend wird
hier die Zusammensetzung eines TOR-Komplex 1A in Vollmedium aus SpTor2, SpMipl und
SpWatl und eines TOR-Komplex 1B in Minimalmedium aus SpTorl, SpMipl und SpWatl
vorgeschlagen (Hartmuth und Petersen, 2009; Abbildung 6.4).

TOR-Komplex 1A TOR-Komplex 1B
in Vollmedium in Minimalmedium

@ SpTorl

Abbildung 6. 4: Zusammensetzung des TOR-Komplex 1 in S.pombe abhangig von der
Nahrstoffverfiigbarkeit. Nach Hartmuth und Petersen, 2009.

Die hier beschriebenen Daten weisen alle auf die Existenz von zwei TOR-Komplexen in
S. pombe hin. Die TOR-Komplexe in Sdugern und S. cerevisiae wurden in der Einleitung
(3.2; 3.3) beschrieben. AuBerdem wurde z. B. in dem Schleimpilz Dictyostelium discoideum
ein TOR-Komplex 2 nachgewiesen, der aus DdLst8 (Homolog zu SpWatl), DdRip3
(Homolog zu SpSinl) und DdPia (Homolog zu SpSte20) besteht. Es existiert kein
MRAPTOR/ScKOG1/SpMipl-Homolog. In D. discoideum wird mdglicherweise ein TOR-
Komplex 1 aus anderen Proteinen gebildet (Lee et al., 2005). Auch in Chlamydomonas

wurden bereits TOR-Komplexe nachgewiesen (Dias-Troya et al., 2008).

6.1.3 Phanotyp von TOR-Komplex-Mutanten

In Abbildung 5.17 sind die Phanotypen von Atorl-, Aste20- und Asinl-Mutanten zu sehen. Es
war bereits postuliert, dass Aforl-Mutanten sensitiv gegenlber Kélte-, Hitze-, osmotischem
oder oxidativem Stress sind (Kawai et al., 2001; Weisman und Choder, 2001). Diese

Sensitivitdt gegenuber osmotischem Stress zeigte sich hier auch bei Aste20- und Asinl-
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Mutanten. Die Zugabe von 0,4 M KCI bzw. 0,2 M NaCl fihrte aufgrund des osmotischen
Drucks zu einem Wasserverlust der Zelle. Calciumionen (hier: 0,02 M CaCl,) bewirken eine
veranderte Permeabilitdt der Zellmembran, welches wiederum eine Stérung des
Wasserhaushaltes der Zelle verursacht. Ohne geeignete Anpassungsmechanismen werden in
Hefezellen aufgrund des Wasserverlusts sowohl Stoffwechselwege als auch der Transport und
die Synthese von Proteinen und letztendlich das Wachstum gehemmt (Ruis und Schiiller,
1995; Varela et al., 1995; Gustin et al., 1998; Mager und Siderius, 2002; Wojda et al., 2003).
Auch bei oxidativem Stress, hier 1 mM H;0,, ist ein schlechteres Wachstum der Aste20- und
Asinl-Mutanten zu erkennen. Falls die Zelle nicht in der Lage ist, auf diese Bedingungen zu
antworten, l6sen hohe Konzentrationen an Wasserstoffperoxid, neben anderen ROS (,,reactive
oxygen species), Apoptose in eukaryontischen Zellen aus (Hockenbery et al., 1993; Kane et
al., 1993; Ghibelli et al., 1995; Greenlund et al., 1995; Slater et al., 1995; Madeo et al.,
1999). Wahrend bei 5 mM Koffein keine Anderung des Wachstumsverhaltens der Atorl-,
Aste20- und Asinl-Mutanten im Vergleich zu der YE5S-Kontrollplatte zu beobachten ist, wird
das Wachstum durch die Zugabe von 10 mM Koffein geschwacht. Koffein (bt seine Wirkung
uber den Zellzyklus aus, wobei bestimmte Kontrollpunkte der einzelnen Phasen ubergangen
werden (S-M; G2-M) (Moser et al., 2000). Ebenso wachsen die hier getesteten Mutanten
geringfiigig schlechter, wenn dem Medium 30 pg/ml Ethionin zugegeben wurde. In
S. cerevisiae ist bekannt, dass es seine toxische Wirkung als Methionin-Analogon ausibt
(Sorsoli et al., 1964). Das toxische Arginin-Analogon Canavanin (Grenson et al., 1968)
bewirkte hier keine phanotypische Veranderung. Die Ahnlichkeit der Phanotypen weist zum
Einen darauf hin, dass diese Proteine &hnliche Funktionen in der Zelle ausiiben. Die
biochemischen Daten der Zusammensetzung des TOR-Komplex 2 werden damit erganzt und
bestatigt. Zum Anderen deutet sich eine mdgliche gemeinsame Funktion des TOR-Komplex 2
beziglich der Antwort auf verschiedene, vor allem osmotische und oxidative,
Stressbedingungen an. Dieses wird dadurch untermauert, dass SpSinl mit SpStyl interagiert
(Wilkinson et al., 1999) und dessen Funktion beeinflusst. SpStyl ist Bestandteil des SAPK-
Signaltransduktionswegs (,,stress-activated-MAPK Pathway*), der den Zellzyklus, die Meiose
und die Antworten auf Nahrstoffmangel, oxidativen, osmotischen, und Hitze-Stress reguliert
(Warbrick and Fantes, 1991, Millar et al., 1995; Shiozaki and Russel, 1995; Kato et al., 1996;
Shieh et al., 1997; Banuett, 1998; Samejima et al.,1998). Uber SpSty1, aber auch unabhingig
von dem SPAK-Weg, wird durch SpSinl letztendlich die Transkription von verschiedenen
Stressantwortgenen reguliert (Toda et al., 1991; Takeda et al., 1995; Shiozaki et al., 1996;
Wilkinson et al., 1996, Wilkinson et al., 1999). Dabei werden untere Anderem die Gene
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gpd1® und cttl® induziert (Degols et al., 1996; Wilkinson et al., 1996; Degols und Russell,
1997). Das Gen gpdl® kodiert fir die Glycerol-3-phosphat-Dehydrogenase, welche ein
Schlusselenzym der Glycerolsynthese darstellt und somit entscheidend zur Steigerung der
intrazelluldaren Osmolaritat bei hyperosmotischen Stress, wie z. B. hier durch die Zugabe von
0,4 M KCI oder 0,2 M NacCl, beitragt (Pidoux et al., 1990; Ohmiya et al., 1995). Die
Induktion des Gens ctt1™ fiihrt zur vermehrten Produktion der cytoplasmatischen Katalase, die
H.0, abbaut und die Zellen so vor oxidativem Stress schutzt (Nakagawa et al., 1995).

In S. cerevisiae konnte die Beteilgung von TOR bei der Antwort auf verschiedene
Stressbedingungen gezeigt werden. So reguliert ScTorl die Expression von ENA1L, ein Gen,
das flr einen Natrium- und Lithiumkanal kodiert, und bedeutend fiir Salzstresstoleranz ist.
Diese Regulation erfolgt ber die TOR-regulierten Transkriptionsfaktoren ScGIn3 und
ScGatl (Crespo et al., 2001). Desweiteren wird die hunger- und stressabhéngige Lokalisation
von ScMsn2 durch ScTorl, reguliert (Mayordomo et al., 2002; Santhanam et al., 2004).
ScMsn2 aktiviert die Transkription von STRE (,,stress response element*)-Genen als Antwort
auf die Kohlenstoffverfugbarkeit und verschiedene Stressbedingungen. Ist z. B. ausreichend
Glukose vorhanden, ist ScMsn2 im Cytosol, wéhrend es bei Kohlenstoffhunger im Zellkern
lokalisiert ist und dort die Expression von zahlreichen Genen beeinflusst (Schmitt und
McEntee, 1996; Gorner et al., 1998; Smith et al., 1998; Beck und Hall, 1999; Lallet et al.,
2004). Sowohl die Regulation von ScMsn2, als auch von ScGIn3 wird Uber den ScTorl-
ScPP2A-ScTap42-Zweig vermittelt (Mayordomo et al., 2002; Cox et al., 2004; Santhanam et
al., 2004).

Auch in Sdugern reguliert mTOR das Zellwachstum in Abhéangigkeit von Nahrstoffen und
bestimmten Stresssituationen, wie z. B. bei osmotischem oder oxidativem Stress (Bae et al.,
1999; Parrott und Templeton, 1999; Huang et al., 2002; Kim et al., 2002; Patel et al., 2002;
Fumarola et al., 2005; Liu et al., 2006). Niedrige Sauerstoffkonzentrationen (Hypoxie)
aktivieren den TSC-Komplex, was wiederum zur Hemmung der TOR-Komplex 1-Funktionen
fihrt. Somit werden die TOR-Effektor-Proteine m4EBP1 und mS6K inhibiert. Dies flhrt zu
einer eingeschrankten Proteinsynthese unter den entsprechenden Bedingungen (Liu et al.,
2006). Hyperosmotischer Stress bewirkt ein Schrumpfen der Zelle und eine
Dephosphorylierung von m4EBP1 und mS6K (Parrott und Templeton, 1999; Fumarola et al.,
2005). Neben der Involvierung dieser TOR-Komplex 1-Effektorproteine, ist auch eine
Beteiligung des TOR-Komplex 2 bei Osmostress, durch Verdnderungen des Cytoskeletts,
denkbar. Die Aktivitat der mS6Kinase wird ebenfalls durch H,O, auf verschiedene Weise

moduliert. Dabei wurde die mS6-Kinase je nach Zelltyp, Dosis und Dauer der
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Wasserstoffperoxid-Behandlung gehemmt oder aktiviert (Bae et al., 1999; Huang et al., 2002;
Kim et al., 2002; Patel et al., 2002). Die Rolle von TOR bei der Adaption von Zellen an sich
andernde duRere (Stress-) Bedingungen scheint also konserviert zu sein. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten phanotypischen Analysen von Mutanten des TOR-Weges in S. pombe
unterstreichen die Bedeutung der TOR-Proteine fir die Stressantwort auch in diesem

Organismus.

6.1.4 Komplementationsanalysen von TOR-Komplex-Mutanten aus

S. cerevisiae und S. pombe

Die in Kapitel 5.1.4 dargestellten Komplementationsanlaysen zeigen, dass weder SpMipl
noch SpSinl oder SpSte20 die homologen Proteine aus S. cerevisiae (SCKOG1, ScAVOL,
SCAVO3) ersetzen konnen. Im Falle der Komplementationsanalyse des konditionellen
Stammes GALprom-AVOL durch sin1*sollte jedoch erwihnt werden, dass das sin1*-Gen auch
Introns enthélt. Da die Untersuchungen in einem S. cerevisiae-Stamm durchgefuhrt wurden,
ist es moglich, dass hier die entsprechende mRNA nicht korrekt gesplei3t wurde, und es so zu
keiner Komplementation kommen kann. Um eine endgultige Aussage Uber eine mogliche
Komplementation von davol-Mutanten durch sin1™ treffen zu kénnen, sollte cDNA von sinl™
in einem GALrom-AVO1-Stamm exprimiert werden.

