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| Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Anpassung an sich dndernde CO,-Bedingungen ist essentiell fiir das Uberleben aller Organismen.
Vor allem Mikroorganismen, die den menschlichen Korper besiedeln und infizieren, sind stark
schwankenden CO,-Konzentrationen ausgesetzt. Diese reichen von 0,04% in der Luft bis hin zu 5%
und mehr im menschlichen Kérper. Carboanhydrasen sind ubiquitdar vorkommende Metalloenzyme,
die die Fixierung von CO, durch Umwandlung in Bikarbonat erméglichen. Dieser Prozess spielt vor
allem unter CO,-Mangelbedingungen eine Rolle, da nur so die metabolischen Anforderungen der
Zelle erfillt werden kénnen. So ist die Carboanhydrase Ncel03 in Pilzen essentiell fliir das Wachstum
in Luft. Die Expression der Carboanhydrase wird dabei selbst CO,-abhdngig reguliert. Im
Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae erfolgt die Induktion von NCE103 durch den
aktivierenden Transkriptionsfaktor Cst6, in den verwandten humanpathogenen Hefepilzen
Candida albicans und Candida glabrata durch dessen Homolog Rcal. Der dem Transkriptionsfaktor
Ubergeordnete Regulationsmechanismus war jedoch unbekannt. In dieser Arbeit wurde Sch9 als
Cst6/Rcal-spezifische Kinase identifiziert, die durch Phosphorylierung von Cst6/Rcal die NCE103
Expression CO,-abhdngig reguliert. Dies basierte darauf, dass die Deletion von SCH9 eine
Deregulation der NCE103 Expression in 5% CO, zur Folge hat. Dieser Effekt war auch auf
Proteinebene nachweisbar. Die Untersuchung der Interaktion zwischen Sch9 und Cst6 zeigte nicht
nur das Bindungsvermogen beider Proteine, sondern auch die Phosphorylierung von Cst6 durch Sch9
und bestatigte Sch9 als Cst6-spezifische Kinase. Als Regulationsstelle in Cst6 wurde S266 identifiziert,
denn Sch9-vermittelte Phosphorylierung an S266 ist entscheidend fiir die NCE103 Repression in
5% CO,. Sch9 wird Uber Phosphorylierung, hauptsachlich vermittelt durch die beiden Kinasen TORC1
und Pkh1/2, aktiviert. Die Funktion von Sch9 hinsichtlich der NCE103 Regulation wird jedoch allein
durch Pkh1/2 bestimmt. Eine Phosphorylierung durch TORC1 scheint fur die NCE103 Regulation
Uberflissig zu sein. Damit stellt Sch9 die Verbindung zwischen CO,-Anpassung und Lipid-
Signallbertragung via Pkh1/2 dar. Die zunachst im Modellorganismus S. cerevisiae identifizierte CO,-

Anpassung Uber Sch9/Cst6 ist in den humanpathogenen Hefepilzen C. albicans und C. glabrata

v
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konserviert. Auch in diesen beiden Spezies beeintrachtigte die Deletion von SCH9 die CO,-abhadngige
Regulation der Carboanhydrase. Da sich Homologe von Cst6/Rcal zudem in weiteren pathogenen
Pilzspezies finden, wird eine umfassende Konservierung dieser Signalkaskade angenommen. Dies

charakterisiert die identifizierten Schlisselfaktoren als moégliche Ziele neuer therapeutischer Ansatze.



‘ Summary

Summary

The ability to adapt to changing CO, conditions is essential for all living organisms. Particularly
microorganisms colonizing and infecting the human body are exposed to highly variable CO,
concentrations ranging from 0.04% in the atmosphere to 5% and even more in the blood and specific
bodily niches. Carbonic anhydrases are ubiquitous metalloenzymes that enable fixation of CO, via its
conversion into bicarbonate. This process ensures adequate metabolic requirements for cells in CO,-
limiting environment. Thus, in fungi and other eukaryotes, carbonic anhydrases are essential for
growth in low CO,. The fungal specific carbonic anhydrase NCE103 of the model organism
Saccharomyces cerevisiae is expressed in response to CO, availability and regulated by the
transcriptional activator Cst6. In the S. cerevisiae related human pathogenic yeasts Candida albicans
and Candida glabrata, NCE103 expression is regulated by the Cst6 homolog Rcal. To identify the
kinase acting upstream of Cst6/Rcal, a S. cerevisiae kinase/phosphatase mutant library was screened
for altered NCE103 regulation. From this screen we identified Sch9 as the Cst6-specific kinase
regulating NCE103 expression CO,-dependently via phosphorylation of Cst6. This was based on the
findings that deletion of SCH9 deregulates NCE103 expression at the mRNA and protein level in
5% CO, and the ability of Sch9 to bind and phosphorylate Cst6. Furthermore, we found that
phosphorylation of Cst6 at residue S266 is crucial for carbonic anhydrase repression in 5% CO,. The
activity of the kinase Sch9 is mediated by phosphorylation of its two regulators, Pkh1/2 and TORC1,
but only phosphorylation by Pkh1/2 influences NCE103 regulation. In contrast, Sch9 phosphorylation
by TORC1 seems to be dispensable. The identified NCE103 regulation cascade involving Sch9/Cst6
was shown to be conserved in C. albicans and C. glabrata, because SCH9 deletion affected CO,-
dependent regulation of NCE103 in these species too. Since homologs of Cst6/Rcal are also found in
other pathogenic fungi, a broader conservation of the identified signaling cascade is likely. This
research identifies key players of this novel CO, sensing cascade, which are promising targets of new