In Abbildung 5.21 konnte eine Komplementation von Alst8-Mutanten durch watl™ mittels
zwei verschiedener Methoden gezeigt werden (Kapitel 5.1.4.4). Es wurde ein GALprom-LST8-
Stamm verwendet. Unter nicht-induzierten Bedingungen (ohne Galaktose) war die Expression
von LST8 abgeschaltet und die Zellen nur durch die extrachromosomale Expression von LST8
(Positivkontrolle) oder watl™ lebensfahig. Um dieses Ergebnis zu bestatigen, wurde auBerdem
mit einem Stamm gearbeitet, bei dem LST8 deletiert war. Das Wachstum der Zellen wurde
hier durch die Expression von LST8 durch ein Plasmid gewahrleistet. Auf diesem Plasmid ist
zusétzlich das Gen URA3 enthalten, welches fur die Orotidin-5-phosphat-Decarboxylase
kodiert. Dieses wichtige Enzym in der Pyrimidinsynthese, dient hier zur Selektion der Zellen.
Bei der Aufnahme von 5°-Fluororotsdure (FoA) aus dem Medium wird FOA durch die
Orotidin-5-phosphat-Decarboxylase zu toxischem 5°-Fluorouracil umgewandelt. Auf diese
Weise werden die Zellen selektiert, die das Ursprungsplasmid mit der URA3-Marke nicht
mehr tragen, aber, bedingt durch ein weiteres LEUZ2-basierendes Plasmid, dennoch
lebensfahig sind. Dies waren in der vorliegenden Arbeit die Zellen, die entweder LST8
(Postitivkontrolle) oder watl®™ auf einem LEU2-Vektor exprimierten. Somit war in diesem

Versuchsansatz watl® ebenfalls in der Lage, den Wachstumsdefekt durch die Ist8-Deletion
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aufzuheben. Dieses geht mit der Tatsache einher, dass zwischen den entsprechenden
Proteinen auch die hochste Aminosaureidentitat von 66% besteht (Anhang 8.1).

Bereits bekannt ist, dass die katalytischen Domanen von ScTorl und ScTor2 austauschbar
sind (Helliwell et al., 1994). Ebenso wurden Untersuchungen durchgefihrt, ob die Proteine
ScTorl/ ScTor2 funktionell durch mTOR ersetzt werden konnen. Dabei war das
Volllangenprotein mTOR nicht in der Lage ScTorl oder ScTor2 zu ersetzen. Wurden jedoch
Hybride hergestellt, in dem ein Grof3teil des S. cerevisiae Proteins erhalten blieb und lediglich
die Kinasedomane von mTOR stammte, konnte eine Komplementation von einer TOR2-
Mutante beobachtet werden, wahrend dies fur TOR1 nur teilweise zutraf (Alarcon et al.,
1996). Komplementationsanalysen mit S. pombe Proteinen wurden lediglich mit SpSinl
durchgefuhrt. Dabei stellte sich heraus, dass ein Fusionsprotein aus den ersten 486
Aminosduren des SpSinl-Homologen aus Gallus gallus - GgSinl - und den C-terminalen 182
Aminosauren von SpSinl den Phanotyp der Asinl/-Mutanten unterdricken konnte. Das
Vollldngen-GgSinl war dazu nur zum Teil in der Lage (Wilkinson et al., 1999).

Um die Konservierung der TOR-Komplex-Mitglieder tiefergehend zu untersuchen, ware es
interessant, Komplementationsanalysen mit den homologen Proteinen aus S&ugern in S.

pombe- bzw. S. cerevisiae-Mutanten durchzufihren.

6.2 Einfluss von Rapamycin auf den TOR-Signalweg in S. pombe

In S&ugern und S. cerevisiae bindet Rapamycin an FKBP12, um dann als Komplex an die
FRB-Doméne des TOR-Proteins zu binden (Abbildung 3.1; Heitmann et al., 1991; Koltin et
al., 1991; Bram et al., 1993; Kunz et al., 1993; Helliwell et al., 1994; Sabatini et al., 1994;
Chen et al., 1995; Choi et al., 1996). Dadurch kommt es, sowohl in S. cerevisiae als auch in
Saugern, zu der Hemmung des Zellzyklus in der G1-Phase und des vegetativen Wachstums
(Schmidt et al., 1996; Schmidt et al., 1997; Cutler et al., 1999; Dennis et al., 1999; Peterson
et al., 2000; Schmelzle und Hall, 2000; Loewith et al., 2002; Edinger et al., 2003; Jacinto et
al., 2004; De Virgilio und Loewith, 2006). Dies wird Uber bestimmte TOR-Zielproteine
vermittelt. So wird in Sdugern die Translation Uber eine verminderte Aktivitdt der mS6-
Kinase und melF-4E inhibiert (Calvo et al., 1992; Chung et al., 1992; Kuo et al., 1992; Price
et al., 1992; Ferrari et al., 1993; Lin et al., 1995; Berreta et al., 1996; Brunn et al., 1996; Kim
et al., 2002). Zum Erliegen des Zellzyklus kommt es Uber die Modulation bestimmter CDKs
bei Rapamycin-Zugabe (Morice et al., 1993; Nourse et al., 1994, Barbet et al., 1996). Neben
diesen eingeschrankten TOR-Komplex 1-Funktionen wird bei einer langeren Rapamycin-

Behandlung auch die TOR-Komplex 2-abh&ngige Phosphorylierung von mAKT in
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bestimmten Zelltypen (z. B. PC3-Zellen) inhibiert (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al.,
2006).

In S. pombe bewirkt Rapamycin keine Hemmung des vegetativen Wachstums, sondern
inhibiert die sexuellen Entwicklung und die Leucin-Aufnahme (Weisman et al., 2001,
Weisman et al., 2005).

6.2.1 Interaktion von SpFkh1 und SpTorl und SpTor2

Das Protein SpFkhl stellt das homologe Protein zu mFKBP12 dar. Abbildung 5.22 zeigt Ko-
Immunprazipitationen von SpFkhl und SpTorl in An- oder Abwesenheit von Rapamycin.
Eine Interaktion der beiden Proteine war lediglich bei der Zugabe von Rapamycin zu sehen.
Auch eine Interaktion von SpFkhl und SpTor2 wurde nur bei Rapamycin beobachtet
(Abildung 5.23). Da Rapamycin die sexuelle Entwicklung bei Stickstoffmangel inhibiert und
es daher denkbar war, dass der SpFkhl-Rapamycin-Komplex nur bzw. vor allem unter
Stickstoffmangel an die TOR-Proteine bindet, wurden diese Immunprézipitationen auch in
Minimalmedium ohne Aminosauren durchgefuhrt. Es war kein Unterschied zwischen den Ko-
Immunprazipitationen in Voll- oder Minimalmedium sichtbar. In einer Studie konnte in einem
Zwei-Hybrid-System die Interaktion der FRB-Doméne wvon SpTorl und SpFkhl in
Anwesenheit von Rapamycin beobachtet werden (Weisman et al., 2005). Die Daten dieser
Arbeit belegen, dass Interaktionen von SpFkhl mit SpTorl und SpFkh1l mit SpTor2 in vivo
stattfinden. Aufgrund der Wirkung von Rapamycin auf die SpTorl-abhangige Leucin-
Aufnahme (Weisman et al., 2005), war eine Interaktion von SpFkhl und SpTorl zu erwarten.
Bislang sind jedoch keine Rapamycin-sensitiven SpTor2-Funktionen bekannt. Es gibt aber
Hinweise darauf, dass Rapamycin seine Wirkung auch auf SpTor2 auswirkt. So sind Atorl
Zellen Rapamycin-sensitiv, wahrend die Doppeldeletionsmutanten AtoriAfkhl nicht sensitiv
sind (Weisman et al., 2005). Es muss also mindestens ein weiteres Protein existieren, Uber
welche diese Rapamycin-Sensitivitdt vermittelt wird. Die Rapamycin-Resistenz der
Ator1Afkh1-Mutanten deutet eine Beteiligung vonSpFkh1 an. Aufgrund der FRB-Doméne ist
SpTor2 als weiteres Ziel fir Rapamycin denkbar. Die aus diesen Uberlegungen resultierende
Hypothese, dass Rapamycin als Komplex mit SpFkhl an die FRB-Domane von SpTor2
bindet und so dieses inhibiert, geht mit der, in dieser Arbeit gezeigten, Interaktion von
SpFkh1 und SpTor2 konform.

Da nach Matsuo et al. (2007) SpTor2 moglicherweise ebenfalls ein Mitglied des TOR-
Komplex 2 ist, misste durch weitere Ko-Immunprézipitationen untersucht werden, ob
SpFkh1 durch die Interaktion mit SpTorl an den TOR-Komplex 2 bzw. durch die Interaktion
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mit SpTor2 an den TOR-Komplex 1 bindet. Interaktionsstudien zwischen SpFkh1l und dem
TOR-Komplex 1-Mitglied SpMipl und SpFkhl und dem TOR-Komplex 2-Mitgliedern
SpSte20 oder SpSinl kdnnten Aufschluss darliber geben, ob Rapamycin an einen oder beide
TOR-Komplexe in S. pombe bindet. Dies war im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr

moglich.

6.2.2 Phanotypische Untersuchungen von TOR-Komplex 2-

Deletionsmutanten in Anwesenheit von Rapamycin

Die in Abbildung 5.24 gezeigten phanotypischen Analysen zeigen die Rapamycin-Sensitivitat
von Atorl-, Asinl- und Aste20-Mutanten. Sowohl in VVollmedium, als auch unter bestimmten
Stressbedingungen wie 0,2 M NaCl wachsen diese Stdmme in der Anwesenheit von 100
ng/ml Rapamycin schlechter, als es bereits ohne Rapamycin unter diesen Bedingungen
beobachtet wurde. Da die deletierten Gene jeweils furr Proteine des TOR-Komplex 2 kodieren,
unterstreicht die Rapamycin-Sensitivitat dieser Mutanten die Hypothese, dass auch
Funktionen des TOR-Komplex 1 durch Zugabe von Rapamycin inhibiert werden (Kapitel
6.2.1). Diese Hemmung macht sich nur bei der Deletion von entweder torl, sinl oder ste20
im vegetativen Wachstum, vor allem unter osmotischen Stressbedingungen, bemerkbar.
Maglicherweise wird hier durch einen stressbedingten Defekt in der Membran der Eintritt von
Rapamycin in die Zelle erleichtert, wodurch eine hohere Konzentration an Rapamycin-
SpFkh1l-Komplexen eine héhere Sensitivitat hervorgerufen wird. Eine andere Moglichkeit
waére, dass der SpFkh1-Rapamycin-Komplex eine héhere Affinitat zu SpTorl als zu SpTor2
hat und seine Wirkung vor allem (iber SpTorl ausiibt. Im Falle einer Deletion von torl™
wirde es zu einer vermehrten Bindung des SpFkh1-Rapamycin-Komplexes an SpTor2 und
dadurch zur Hemmung von dessen Funktionen kommen. Da SpTor2 essentiell fir das
vegetative Wachstum wvon S. pombe ist, flhrt dessen Hemmung zu den gezeigten
Wachstumsdefekten. In diesem Fall ware vermutlich noch eine flr ein geringes Wachstum
ausreichende Menge an, nicht an SpFkh1-Rapamycin- gebundene, SpTor2-Proteine in der
Zelle vorhanden.

Desweiteren erganzen die auch in Anwesenheit von Rapamycin dhnlichen Ph&notypen der
Atorl-, Asinl- und Aste20-Mutanten, die biochemischen Daten, dass SpTorl, SpSinl und
SpSte20 Mitglieder des gleichen TOR-Komplexes darstellen.
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6.2.3 Rapamycin-Sensitivitat bei der Uberexpression von torl” und tor2”

Die durch einen nmt1-Promotor gesteuerte chromosomale Uberexpression von torl™ fihrt zu
einem schlechteren Wachstum der Zellen in Minimalmedium (Abbildung 5.25). Da dies
weder durch osmotische noch durch oxidative Stressbedingungen verstarkt wurde, handelt es
sich um einen generellen Wachstumsdefekt. Dieses konnte verschiedene Ursachen haben. Die
unphysiologisch hohe Konzentration von SpTorl konnte zu diesem Ergebnis fihren.
Maoglicherweise sind auch nicht genug Chaperone oder andere fur die Faltung und
Funktionalitdt von SpTorl notwendigen und normalerweise in ausreichendem MaRe
koproduzierten Proteine verfugbar. Das Uberproduzierte SpTorl kénnte andere Mitglieder des
TOR-Komplex 1 titrieren, so dass dieser seine Funktionen nicht mehr ausiiben kann und so zu
dem beobachteten verminderten Wachstum fihrt.

Eine andere mdgliche Erklarung flr das schlechtere, vegetative Wachstum bei einer SpTorl-
Uberproduktion wird im Folgenden beschrieben. In Zellen, in denen torl™ deletiert wurde,
war der G1-Arrest und die sexuelle Entwicklung gestort, weshalb der beobachtete Phanotyp
auch als ,,never starved for nitrogen* bezeichnet wurde (Weisman et al., 2007). Durch die
Uberexpression von torl™ konnte der gegensitzliche, also ,,always starved for nitrogen®-
Phanotyp hervorgerufen werden, wie er auch flr tor2-ts Mutanten beschrieben wurde
(Weisman et al., 2007). Wie bei Stickstoffmangel wirden die Zellen dann unter dem
Mikrokop als Kkleine, abgerundete Zellen zu erkennen sein, da die Mitose hier bei einer
reduzierten ZellgroRe einsetzt (Fantes und Nurse, 1977; Young und Fantes, 1987). AuRerdem
wirde S. pombe auch in Vollmedium in der G1-Phase des Zellzyklus arretieren und die
sexuelle Entwicklung einleiten. Ob dieses bei der Uberexpression von torl™ der Fall ist,
konnte durch in  zukilnftigen Experimenten (FACS-Analysen, mikroskopische
Untersuchungen) geklart werden.

AuRerdem sollten neben einem biochemischen Nachweis der SpTorl-Uberproduktion,
weitere Experimente folgen, um zu klaren, warum die Anwesenheit von Rapamycin den

Wachstumsdefekt der torl*-Uberexpression verstérkt.

6.3 Einfluss von Rapamycin auf das TORC2-Zielprotein SpGad8

In dieser Arbeit wurde eine Interaktion von SpFkhl mit sowohl SpTorl als auch SpTor2 in
Anwesenheit von Rapamycin nachgewiesen (Abbildung 5.22; Abbildung 5.23). Daraus ergibt
sich die Frage, ob der an die TOR-Proteine gebundene SpFkh1-Rapamycin-Komplex auch die
Funktionen der TOR-Komplexe inhibiert. Das einzige bisher identifizierte Zielprotein des
TOR-Komplex 2 in S. pombe ist die AGC-Kinase SpGad8 (Matsuo et al., 2003):
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6.3.1 Phosphorylierungstatus von SpGad8 in Abhangigkeit von Rapamycin

SpGad8 wird von SpTorl an S546 und S527 phosphoryliert (Matsuo et al., 2003). Mit Hilfe
von drei methodisch verschiedenen Versuchsanséatzen wurde in dieser Arbeit der Einfluss von
Rapamycin auf die Phosphorylierung von SpGad8 analysiert. In allen Fallen wurden die
Proben wie in Kapitel 4.3.30 beschrieben hergestellt, so dass die Zellen nicht zentrifugiert,
sondern abfiltriert und in flissigem Stickstoff eingefroren wurden. Zum Einen wurde mittels
Phospho-Serin-spezifischen Antikérper phosphoryliertes SpGad8 detektiert. Dabei war durch
die Zugabe von Rapamycin keine Anderung der Intensitit der Proteinbanden auszumachen
(Abbildung 5.26). Zum Anderen sollten ,,Low Crosslinker*-Gele eine weitere Mdglichkeit,
den Phosphorylierungszustand von SpGad8 zu visualisieren, darstellen. Auch hier wurde
keine Anderung des Bandenmusters von SpGad8 festgestellt (Abbildung 5.27). Desweiteren
wurden ,,Phostag*-Gele genutzt, um bei einer Anderung des Phosphorylierungslevels einen
Shift der SpGad8-Bande erkennen zu konnen. Fir die ,Phostag“-Gele wurden die
Rohextrakte, neben der in Kapitel 4.3.30 beschriebenen Weise, auch alternativ mittels
alkalischer Lyse hergestellt und die Proteine mit Trichlor-Esigséaure (TCA) gefallt. Oder die
Zellen wurden direkt nach der Ernte mit NaFs;, das den physiologischen Zustand der Zelle
zum Zeitpunkt der Ernte stabilisiert, behandelt und anschlielend wie in Kapitel 4.3.30
beschrieben, fortgefahren. Die beiden alternativen Methoden wurden getestet, um den
Phosphorylierungszustand von SpGad8 durch die anschlieBende Probenaufbereitung
maoglichst nicht zu beeinflussen. Um zu kontrollieren, ob sich SpGad8 zum Zeitpunkt To im
phosphorylierten oder dephosphorylierten Zustand befindet, wurde eine Kontrolle mitgefuhrt.
Dazu wurde jeweils eine ,, T “-Probe mit Lambda-Phosphatase behandelt, um als Vergleich
fur dephosphoryliertes SpGad8 zu dienen. Da sich diese Kontrolle als unzuverléssig
herausstellte, ist sie in den Abbildungen 5.26-5.28 nicht vorhanden. Es sollte jedoch erwéhnt
werden, dass bei dephosphoryliertem SpGad8 —also bei erfolgreicher Behandlung mit der
Lambda-Phosphatase- in einem ,,Phostag”-Gel ein deutlicher ,,Shift“ im Vergleich zu der
nicht behandelten ,, To*“-Probe zu sehen war, wenn die Proben nach Kapitel 4.3.30 hergestellt
wurden (Daten nicht gezeigt). Somit konnte davon ausgegangen werden, dass die verwendete
Methode zuverléssig war, um die Phosphorylierung von SpGad8 wahrend der Herstellung der
Proben zu erhalten. Die ,, To“-Probe diente somit als Kontrolle fiir phosphoryliertes SpGad8
(Abblidung 5.28). Fiir das hier gezeigte ,,Phostag”-Gel wurde nach Kapitel 4.3.30 verfahren.
Die ,,To“-Probe unterschied sich von den Proben der anderen Zeitpunkte weder in
Signalstarke noch Bandenmuster/-hohe. Auch bei der Probenaufbereitung mittels alkalischer

Lyse der Zellen und anschlieBender TCA-Fallung bzw. der Behandlung mit NaF; konnte kein
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Shift von SpGad8 in Abhédngigkeit von Rapamycin detektiert werden. Zusammenfassend
wurde weder mittels Phospho-Serin-spezifischer Antikérper, noch in ,,Low-Crosslinker-
Gelen, noch durch die Verwendung von ,Phostag“-Gelen eine Abhédngigkeit des
Phosphorylierungsstatus des SpGad8-Proteins von Rapamycin beobachtet.

Diese Daten widersprechen nicht zwangslaufig der Hypothese, dass die Bindung von SpFkh1-
Rapamycin an SpTorl bestimmte TOR-Funktionen inhibiert. Da der SpFkh1l-Rapamycin-
Komplex nicht an der Domane mit der katalytischen Aktivitdt bindet, sondern an der
benachbarten FRB-Doméne, mdissen nicht alle Kinasefunktionen beeintrachtigt sein. In
Sé&ugern inhibiert Rapamycin die Phosphorylierung der mS6-Kinase, ein mTOR-Komplex1-
Zielprotein. Ebenfalls ein mTOR-Komplex 1-Zielprotein ist m4EBP1. Die Kinaseaktivitat
von mTOR gegenliber m4EBP1 wurde bei gleicher Rapamycinkonzentration nur teilweise
gehemmt (Feldmann et al., 2009). So konnten auch in S. pombe bestimmte SpTorl-Kinase-
Substrate mehr und andere weniger stark durch Rapamycin gehmmt werden. Die Erkenntnis
Uber weitere Zielproteine von SpTorl und SpTor2 wirden weitere Untersuchungen
diesbezuglich ermdglichen.

Eine andere Mdglichkeit, um zu untersuchen, ob Rapamycin tber SpTorl Funktionen von
SpGad8 beeinflusst, wére die Kinaseaktivitat von SpGad8 zu testen. Dafiir konnte man ein
Phoshorylierungsassay  durchfuhren, der als Substrat fiir SpGad8 das Peptid
“GRPRTSSFAEG” bereitstellt. Es ist bekannt, dass dieses, auch als “crosstide” bezeichnete,
Peptid von AGC-Kinasen phosphoryliert wird (Cross et al., 1995; Matsuo et al., 2003).
Dieses war im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht mehr mdglich.

6.3.2 Phanotypische Untersuchungen von Agad8-Deletionsmutanten in

Anwesenheit von Rapamycin

Die biochemischen Untersuchungen (Kapitel 5.2.2) deuten an, dass die Phosphorylierung und
somit die Aktivitdat von SpGad8 nicht durch Rapamycin beeinflusst wird. Die phanotypischen
Analysen der Agad8-Mutanten ergab eine leichte Rapamycin-Sensitivitat (Abbildung 5.29).
Dabei war der Wachstumsdefekt unter Stressbedingungen vergleichbar mit dem bei den
Kontrollplatten. Die Beobachtung einer leichten Rapamycin-Sensitivitdt entspricht der
Vermutung, dass Rapamycin seine Wirkung uber andere Zielproteine ausibt.

In den hier gezeigten phanotypischen Analysen wurde der, bereits durch Matsuo et al. (2003)
unter bestimmten Bedingungen (Hitzestress, 0,2 M KCI) gezeigte, &hnliche Phanotyp von
Agad8-Mutanten und Atorl-Mutanten auch unter weiteren Stressbedingungen (3 mM H,O,,
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0.02 M CaCly, 70 pg/ml Canavanin und 30 pg/ml Ethionin) gezeigt. Dadurch wird das bereits
postulierte Signalmodul aus SpTorl-SpKsgl-SpGad8 bestétigt (Matsuo et al., 2003).

6.4 Ist die Interaktion zwischen der leichten Kette des Clathrins
und der TOR-Komplex 2-Komponente
SpSte20/ScAVO3/mRictor konserviert?

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen bauten auf die Identifizierung von

SpClcl als Bindepartner der HR1-Doméne von SpSte20 mittels des Zwei-Hybrid-Systems auf

(Anja Lorberg, personliche Mitteilung). HR1-Doménen wurden erstmals in dem

Proteinkinase C-ahnlichen S&ugerprotein mPRK1 als sich dreimal wiederholende homologe

Region identifiziert (Palmer et al., 1995). Die ersten beiden HR1-Doméanen vermitteln die

Bindung von mPRK1 an die kleine GTPase mRHOA (Shibata et al., 1996; Flynn et al., 1998;

Maesaki et al., 1999). Auch in S. pombe vermittelt die HR1-Domane von den Proteinkinasen

SpPckl und SpPck2 deren Interaktion mit SpRhol (Sayers et al., 2000). In S. cerevisiae

wurde ebenfalls die Bedeutung der HR1-Domane von der Proteinkinase C ScCPKC1 flr dessen

Interaktion mit SCRHOL festgestellt (Schmitz et al., 2002).

Die beobachtete Interaktion zwischen der HR1-Doméane von dem TOR-Komplex 2-Mitglied

SpSte20 und SpClcl wirft einige interessante Fragen auf. Im Rahmen dieser Arbeit wurde

eine mogliche Konservierung dieser Bindepartner in der Backerhefe und ein moglicher

Einfluss auf die Lokalisation des TOR-Komplex 2 untersucht.

6.4.1 Interaktion von SCAVO3 und ScClcl

Um der Konservierung der SpSte20-SpClcl Interaktion nachzugehen, wurde eine potentielle
Interaktion der beiden homologen Proteine aus S. cerevisiae mittels Zwei-Hybrid-System
untersucht. SCAVO3 stellt das homologe Protein zu SpSte20 dar. Es ist ebenfalls Mitglied des
TOR-Komplex 2 in S. cerevisiae. SCCLC1 entspricht der leichten Kette des Clathrins in S.
cerevisiae. In Abbildung 5.30 sind die Ergebnisse des Zwei-Hybrid-System dargestellt. Das
Wachstum auf den YNBD leu” trp” ade™-Platten deutet eine Interaktion der HR1-Domane von
ScAVO3 und ScCLC1 bei beiden getesteten Transformanten an. Die beiden Stimme wachsen
geringflgig besser als die Negativkontrollen. Dies kann daran liegen, dass hier nur die HR1-
Doméne (As 7 bis As 183 von ScAVO3) getestet wurden. Mdglicherweise sind flr die
Interaktion auch weitere Aminosauren von Bedeutung. Um diese Annahme zu untersuchen,
konnten groliere Fragmente von SpAVO3 in einem Zwei-Hybrid-System auf eine Interaktion
mit ScCLC1 analysiert werden. Dabei sollten verschiedene FragmentgréRen gewéhlt werden,
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die die fir die HR1-Domane kodierende Sequenz und unterschiedlich lange Bereiche der sich
C-terminal  anschlieBenden DNA-Sequenz  beinhalten.  Zusétzlich  koénnten  das
Vollédngenprotein und ein 4VO34HR I-Konstrukt getestet werden.

In vorangegangenen Experimenten wurde versucht, die im Zwei-Hybrid-System beobachtete
Interaktion von der HR1-Doméane von SpSte20 mit SpClcl biochemisch zu bestétigen. In Ko-
Immunprazipitationen gelang dies mdglicherweise aufgrund einer sehr transienten Bindung
dieser Proteine nicht (Anne Dierkes, personliche Mitteilung). Da die Clathrinhille, an dessen
Aufbau die leichte Ketten und die schweren Ketten des Clathrins beteiligt sind, einem
stdndigen Auf- und Abbau unterliegt, waren ebenso fliichtige Interaktionen mit anderen
Proteinen denkbar (Woodward und Roth, 1978; Schook et al., 1979; Keen et al., 1979; Nandi
et al.,, 1982; Blank und Brodsky, 1987). Daher wurden Versuche mit dem membran-
permeablen Crosslinker Dithiobis-succinimidyl-propionate (DSP, Pierce) durchgefihrt, um
eine moglicherweise transiente Interaktion von SpClcl und SpSte20 in der Zelle zu
stabilisieren. Entsprechende Vorversuche ergaben kein zufriedenstellendes Ergebnis und
missen  grundsatzlich  optimiert werden. Ko-Lokalisationsstudien mit  SpClcl-
CFP/GFP/RFP/YFP- und SpSte20-CFP/GFP/RFP/Y FP-Fusionsproteinen oder
elektronenmikroskopische Aufnahmen mittels Gold-markierter sekundarer Antikorper

konnten die Ergebnisse des Zwei-Hybrid-Systems untermauern.

6.4.2 Bedeutung der HR1-Domane fir die Membranassoziation von
SpSte20

Bisher sind zu einer méglichen Membranassoziation der TOR-Komplexe in S. pombe keine
Daten  publiziert worden. In  Abbildung 531 A sind die biochemischen
Fraktionierungsexperimente eines Stammes gezeigt, wobei die Proteinbanden das TOR-
Komplex 2-Mitglied SpSte20 darstellen. Dieses Protein ist sowohl in der cytosolischen
Fraktion (,Jp hsp Uberstand*), als auch in der Fraktion der Membran- und
membranassoziierten Proteine (,,Ip hsp Pellett) zu finden. Dieses gibt somit erstmalig einen
Hinweis auf eine Membranassoziation von SpSte20 bzw. des TOR-Komplex 2 in S. pombe. In
S. cerevisiae und Saugern ist bekannt, dass die Komplexe zumindest teil- oder zeitweise an
der Membran lokalisiert sind. Wodurch die Lokalisation vermittelt wird, ist jedoch nicht
vollstédndig geklart. Es ist bekannt, dass in Sdugern mTOR je nach Zellart und maglicherweise
nach verschiedenen Versuchsbedingungen unterschiedlich lokalisiert ist. So ist mTOR in
manchen Krebs-Zelllinien hauptsachlich im Zellkern anwesend (Zhang et al., 2002), wahrend

andere Studien mTOR vor allem im Cytoplasma und am Golgi und ER vermuten (Liu und
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Zheng, 2007). Eine weitere Arbeitsgruppe beschreibt, dass mTOR sich zwischen Cytoplasma
und Zellkern hin- und herbewegt und so auch die Translation reguliert (Kim und Chen, 2000).
Eine Membranassoziation der TOR-Proteine in S. cerevisiae wurde ebenfalls nachgewiesen
und wird moglicherweise Uber deren ,,HEAT-repeats* vermittelt (Kunz et al., 2000). Aber
auch hier unterscheiden sich die bisher publizierten Daten teilweise. So wird ScTorl in einer
Studie vor allem im Zellkern gesehen, wobei es bei Nahrstoffmangel oder Rapamycin-Zugabe
ins Cytoplasma exportiert wird (Li et al., 2006). So wurde auch publiziert, dass ScTorl diffus
im Cytoplasma und dabei tUberwiegend nahe bei der Vakuolenmembran vorliegt. ScTor2 ist
ebenfalls im Cytoplasma, aber auch an der Plasmamembran vorzufinden (Sturgill et al.,
2008). Eine neue Studie zeigt, dass der ScTOR-Komplex 1 an der Vakuolenmembran
lokalisiert ist, wahrend sich der ScTOR-Komplex 2 an einer bestimmten Region der
Plasmamembran befindet. Diese Lokalisierung unterliegt einer gewissen Dynamik, die von
lateralen Bewegungen gepragt ist. Dabei befindet sich der TOR-Komplex 2 in einem als MCT
(,,membrane compartment containing TORC2%) bezeichneten Kompartiment (Berchthold und
Walther, 2009).

In einem Zwei-Hybrid-System konnte eine Interaktion der HR1-Doméne von SpSte20 und
SpClcl gezeigt werden (personliche Mitteilung, Fr. Dr. Anja Lorberg). Es gibt bislang keine
Studien zu Clathrin in S. pombe. In Sdugern und S. cerevisiae bilden die Proteine der leichten
Kette des Clathrins - mCLC1 bzw ScCLC1 — zusammen mit den Proteinen der schweren
Ketten des Clathrins — mCHC1 bzw. ScCHC1 — Triskelionstrukturen, die ihrerseits Clathrin-
Vesikel bilden (Woodward und Roth, 1978; Schook et al., 1979; Keen et al., 1979;
Kirchhausen und Harrison, 1981; Ungewickell und Branton, 1981; Nandi et al., 1982; Blank
und Brodsky, 1987). Die Clathrin-Vesikel nehmen bei der rezeptorvermittelten Endocytose
eine zentrale Rolle ein, und sind aufrgund dieser Funktion zeitweise an der Membran
assoziiert (Roth et al., 1969; Rothman und Fine, 1980; Kinnon und Owen, 1983; Lemansky et
al., 1987). Da die, durch Clathrin vermittelte, Endocytose ein konservierter Prozess in
Eukaryonten ist, konnte SpClcl dabei in S. pombe eine dhnliche Bedeutung zukommen wie
MCLC1 bzw. ScCLC1 in Saugern bzw. S. cerevisiae. So konnte die Bindung von SpClcl an
SpSte20 mdglicherweise die Membranassoziaton des TOR-Komplex 2 vermitteln. Um dieser
Frage nachzugehen wurde eine subzellulare Fraktionierung mit einem Proteingesamtextrakt
eines Stammes, bei dem die HR1-Doméane von SpSte20 deletiert war, vorgenommen. Dabei
ergab sich dasselbe Fraktionierungsmuster fir das SpSte20AHRI1-Protein wie bei dem
Volllangen-Protein (Abbildung 5.31 B). Bei einer Bedeutung der Interaktion von SpSte20 und

SpClcl fir die Membranassoziation von SpSte20 bzw. dem TOR-Komplex 2, wére ohne, die
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Interaktion vermittelnde, HR1-Domaéne eine Abnahme bzw. das Fehlen von SpSte20 in der
Membranfraktion zu erwarten gewesen. Weitere Versuche und die Quantifizierung der
Signalstarke von SpSte20 in den einzelnen Fraktionen sind notwendig, um eine endgltige
Aussage Uber die Rolle der HR1-Doméne bei der Membranassoziation von SpSte20 treffen zu
konnen. Mdglicherweise sind andere Bereiche von SpSte20 fir dessen Membranlokalisierung
von Bedeutung.

Eine weitere Moglichkeit zu untersuchen, ob die Membranassoziation des TOR-Komplex 2
durch die Interaktion von SpSte20 und SpClcl vermittelt wird, wdaren mikroskopische
Lokalisationsstudien mit einem Stamm, bei dem ein z. B. ein SpSte20-GFP-Fusionsprotein
vorliegt und das clc1*-Gen deletiert ist. Im Hinblick auf die Membranassoziation des TOR-
Komplex 2 in S. pombe kdnnte, neben den bereits erwéhnten Ansétzen, die Rolle von SpSin1,
dem Homologen zu ScAVO3, untersucht werden, da die Membranassoziation des TOR-
Komplex 2 in S. cerevisiae durch die C-terminale Doméne von ScAVOL1 vermittelt wird
(Berchthold und Walther, 2009). Dies konnte wieder durch subzelluldre Fraktionierungen
oder mikroskopischen Analysen geschehen.

Neben der mdglichen Rolle von SpClcl fur die Lokalisation und Funktion des TOR-
Komplex 2-Mitgliedes SpSte20, wére es denkbar, dass SpSte20 fur eine Rekruitierung von
SpClcl an die Membran notwendig ist. So konnte SpSte20 Einfluss auf die Endocytose
nehmen. In S. cerevisiae wurde die Beteiligung von ScTOR2 an der Endocytose gezeigt.
Dabei sind tor2-Mutanten nicht mehr in der Lage den a-Faktor-Rezeptor zu internalisieren (de
Hart et al., 2003). Neben Sterolen, Sphingolipiden, bestimmten Kinasen, Rho-GTPasen und
dem Aktinzytoskelett, ist somit ein funktionelles ScTOR2 fir diesen ersten Schritt der
rezeptor-vermittelten Endocytose notwendig (Munn, 2001; deHart et al., 2003; Symons und
Rusk, 2003; Qualmann und Mellor, 2003). Dass die Zugabe von Rapamycin in S. cerevisiae
die Endocytose verhindert, unterstreicht die Bedeutung der TOR-Proteine fiir diesen Prozess
(Aronova et al., 2007). Untersuchungen zu dem Einfluss der TOR-Komplexe auf die
Endocytose in S. pombe, auch im Hinblick auf die SpSte20-SpClcl Interaktion, kénnten daher

interessante Einblicke in die TOR-Funktionen geben.
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7 Abklrzungsverzeichnis

°C
AD
Amp
APS
As
BD
bp, kb
BSA
bzw.
C&C'z
D
DNA
dNTP
DTT
E. coli
EDTA
EMM
et al.

g

g, mg, ug
Glu

h

H,O
H,O,
HCI
Kan
KCI
kDa

M, mM, uM
mc

min

I, ml, pl
mMRNA

NaCl
NaOH
NH,CI
nm
ODynm

PCR
PEG
pH

PMSF
Rap

Grad Celsius
Aktivierungsdomane
Ampicillin
Ammoniumperoxisulfat
Aminoséduren
Bindungsdoméne

Basenpaar, Kilobasenpaar
Rinderserumalbumin
beziehungsweise
Calciumchlorid

Glukose
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat
Dithiothreitol

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat
,Edinburgh Minimal Medium*
et alia (und andere)
Erdschwerebeschleunigung
Gramm, Milligramm, Mikrogramm
Glutamat

Stunde

Wasser

Wasserstoffperoxid

Salzséure

Kanamycin

Kaliumchlorid

Kilodalton

Molar, Millimolar, Mikromolar
»multicopy*

Minute

Liter, Milliliter, Mikroliter
,messenger RNA
Stickstoff

Natriumchlorid

Natriumhydoxid

Ammoniumchlorid

Nanometer (Wellenlange)

optische Dichte bei einer Wellenlédnge von x
nm

,Polymerase chain reaction*
Polyethylenglycol

negativer dekadischer Logarithmus der
Wasserstoffionen-Konzentration
Phenylmethylsulfonylfluorid
Rapamycin
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RNA
RNAse A
rpm

RT

S.

SC

S. cerevisiae
S. pombe
sek

SDS

TAP

TBS
TEMED
Tris

uv

\/

w/o

Wit

wiv

YE
YES5S

Z. B.

Ribonukleinsdure

Ribonuklease A

,rounds per minute* (Umdrehungen pro
Minute)

Raumtemperatur

siehe

,»single copy*

Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe

Sekunde

»Sodiumdodecylsulfat*
(Natriumdodecylsulfat)

“Tandem affinity purification” (Tandem
Affinitats Aufreinigung)

,,Iris-buffered saline*

N,N,N", N"-Tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Ultraviolette Strahlung

Volt

“without” (ohne)

Wildtyp

“weight per volume” (Gewicht pro Volumen)
,, Yeast extract™

,,Yeast extract” mit Aminosaure- / Basenmix
(Vollmedium S. pombe)

Zum Beispiel

Nukleotide und Aminoséuren sind mit dem Ein-Buchstaben-Code (,,JUPAC-IUB Commission

on Biochemical Nomenclature*) abgekiirzt.
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8 Anhang

8.1 Funktionalitat der Stamme

Wie in Kapitel 4.3.22 beschrieben, wurde die Funktionalitdt der Stdmme mittels Western
Blot-Analyse (Daten nicht gezeigt), Tetradenanalyse (Daten nicht gezeigt), Wachstumskurven
(Daten nicht gezeigt) und Tropftests Uberprift. Ein Vergleich mit den Deletionsstammen war
bei den ,,Mipl-TAP“- und 3HA-TOR1-produzierenden Stammen nicht moglich, da es sich
sowohl bei mipl® als auch bei torl™ um essentielle Gene handelt. Ein Vergleich des
Wachstums der Agad8-, A4sinl-, Aste20- und Atorl-Stdmme mit dem Wildtyp sind den
Abbildungen 5.17 und 5.29 zu entnehmen. Die hier dargestellten Stdamme haben jeweils das
entsprechenden Fusionsproteine produziert und sich phénotypisch nicht vom Wildtyp

unterschieden (Abbildung 8.1). Daher wurde mit diesen Stdmmen weitergearbeitet.
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A EMM NH,C1 EMM NH,C1 X5 X5 X5
12mM Koffein

30uM Amilorid

Sug/ml Canavanin

Wit ® © ®
mipl*-TAP (1) [ YK D]
mip1*-14P 3) 3K Id

B EMM NH,CI EMM NH,CI
Spg/ml Canavanin

Wt
wat1*-T4P (1) L I
watl - TAP (4) i

= |G

C EMM NH,C1 EMM NH,C1 YS X5 Y5
Sug/ml Canavanin 30puM Amilorid

EMM NH,CI Y5 Y5 Y5
Spg/ml Canavanin 12mM Koffein 30uM Amilorid

D

Wt

gad8*-13myc

E EMM NH,C1

Sug/ml Canavanin

EMM NH,CI Y5 X5 Y5
Sug/ml Canavanin 12mM Koffein 30uM Amilorid

Wt 7 S 4 r' - g
ste20*-3HA ® » - o @& ¢

Abbildung 8.1 A-F: Phanotypische Uberpriifung der hergestellten Stamme. Zum Vergleich wurde der
Wildtyp (972) verwendet.

A: Test der Transformanten, die SpMip1-TAP produzieren (SPAL1-8 und SPAL1-10)

B: Test der Transformanten, die SpWat1-TAP produzieren (SPAL3-1 und SPAL3-4)

C: Test der Transformanten, die SpWat1-3HA produzieren (SPAL4-9 und SPAL4-11)

D: Test der Transformanten, die SpGad8-13myc produzieren (SPAL41)

E: Test der Transformanten, die SpGad8-TAP produzieren (SPAL42-3 und SPAL42-4)

F: Test der Transformanten, die SpSte20-3HA produzieren (SPGC1)
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G EMM NH,CI EMM NH,C1 Y5 Y5 Y5
5Sug/ml Canavanin 12mM Koffein 30uM Amilorid
Wt 73 ® © & *Lé « D’
mipl*-13myc © ® B
H EMM NH,C1 Y5 Y5 ¥s
Sug/ml Canavanin 30uM Amilorid
Wt
ste20"-TAP

EMM NH,Cl

¥5
30uM Amilorid
sinl*-3H4 (2)

sinl*-3HA (4)
Wt

J EMM NH,CI ¥5
Sug/ml Canavanin 30uM Amilorid
Wt e # % :

sinl *-TAP (3)
sinl*-TAP (4)

K EMM NH,C1 ¥5 X5

5ug/ml Canavanin
Wt

3HA-tor2* (5)
3HA-tor2* (7)
L

Wt
3HA-torl* (3)
3HA-torl™ (8)

Abbildung 8.1 G-K: Phanotypische Uberpriifung der hergestellten Stimme. Zum Vergleich wurde der
Wildtyp (972) verwendet.

G: Test der Transformanten, die SpMip1-13myc produzieren (SPGC3)

H: Test der Transformanten, die SpSte20-TAP produzieren (SPGC4)

I: Test der Transformanten, die SpSin1-3HA produzieren (SPGC12-2 und SPGC12-4)

J: Test der Transformanten, die SpSinl1-TAP produzieren (SPGC14-3 und SPGC14-4)

K: Test der Transformanten, die Sp3HA-Tor2 produzieren (SPGC17-5 und SPGC17-7)

L: Test der Transformanten, die Sp3HA-Torl produzieren (SPGC29-3 und SPGC29-8)
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8.2 Sequenzvergleiche der TOR-Komplex-Mitglieder aus Hefen
und Saugern

Im Folgenden sind die Sequenzvergleiche von den homologen Proteine der TOR-Komplexe

aus Sdugern, S. cerevisiae und S. pombe dargestellt (Abbildung 8.2-8.6).

ScTorl MEPHEEQIWKS-KLLKAANNDMDMDRNVPLAPNLNVNMNMKMNASRNGDEFGLTSSRFDG 59
ScTor?2 MNKYINKYTTPPNLLSLRQRAEGKHRTRKKLTHKSHSHDDEMSTTSNTDSNHNGPNDSGR 60
SPTOr2  mm e e e
mTOR = — == MLGTGPAAATTAATTSSNVS——-—-——=-—=———— 20
SpTorl @ ——— e
ScTorl VVIGSN---GDVNFKP--—-——-——-— ILEKIFRELTSDYKEERKLASISLFDLLVSLEHELS 108
ScTor?2 VITGSAGHIGKISFVDSELDTTFSTLNLIFDKLKSDVPQERASGANELSTTLTSLAREVS 120
SpTor2 W @ ———mmm e MKEFPGLKSRNEEIRNKAANDLYEYVIAYSRELS 34
mTOR = === ——————— VLQQFASGLKSRNEETRAKAAKELQHYVTMELREMS 56
SpTorl =  ——————————— === MEYFSDLKNKNESIQLAAADQLKEFVHSSTKELS 34
. .ot R : HEa
ScTorl IEEFQAVSNDINNKILELVHTKKTSTRVGAVLSIDTLISFYAYTERLPNETSRLAGYLRG 168
ScTor?2 AEQFQRFSNSLNNKIFELIHGFTSSEKIGGILAVDTLISFYLSTEELPNQTSRLANYLRV 180
SpTor2 GEALVQFNNDVNKYVYTLIHSTDPLDRLAGVTAINRLIDYEG---EDTTRITRFANYLRI 91
mTOR QEESTRFYDQLNHHIFELVSSSDANERKGGILAIASLIGVEG---GNATRIGRFANYLRN 113
SpTorl GESLARFNNDINRRIFELIHSHDSHERFGGILAIGKLIEFESE--GDVTNLSRYANYLRM 92
* LotaRLl o * . HE R
ScTorl LIPSNDVEVMRLAAKTLGKLAVPGGTYTSDFVEFEIKSCLEWLTASTEKNSFSSSKPDHA 228
ScTor?2 LIPSSDIEVMRLAANTLGRLTVPGGTLTSDFVEFEVRTCIDWLTLTADNNS-SSSKLEYR 239
SpTor2 ILPGTDQKATVLAAKALGRLAVPGGALTSEFVNFEVKRALEWLQGERNENR-—-—=—=——— 142
mTOR LLPSNDPVVMEMASKAIGRLAMAGDTFTAEYVEFEVKRALEWLGADRNEGR-—==————— 164
SpTorl TLPSTDWHSMELSAKVLGHLAASGGTLAAEFVEFEVQRAFEWLQGDRQEQK ————————— 143
. HEEHH S S R S R
ScTorl KHAALLIITALAENCPYLLYQYLNSILDNIWRALRDPHLVIRIDASITLAKCLSTLRNRD 288
ScTor?2 RHAALLIIKALADNSPYLLYPYVNSILDNIWVPLRDAKLIIRLDAAVALGKCLTIIQDRD 299
SpTor2 RYAAVLILKELAKNTSTLIYAHIDSIFELLWHGLRDPKVTIRIASADALSEFLKIVRQRD 202
mTOR RHAAVLVLRELAISVPTFFFQQVQPFFDNIFVAVWDPKQAIREGAVAALRACLILTTQRE 224
SpTorl RMAAILIIKALAQNSPTLVYLYISEIFQNLWTGLRDPKPLIRETAADALGASLDVVCQRE 203
FRixoe ol H R ol : Hiad * HEaH
ScTorl PO--LTSOQWVQRLATSCEYGFQV-=-==—=——— NTLECIHASLLVYKEILFLKDP-—-—-——--- 331
ScTor?2 PA--LGKQWFQRLFQGCTHGLSL--—-=-—-—-—— NTNDSVHATLLVFRELLSLKAP-—-—-———-— 342
SpTor2 SS—-—-IRLOWYTSILNEAQRGVAQ-—-—-—-——-—— GSSDYIHGSLLVYRQLFLKAGM-—-=-—-—-—-— 245
mTOR PKEMQKPQWYRHTFEEAEKGFDETLAKEKGMNRDDRIHGALLILNELVRISSMEGERLRE 284
SpTorl AK--VQLOCFNEVLLOQAEHGLRQ--==—-—=—-—— SSVEYLHGSLLAYKELFEKSGS—-=-—=—-——-— 246
* * . . K **
ScTorl = @ @ —-— oo
SCTOr2 —-m oo
SPTOrZ  mm oo
mTOR EMEEITQQQLVHDKYCKDLMGFGTKPRHITPFTSFQAVQPQQOSNALVGLLGYSSHQGLMG 344
SpTorl = @ ———————— e
ScTorl @ ——————————————————— FLNQVFDQMCLNCIAYENHKAKMIREKIYQIVPLLASFNP 371
ScTor2 W @ ——————————————————— YLRDKYDDIYKSTMKYKEYKFDVIRREVYAILPLLAAFDP 382
SpTor2 W ———————————————————= FMHERYREVSDIILQFRDHKDLLIRKTVTELIATLAAYNP 285
mTOR FGTSPSPAKSTLVESRCCRDLMEEKFDQVCQWVLKCRNSKNSLIQMTILNLLPRLAAFRP 404
SpTorl ———————————————————= FIREHYTEFCDLALRLREHRDNSIRRCIVFLLPTLSEYNP 286

* . . .. * e . K
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ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

QLFAG-KYLHQIMDNYLEILTNAPANKIPHLKDDKPQILISIGDIAYEVGPDIAPYVKQI
ATFTK-KYLDRIMVHYLRYLKNIDMNAANNS--DKPFILVSIGDIAFEVGSSISPYMTLI
DEFVS-NYLHVCMLHLLNLLKKENV-—-—-——-—-—-—-— KMLAFATIGKVAVAITNSIIPYLDPI
SAFTDTQYLODTMNHVLSCVKKEKE--——————— RTAAFQALGLLSVAVRSEFKVYLPRV
KKFQQ-RYLDSFMVYLLSHIRKDKE-———-—-———-— KSLAFEAIGRIAMAVNEAMIPYLONI

* * * * * . . . . .« ok .. . . * .

LDYIEHDLQTK----- FKFRKKFENEIFYCIGRLAVPLGPVLGKLLNRNILDLMFKCPLS
LDNIREGLRTK-—-—--- FKVRKQFEKDLFYCIGKLACALGPAFAKHLNKDLLNLMLNCPMS
CDSIKESLKIH----- IRNKSASDAAIFQCISLLSIALGQAFSNYA-YDLFDLIFASGLS
LDITRAALPPKDFAHKRQKAMQVDATVEFTCISMLARAMGPGIQQODI-KELLEPMLAVGLS
LKVIRDTLTAK----- VREKTQYEKPVFECIGMLAAAVKLELLEDS RSLLGLIFSCELS

* * . . * ** * . . . . %

DYMQETFQILTERIPSLGPKINDELLNLVCSTLSGTPFIQPGSPMEIPSFSRERAREWRN
DHMQETLMILNEKIPSLESTVNSRILNLLSISLSGEKFIQSNQYDENNQFSIEKARKSRN
EASYRALSDLAHNIPPLLPVIQERLLDMLSKILSGRPFIPPGCPPQYVARSLKSS-—-—-—-—
PALTAVLYDLSRQIPQLKKDIQDGLLKMLSLVLMHK--PLRHPGMPKGLAHQLASPGLTT
VHLRQALVKMAENIPPLLAPIQERLLNMVSQILTGKNFEIRTNDTYTPSFTNIYSAREPD

LRk x .. ek e *

KNILOQKTGESNDDNNDIKIIIQAFRMLKNIKSR-FSLVEFVRIVALSYIEHTDPRVRKLA

QOSFMKKTGESNDDITDAQILIQCFKMLQLIHHQ-YSLTEFVRLITISYIEHEDSSVRKLA
KSASLKTGFFPND-—-—-— VYILALKVLGNEFDFSGYILNEFVKDCVVVYLENNDPEVRKTA
LPEASDVGS——————=———— ITLALRTLGSFEFEGHSLTQFVRHCADHFLNSEHKEIRMEA
Q-RSKSTES-—-—====——— IILALETLGTEFNFTGYSLISFIQESVLSYLENDNSEIRIAA

HI SN A . HEHH . HE
ALTSCEIYVK-—---- DNICKQTSLHSLNTVSEVLSKLLAITIADPLOQDIRLEVLKNLNPC
ALTSCDLFIK-—-—-—-— DDICKQTSVHALHSVSEVLSKLLMIAITDPVAEIRLEILQHLGSN
SITCSQLFAR-—--—-— DPILSQTSDHAIQVVAEVLEKLLTVGICDTVPDIRLTVLNSLDSR
ARTCSRLLTPSIHLISGHAHVVSQTAVQVVADVLSKLLVVGITDPDPDIRYCVLASLDER
ARTCCQVFAR-—----— DPICRKTNPLAVESVAEVLEKLLTLGIADSDPKIRETVLSLLDER

* . .. ke o kk kkk . *x X * K .k *

FDPQLAQPDNLRLLFTALHDESEFNIQSVAMELVGRLSSVNPAYVIPSIRKILLELLTKLK
FDPQLAQPDNLRLLFMALNDEIFGIQLEATIKIIGRLSSVNPAYVVPSLRKTLLELLTQLK
FNKHLAQADKIRLLFIAINDENFAVRESALRIIGRLNVYNPAYVMPYLRKIMLKTLTILD
FDAHLAQAENLQALFVALNDQVFEIRELAICTVGRLSSMNPAFVMPFLRKMLIQILTELE

FDRHLAHPDNIRCLFIALNDEVESIREIATIIIIGRLALYNPAHVMPSLRKTIIQLLSDME
I R R o S HEd KRR Kk gkk i Foon

FSTSSREKEETASLLCTLIRSSKDVAKPYIEPLLNVLLPKFQDTSS----TVASTALRTI
FSNMPKKKEESATLLCTLINSSDEVAKPYIDPILDVILPKCQDASS----AVASTALKVL
YSTIIRTKEENAKLLCLLIAAAPRLIESHVEPILQILLPKAKDSSS----IVAASIVNSL
HSGIGRIKEQSARMLGHLVSNAPRLIRPYMEPILKALILKLKDPDPDPNPGVINNVLATI
YSGNSRQKEESAQLLKLLVSKARTLIKPYIQSIIHVILPKAADTSP————GVSSAIISAL

* . ** * - K% * . . .. * * *

GELSVVGGEDMKIYLK-DLFPLIIKTFQDOSNSFKREAALKALGQLAASSGYVIDPLLDY
GELSVVGGKEMTRYLK-ELMPLIINTFQDOSNSFKRDAALTTLGQLAASSGYVVGPLLDY

GEICQISGEVIVPFIK-DLMPLIIEALQDQSSPIRRAAALKALGNLSSSTGYVIDPYIEF
GELAQVSGLEMRKWVD-ELFIIIMDMLODSSLLAKRQVALWTLGQLVASTGYVVEPYRKY
GELASVEGEDMPVDVRGSFMKLILVNLQDQSSTLKRLASLKCLRKLCGRSGYVIQPYLDY
** . H * : : P :*: ** * :* .:* * :* . *** * .
PELLGILVNILKTENSQONIRRQTVTLIGILGAIDPYRQKE--—-=-=-—-————-— REVTSTTDI
PELLGILINILKTENNPHIRRGTVRLIGILGALDPYKHRE-----—-—-———— IEVTSNSKS
PSLLDILIGITKTEQDITIRRETIKLIGTLGALDPNRHRV-=-=--=-—-—-———-— LEKG-TEKV
PTLLEVLLNFLKTEQNQGTRREAIRVLGLLGALDPYKHKVNIGMIDQSRDASAVSLSESK
PPLLGALIGILQSEQPTPIRREVLRTLGVLGALDPYTYLT-—-=-—-—=————————— TEEVSD

* Kk x * . . o ok . * * . ek Kk ke kK

STEQNAPPIDIALLMQGMSPSNDEYYTTVVIHCLLKILKDPSLSSYHTAVIQAIMHIFQT
SVEQNAPSIDIALLMQGVSPSNDEYYPTVVIHNLMKILNDPSLSTHHTAAIQAIMHIFQN
VPEQKNIPPDISLLMSGIGPSSDEYYPTVVITALMSILKDPSLTIHHTAVIQAVMYIFKT
SSQDSSDYSTSEMLVNMGNLPLDEFYPAVSMVALMRIFRDQSLSHHHTMVVQAITFIFKS
DLQSSHNNAHGVPQISAAQYPSLENYAMVAVVTLIGILKDSSLSMHHSSVVQAVMHICSQ

* * * . * . * . * ** ok . ** *

430
439
335
455
336

485
494
389
514
390

545
554
444
572
450

604
613
499
622
499

659
668
554
682
554

719
728
614
742
614

775
784
670
802
670

834
843
729
861
730

883
892
777
921
776

943
952
837
981
836
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ScTorl
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mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
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SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
ScTor?2
SpTor2
mTOR

SpTorl

LGLKCVSFLDQITIPTILDVMRTCSQSLLEFYFQQOLCSLITIIVRQHIRPHVDSIFQAIKDF
LGLRCVSFLDQITIPGIILVMRSCPPSQLDFYFQQOLGSLISIVKQHIRPHVEKIYGVIREF
MGLRCAPFLSQIIPEFIAVMRTCPTNILEFYFQQLSILVLIVRQHIRSFLPDLFKLIKDFE
LGLKCVQFLPQVMPTFLNVIRVCDGAIREFLFQQLGMLVSFVKSHIRPYMDEIVTLMREF
MGSKSTVFLPQVVPTFLQVMQSLSASSAEFYFQQLTTLTSIIGPNIRDYVSDIFNLSKVF

ok . KK keek ee K sk kX Kk * .. sk k . . %

S—-SVAKLQITLVSVIEAISKALEGEFKRLVPLTLTLFLVILENDKSSDKVLSRRVLRLLE
F-PIIKLQITIISVIESISKALEGEFKREVPETLTFFLDILENDQSNKRIVPIRILKSLV
WNPHSNLQFTILSLIESLARAMQGEFKPYLPSLLVMMLQIFDSDVSVDSVSTKKVLHAFT
WVMNTSIQSTIILLIEQIVVALGGEFKLYLPQLIPHMLRVEMHDNSPGRIVSIKLLAATIQ
WESTTSLLLVILELIDAIAIALQDEFKFYLPQILSCMLKAFSLDNTSSRSVSYKVLQSFV

ok . . * . *** . % . . % . * . .ok

SEGPNLEGYSHLITPKIVOMAEFT--SGNLORSAIITIGKLAKDVDLFEMSSRIVHSLLR
TFGPNLEDYSHLIMPIVVRMTEYS--AGSLKKISIITLGRLAKNINLSEMSSRIVQALVR
VEGDTLADYFHMLLDPILRLYERNDVSIGIKESIMITIGRLSMVINLSEYASRIIHPVMR
LFGANLDDYLHLLLPPIVKLFDAPEAPLPSRKAALETVDRLTESLDFTDYASRIIHPIVR
IFGSNIEEYMHLVLPVIIRSFERDTIPLGFRKSALKCIAQLFQSVNFSDHASRIIHPLVR

* % . * K. o ek .. R R

VLSSTTSDELSKVIMNTLSLLLIQMGTSFAIFIPVINEVLMKKHIQHTIYDDLTNRILNN
ILNNGD-RELTKATMNTLSLLLLOQLGTDFVVEVPVINKALLRNRIQHSVYDQLVNKLLNN
MLSCNN-ASLIRVSMDTVCALIYQLNVDFAIFIPMIDKCLKMNGVTHETYSILVEQFLQE
TL-DQSP-ELRSTAMDTLSSLVFQLGKKYQIFIPMVNKVLVRHRINHQRYDVLICRIVKG
ML- GKSNGDLRAVIMDTLCAIVSQLGYDYSIFIPMVNKVLVSHKISHPAYELLVSRLLKG

* * * * .. * . . * * o .. * . . * * *

DVLP----—-—- TKILEANTTDY-KPAEQMEAADAGVAKLPINQSVLKSAWNSSQQRTKED
ECLP-—————- TNIIFDKENE--VPERKNYEDEMOVTKLPVNONILKNAWYCSQQKTKED
QPLP-—————- IKLNPYEKYDKPKLDVVASAADITSKKLPVNQEILRNAWEASQRSTKDD
YTLADEEEDPLIYQHRMLRSGQGDALASGPVETGPMKKLHVSTINLQKAWGAARRVSKDD
EPLP---KDVVVKEFKPRPS----- TKPFSTQDEVLTKLPVDQASLKAAWESSQKLTRDD

* * % . * . * % ... o . ook

WOQEWSKRLSIQLLKESPSHALRACSNLASMYYPLAKELENTAFACVWTELYSQYQEDLIG
WOEWIRRLSIQLLKESPSACLRSCSSLVSVYYPLARELFNASFSSCWVELQTSYQEDLIQ
WOQEWIRRLGVALLRESPSHALRACAALAAAYQPLARDLENASFVSCWSELYDHFQEELVK
WLEWLRRLSLELLKDSSSPSLRSCWALAQAYNPMARDLENAAFVSCWSELNEDQQDELIR
WODWIRRISIELLKESPSSALRSCSTLAGIYHPLARDLENVSFLSCWDELTESNKKNLVK

Kk ek ek e o kke ek Kk * Kk o % * Kk kekeoehkkk oKk * ok k e ek

SLCIALSSPLNPPEIHQTLLNLVEFMEHDD-KALPIP----TQSLGEYAERCHAYAKALH
ALCKALSSSENPPEIYQMLLNLVEFMEHDD-KPLPIP----IHTLGKYAQKCHAFAKALH
SIEIALTSPHISPEIIQILLNLAEFMEHDD-KPLPID----IRTLGAYAAKCHAFAKALH
SIELALTSQDI-AEVTQTLLNLAEFMEHSDKGPLPLRDDNGIVLLGERAAKCRAYAKALH
SIELAMNAPNISVEILQTLLNLAEYMERED-HTLPIP----IKVISAHASKCNVYAKALH

* . . * . * hkkkk ke kk o * kK . . * . % ek kK Kk Kk

YKEIKFIKE-—-——-— PENSTIESLISINNQLNQTDAAIGILKHAQQHH-SLOQLKETWFEKL
YKEVEFLEE-———- PKNSTIEALISINNQLHQTDSAIGILKHAQQOHN-ELQLKETWYEKL
YKELEFIEEELVTKPSVDTIEALISINNQLQQPDAAIGILKHAQQHD-KMNLKETWYEKL
YKELEFQKGP--—--- TPAILESLISINNKLQQPEAAAGVLEYAMKHFGELEIQATWYEKL
YTELQFVQETK-EEVSISTIESLITINNHLQQSDAAVGMLQYTKEHK-QFSLKETWYEKL
Kokroxo R R S R T
ERWEDALHAYNEREKAGDTSVSVTLGKMRSLHALGEWEQLSQLAARKWKVSKLQTKKLIA
ORWEDALAAYNEKEAAGEDSVEVMMGKLRSLYALGEWEELSKLASEKWGTAKPEVKKAMA
QRWEDALSAYEKREAAGAGNFEITMGKLRCLHALGEWDRLSQLAQENWIHAGHDARRYIA
HEWEDALVAYDKKMDTNKDDPELMLGRMRCLEALGEWGQLHQQCCEKWTLVNDETQAKMA
HRWDDALAAYEHREREGDSSFEINIGKLRCYYALGDWDHLSELAQKAWVTSEQEHREAIA

* * kK ** . . ok o ok *** * * . * . . %

PLAAGAAWGLGEWDMLEQYISVMKPKSPDKEFFDAILYLHKNDYDNASKHILNARDLLVT
PLAAGAAWGLEQWDEIAQYTSVMKSQSPDKEFYDAILCLHRNNFKKAEVHIFNARDLLVT
PLSVAAAWGLGQWEQMDEYISVMKSESPDKAFFNAIVALHRSQFEEAASYITRARDLLDT
RMAAAAAWGLGOQWDSMEEYTCMIPRDTHDGAFYRAVLALHODLEFSLAQQCIDKARDLLDA
PLAAAAAWGLGQWNLISEYVSAMDRDPODKEFFSAISAVHLGQYNKAYGHIERHRDILVN

* Kk k kK ok . . .-k . * * . * . .k . * * * koo Kk

1003
1012
897
1041
896

1062
1071
957
1101
956

1120
1129
1017
1161
1016

1180
1188
1076
1219
1075

1232
1239
1129
1279
1127

1292
1299
1189
1339
1187

1347
1354
1244
1398
1242

1401
1408
1303
1453
1300

146l
1468
1363
1513
1360

1521
1528
1423
1573
1420
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ScTorl
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ScTorl
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ScTorl
ScTor2
SpTor2
mTOR

SpTorl

ScTorl
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SpTorl
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ScTorl
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SpTorl

EISALINESYNRAYSVIVRTQIITEFEEIIKYKQLPPNSEKKLHYQONLWTKRLLGCQKNV
ELSALVNESYNRAYNVVVRAQITIAELEEIIKYKKLPONSDKRLTMRETWNTRLLGCQKNI
ELTALVGESYNRAYSVAVRVOMLSELEEIITYKKAEDKPEVREMIKKTWVRRLKGCQRNV
ELTAMAGESYSRAYGAMVSCHMLSELEEVIQYKLVPERR---EITIRQIWWERLQGCQRIV
DLSSIIGESYNRAYGIMVKSQMLSELEEIIDYKKNMQYENNLDSLKKTWRKRLEGCQKNV
ceses KKK KKKk ok seeskekkek KK ek Kk Kok

DLWQRVLRVRSLVIKPKQDLOIWIKFANLCRKSGRMRLANKALNMLLEGGNDPSLPNT-F
DVWQRILRVRSLVIKPKEDAQVRIKFANLCRKSGRMALAKKVLNTLLEETDDPDHPNT-A
DVWQRMLRIRSLVISPRDNMEMWIKFANLCRKSGRISLAKKSLNLLLEDDENLDNSLV-L
EDWOKILMVRSLVVSPHEDMRTWLKYASLCGKSGRLALAHKTLVLLLGVDPSRQLDHP-L
DVWHNTLRFRALVLSPQDSPEMWIKLADLCRRSDRLKLSNQCLTYLMGRDPSNAYPLDSL

* . * * ek k. K e . ek kK% ek k. Koo oo e * * .

KAPPP-VVYAQLKYIWATGAYKEALNHLIGFTSRLAHDLGLDPNNMIAQSVKLSSASTAP
KASPP-VVYAQLKYLWATGLQDEALKQLINFTSRMAHDLGLDPNNMIAQSVPQQOSKRVPR

KKTHPSIVYANLKFLWAVDDKRKALNSMOEFTSQLISDINVDP-ALFVOSTSVNTQKSQE
PTVHPQVTYAYMKNMWKSARKIDAFQHMOHFVQTMQOQQA--—QHATIATED-——————— 00
KLLNPHVVYTYLKYLWATDQOKNIAVSELEEFTSYLSSKH---GYKMGDSSKLVDILASSS

* . * . .k .k * . *

YVEEYTKLLARCFLKQGEWRIATQPNWRNTNPDAILGSYLLATHEDKNWYKAWHNWALAN
HVEDYTKLLARCFLKQGEWRVCLQPKWRLSNPDSILGSYLLATHFDNTWYKAWHNWALAN
EIQYYFHLLARCYHKQGOWQQEIENNWSEGSFDGVLQSYMYATQFDSKWYKAWHSWALAN
HKQELHKLMARCFLKLGEWQLNLQG-INESTIPKVLQYYSAATEHDRSWYKAWHAWAVMN
VSSEERSFLARCEFHKLGKWKKSLODSVNQESVRDILNCYFYATLEFDKSWYKAWHSWALAN

o ek hk oo * ke k. . . % * * * * kkkhkkkk kK. *

FEVISMVQEETKLNGGKNDDDDDTAVNNDNY———==—=—==————————m oo RIDG
FEVISMLTSVSKKKQEGSDASSVTDIN-—=——=—=————————— - EFDN
FEAVKFLEQS —— === == == = == m o o o o
FEAVLHYKHONQARDEKKKLRHASGANITNATTAATTAATATTTASTEGSNSESEAESTE
FEVVGY YEQTEHG—— === == === == —m o o oo e e

* K .

SILGSGSLTINGNRYPLELIQRHVVPAIKGFFHSISLLETSCLODTLRLLTLLENFGGIK
GMIGVNTFDAKEVHYSSNLIHRHVIPAIKGFFHSISLSESSSLODALRLLTLWEFTEGGIP
——————————— EEQIPSAAYEQYIIPAVKGFFKSIALSKGN-LODTLRLLNLWEKEGNNS
NSPTPSPLQKKVTEDLSKTLLMYTVPAVQGFFRSISLSRGNNLODTLRVLTLWEDYGHWP
——————————— VIQDMYE---QYIVPAIKGEFFHSSVLNQKNSLODILRLLNLWEFKFGEHS

ek ke o khk ok * *kk kk ek Kk Kk ek

EVSQAMYEGFNLMKIENWLEVLPQLISRIHQPDPTVSNSLLSLLSDLGKAHPQALVYPLT
EATQAMHEGEFNLIQIGTWLEVLPQLISRIHQPNQIVSRSLLSLLSDLGKAHPQALVYPLM
NVINTLNVGISTVNIDIWLDVIPQLIARIHASSLSVRKSVHQLLSDVGRAHPQALVYPLT
DVNEALVEGVKAIQIDTWLQVIPQLIARIDTPRPLVGRLIHQLLTDIGRYHPQALIYPLT
DVAAAIVEGFSNVPMDTWLEVIPQLIARIHTSSSSVRASVHQLLSDIGRVHPQALVYSLT

* . . ** * **** ** * . ** * * ***** * *

VAIKSESVSRQKAALSIIEKIRIHSPVLVNQAELVSHELIRVAVLWHELWYEGLEDASRQ
VAIKSESLSRQKAALSIIEKMRIHSPVLVDQAELVSHELIRMAVLWHEQWYEGLDDASRQ
VAAKSQSSARQNAALAIMDSLKTHSPRLVEQARLVSHELIRAAILWHEQWHEGLEEASRL
VASKSTTTARHNAANKILKNMCEHSNTLVQQAMMVSEELIRVAILWHEMWHEGLEEASRL
VSSKSTNPQOKHSAKSIMDSMLSHSDTLVRQALLVSQELIRVAILWHELWYEGLEEASQA

* o kX oo e ok * . . * % kk kk ek k kkkhkk kekkkhkk koekkhkoookko

FEVEHNIEKMFSTLEPLHKHLGNEPQTLSEVSFQKSFGRDLNDAYEWLNNYKKSKDINNL
FFGEHNTEKMFAALEPLYEMLKRGPETLREISFONSFGRDLNDAYEWLMNYKKSKDVSNL
YFGDHNIEGMFAVLRPLHEMLERGPETLREISFQOAFGRDLVEARDCCIRFEQTGDISDL
YFGERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQTLKETSENQAYGRDLMEAQEWCRKYMKSGNVKDL
YFSDHDISLMIDIVKPLHETLEKGPSTLSEISFAQTFGYDLRKARSYWQKFLQDGDPTEL

. % .. * . . ** . * ** Kk k% .. * * * * . . %

NQAWDIYYNVFRKITRQIPQLOTLDLQHVSPQLLATHDLELAVPGTYFPG-KPTIRIAKF
NQAWDIYYNVFRKIGKQLPQLOTLELQHVSPKLLSAHDLELAVPGTRASGGKPIVKISKE
NOQAWDLYYQVFKKIRKQLPQLTTLDLQYVSPKLLHVHDLELAVPGTYVSG-KPVIRIVKF
TOQAWDLYYHVFRRISKQLPQLTSLELQYVSPKLLMCRDLELAVPGTYDPN-QPIIRIQST
NOQSWDLYYQVFRRIQKQLPRIKHLELQYVSPKLLDACDLELAVPGTYGHN-KPVIRISHF

ke kkokkohkk ook ok ok o o ke kk o khkk o kK KAk Ak k kK kK .k . ok

1581
1588
1483
1630
1480

1640
1647
1542
1689
1540

1699
1706
1601
1738
1597

1759
1766
1661
1797
1657

1794
1797
1671
1857
1670

1854
1857
1719
1917
1716

1914
1917
1779
1977
1776

1974
1977
1839
2037
1836

2034
2037
1899
2097
1896

2093
2097
1958
2156
1955
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EPLFSVISSKQRPRKEFSIKGSDGKDYKYVLKGHEDIRQDSLVMQLFGLVNTLLKNDSECF
EPVFSVISSKQRPRKEFCIKGSDGKDYKYVLKGHEDIRQDSLVMQLFGLVNTLLONDAECFE
YPTENVITSKQRPRRLSIKGSDGKDYQYVLKGHEDIRQDERVMQLFGLCNNLLLADPETF
APSLOVITSKQRPRKLTLMGSNGHEFVFLLKGHEDLRQDERVMQLFGLVNTLLANDPTSL
HHTFEVISSKQRPRRLTIHGSDGKDYQYVLKGHEDLRQDERVMOQLEFGLCNTLLTTDSETF

e kkekhkhkhkhkhkoo o kkoekoeoo ookhkhkhkhkkhkoxkKk *khkkkhkkkk Kk kK *

KRHLDIQQYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHRDAKKIPLNIEHWVMLOMAPDYE
RRHLDIQQYPAIPLSPKSGLLGWVPNSDTFHVLIREHREAKKIPLNIEHWVMLOMAPDYD
KRLLSIQRYPVIPLSPDSGLLGWVLDSDTLHVLIRDYRESRKILLNIEHRLIIQMAPDYD
RKNLSIQRYAVIPLSTNSGLIGWVPHCDTLHALIRDYREKKKILLNIEHRIMLRMAPDYD
KRRLNIERYTVIPLSPNSGLLGWVPHSDTLHFLIKEFRSKRNILLNLEHRMMLOMAPDCD

Kk ke ek * Kk kK Kk Kk Kk o kKk Kk KKk ek Kk oo * e ok kk e kK IR

NLTLLOKIEVFTYALDNTKGQDLYKILWLKSRSSETWLERRTTYTRSLAVMSMTGYILGL
NLTLLOKVEVEFTYALNNTEGQDLYKVLWLKSRSSETWLERRTTYTRSLAVMSMTGYILGL
RLTLLOKVEVFEYALLSTTGQDLYRVLWLKSRSSEAWLNRRTNYSRTLAVMSMVGYILGL
HLTLMQKVEVFEHAVNNTAGDDLAKLLWLKSPSSEVWEFDRRTNYTRSLAVMSMVGYILGL
SLTLLOKLEVFEYVMANTDGYDLYHVLWLKSRSSEAWLDRRTSYTQSLAVMSMVGYILGL

Kk hkk o kk o kkk . . * ok kK sekkhkhkk kkhkk ke okhkkhkk Kkeookkhkhkkhkk khkkkkk

GDRHPSNLMLDRITGKVIHIDFGDCFEAAILREKYPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEGSF
GDRHPSNLMLDRITGKVIHIDFGDCFEAAILREKFPEKVPFRLTRMLTYAMEVSGIEGSF
GDRHPSNLMLDRYTGNIIHIDFGDCFEVAMHREKFPEKIPFRLTRMLVNAMEVSGIEGTFEF
GDRHPSNLMLDRLSGKILHIDFGDCFEVAMTREKFPEKIPFRLTRMLTNAMEVTGLDGNY
GDRHPSNLMMDRYSGKIIHIDFGDCFEVAMHREKFPEKIPFRLTRMLINAMEVSGIQGTY

Ak Ahkkkhkkk ko kK ek e e e khkhkk kA A hKA Ko Kk ko khkk o khkkkkkkk KAk kK ek o ok .

RITCENVMRVLRDNKESLMAILEAFALDPLIHWGFDLPPQKLTEQTGIPLPLINPS----
RITCENVMKVLRDNKGSLMAILEAFAFDPLINWGEFDLPTKKIEEETGIQLPVMNAN-———
RITCEHVMRVLRTNKESVMAVLEAEFVYDPLINWRLAPAYSPSIDEKQSNEPNTLLG----
RITCHTVMEVLREHKDSVMAVLEAFVYDPLLNWRLMDTNTKGNKRSRTRTDSYSAGQSVE
KITCELVMRVLRSNTESLMAVLEAFVYDPLINWRLMTKSSFGASTTLRPTSSSVE-----

kK k Kk * Kk kKK . Kk e kk o kK kKK KAk K o ok

———————— ELLR--KGAITVEEAANMEAE--QONETKNARAMLVLRRITDKLTGNDIKREF
———————— ELLS--NGAITEEEVQRVENE--HKNAIRNARAMLVLKRITDKLTGNDIRRF
———————— ETIDGLHRKRLNEEGITLEER--QKPEILNQRAITVLNRVSNKLTGRDEFKPQ
ILDGVELGEPAHKKTGTTVPESIHSFIGDGLVKPEALNKKAIQIINRVRDKLTGRDEFSHD
———————— EKGRSYTHRARHADYAALSETNGVNAEGLNERSIQVLKRVSNKLTGKDFDLK

* . * o .. .. * . ek kK Kk koo
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Abbildung 8.2: Sequenzvergleich der TOR-Komplex-Mitglieder mTOR aus Saugern und ScTOR1 bzw.
ScTOR2 aus S. cerevisiae und den homologen Proteinen SpTorlbzw. SpTor2 aus S. pombe. Die
Sequenzvergleiche wurden mit ClustalW2 durchgefithrt. Dabei zeigt ,, “ (ein Leerzeichen) keine

Ubereinstimmung, wahrend ,,

. “ bzw. ,,:“ die Ubereinstimmung von zweien oder mehreren untersuchten

Proteinen darstellt. Ist eine Aminosdure in allen Fallen identisch, so wird dieses mit einem ,, * “ angezeigt.
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Abbildung 8.3: Sequenzvergleich der TOR-Komplex-Mitglieder mRAPTOR aus Séaugern und ScKOG1
aus S. cerevisiae und dem homologen Protein SpMipl aus S. pombe. Die Sequenzvergleiche wurden mit
Clustalw2 durchgefiihrt. Dabei zeigt ,, * (ein Leerzeichen) keine Ubereinstimmung, wihrend ,, . “ bzw. ., :
die Ubereinstimmung von zweien oder mehreren untersuchten Proteinen darstellt. Ist eine Aminoséure in allen
Féllen identisch, so wird dieses mit einem ,, * “ angezeigt.
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Abbildung 8.4: Sequenzvergleich der TOR-Komplex-Mitglieder mLST8 aus Saugern und ScLST8 aus S.
cerevisiae und dem homologen Protein SpWatl aus S. pombe. Die Sequenzvergleiche wurden mit Clustalw?2

durchgefiihrt. Dabei zeigt ,, * (ein Leerzeichen) keine Ubereinstimmung, wihrend .,

L bzw. L, L die

Ubereinstimmung von zweien oder mehreren untersuchten Proteinen darstellt. Ist eine Aminoséure in allen
Féllen identisch, so wird dieses mit einem ,, * “ angezeigt.
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Abbildung 8.5: Sequenzvergleich der TOR-Komplex-Mitglieder mRICTOR aus Sdugern und ScAVO3
aus S. cerevisiae und dem homologen Protein SpSte20 aus S. pombe. Die Sequenzvergleiche wurden mit

Clustalw2 durchgefiihrt. Dabei zeigt ,, * (ein Leerzeichen) keine Ubereinstimmung, wihrend ,, .

“ bzw. ., :
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die Ubereinstimmung von zweien oder mehreren untersuchten Proteinen darstellt. Ist eine Aminoséure in allen
Féllen identisch, so wird dieses mit einem ,, * “ angezeigt.
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* . .

Abbildung 8.6: Sequenzvergleich der TOR-Komplex-Mitglieder mSIN1 aus Sdugern und ScAVOL1 aus S.
cerevisiae und dem homologen Protein SpSinl aus S. pombe. Die Sequenzvergleiche wurden mit ClustalWw?2
durchgefiihrt. Dabei zeigt ,, * (ein Leerzeichen) keine Ubereinstimmung, wihrend ,, . bzw. ,,:“ die
Ubereinstimmung von zweien oder mehreren untersuchten Proteinen darstellt. Ist eine Aminosaure in allen
Féllen identisch, so wird dieses mit einem ,, * “ angezeigt.

8.3 Sequenzvergleiche der SpCicl, ScCLC1 und mCLC1

Aminoséuresequenzvergleiche zwischen den Proteinen mCLC1A/mCLC1B und ScCLC1
zeigten eine Identitat von 13% / 14%, wahrend ein Vergleich von mCLC1A / mCLC1B und
SpClcl eine 19% / 19%ige Identitat der Aminosdauresequenz ergab (Abbildung 8.7).

mCLC1A -MAELDPFGAPAGAPGGPALGNGVAGAGEEDPAAAFLAQQ——-—————- ESETAGIENDE 50
mCLC1B ---MADDFGFFSSSE-—---- SGAPEAAEEDPAAAFLAQQ---——-—-- ESEIAGIENDE 42
SpClcl -MSQFPALEDFDDGLVTAPVDDSKNNTDFLEREKLALGED—--——-——- AGQFETPEDKD 50
SccLcl MSEKFPPLEDQNIDFTPN--DKKDDDTDFLKREAEILGDEFKTEQDDILETEASPAKDDD 58
. . * .. . .. .
mCLC1A AFATLDGGAPGPQPHGEPPG-GPDAVDGVMNGEY YQESNGPTDSYAAT SQVDRLQSE—-P 107
mCLC1B GFGAPAGSHAAPAQPGPTSGAGSEDMGTTVNGDVFQEANGPADGYAAIAQADRLTQE--P 100
spClcl ALLNFENDSEAEQTRFEQNFPPIDAEMQASG--TFSAPKAPYMGQAEVHPPEDESGD--P 106
SccLcl EIRDFEEQFPDINSANGAVSSDONGSATVSSGNDNGEADDDFSTFEGANQSTESVKEDRS 118
mCLC1A ESIRKWREEQMERLEALDANSRKQEAEWKEKAIKELEEWYARQDEQLQKTKANNRVADEA 167
mCLC1B ESIRKWREEQRKRLQOELDAASKVTEQEWREKAKKDLEEWNQRQSEQVEKNKINNRIADKA 160
spClcl EPVRKWKEDOMKRIQERDESSKKLRESNIEKARKAIDDFYENFNDKRDKVIAKSRKEQEK 166
SccLcl EVVDQWKQRRAVE ITHEKDLKDEELKKELQDEATIKHIDDFYDSYNKKKEQQLEDAAKEAEA 178
* . ok o o . . * e ek K e e e e . .. .
mCLC1A FYKQPFADVIGYVTNINHPCYSLEQAAEEAFVNDIDESSPGTEWERVARLCDENPKSSKQ 227
mCLC1B FYQQPDADIIGYV-—---——---—— ASEEAFVKESKEETPGTEWEKVAQLCDFNPKSSKQ 208
spClcl LLEE-—-———————————————— NESKSTGTTSWERILKLIDLSDKPEAH 197
ScCLC1 FLKK-—-———————————————————— RDEFFGQDNTTWDRALQLINQDDADIIG 210
. .. . * ke . ok .

mCLC1A AKDVSRMRSVLISLKQAPLVH-——=-——==-— 248

mCLC1B CKDVSRLRSVLMSLKQTPLSR--———---——-- 229

spClcl GRSTERFRELLISLAKDSNAPGAAGTTVSSSS 229

SccLcl GRDRSKFKEILLRLKGNAKAPGA--—--———— 233

ok . *

Abbildung 8.7: Sequenzvergleich von mCLC1A bzw. mCLC1B aus Saugern, ScCLC1 aus S. cerevisiae
und SpClcl aus S. pombe. Die Sequenzvergleiche wurden mit ClustalW2 durchgefiihrt. Dabei zeigt ,, “ (ein
Leerzeichen) keine Ubereinstimmung, wihrend ,, . “bzw. ,, : “die Ubereinstimmung von zweien oder mehreren
untersuchten Proteinen darstellt. Ist eine Aminosdure in allen Fillen identisch, so wird dieses mit einem ,, * *
angezeigt.
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