therapeutic approaches.

\



Einleitung

1. Einleitung

1.1. CO: - Biologie und Bedeutung

Das Treibhausgas Kohlenstoffdioxid (CO,) macht mit ~ 0,036% nur einen geringen Anteil der
Atmosphdre aus, hat allerdings weitreichenden Einfluss auf das Leben aller Organismen. CO, ist das
Produkt der Zellatmung eukaryontischer Zellen und entsteht im Zuge der Oxidation von Glucose
wahrend des Citrat-Zyklus in den Mitochondrien (Cummins et al, 2014). Damit ist CO, ein
Nebenprodukt der Energiebereitstellung in Form von ATP, einem Prozess der lebenswichtig fir alle
Eukaryonten ist. Zudem ist CO, als anorganische Verbindung Ausgangsstoff fir die Photosynthese
von Pflanzen und Bakterien. Dabei wird CO, und Wasser unter der Einwirkung von Licht zu
organischen Kohlenstoffverbindungen und Sauerstoff umgewandelt (Janssen et al, 2014). CO, ist
Substrat fiir das Enzym RUBISCO, welches CO, als ersten Schritt des Calvin-Zyklus durch Bindung an
Ribulose-1,5-bisphosphat fixiert und dadurch die Photosynthese von Pflanzen und Bakterien
ermoglicht (Andersson & Backlund, 2008). Die durch Photosynthese entstehenden Kohlenhydrate
dienen zum einen als Energietrager aber auch als Baustoff zur Synthese einer Vielzahl weiterer
Substanzen. Neben Zellatmung und Photosynthese spielt CO, eine essentielle Rolle als Substrat flr

Carboxylierungsreaktionen und Produkt von Decarboxylierungen (Raven, 2006).

Zudem ist CO, ein wichtiges Signalmolekiil in allen Eukaryonten, von Sdugetieren Ulber Insekten und
Nematoden bis hin zu Pilzen (Sharabi et al, 2009). Daher kommt der Detektion und Anpassung an
extrazellulare CO,-Konzentrationen eine grolle Bedeutung zu. Gerade Mikroorganismen, die sowohl
in der Umwelt iberleben als auch den menschlichen Organismus kolonisieren oder infizieren kénnen,
sind enormen CO,-Schwankungen ausgesetzt. So betrdgt die CO,-Konzentration im Blut ~ 5% und ist
damit um ein Vielfaches hoher als in der Luft. In spezifischen Nischen wie Biofilmen kann die CO,-
Konzentration aufgrund chemischer Heterogenitat sogar noch héher sein (Stewart & Franklin, 2008).

In zu hohen Konzentrationen kann CO, den mikrobiellen Metabolismus negativ beeinflussen.
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Beispielsweise wirkt es bei Pilzen durch Hemmung von Zellwachstum, Knospung und Hyphenbildung

toxisch (Chen & Gutmains, 1976; Jain & Agrawal, 1994).

1.1.1. Aufnahme von CO;

CO, gelangt durch passive Diffusion in die Zellen (Missner et al, 2008), allerdings ist unklar, ob dieser
Prozess allein genligt um ausreichende Mengen CO, in die Zellen zu transportieren (Kaldenhoff et al,
2014). Eine wichtige Rolle im CO,-Transport diverser Spezies besitzen Aquaporine (Endeward et al,
2006; Nakhoul et al, 1998; Uehlein et al, 2003). Hierbei handelt es sich um membrandurchspannende
Proteine, die Tetramere bilden und neben Wasser auch volatile Substanzen wie CO, transportieren
(de Groot et al, 2003; Murata et al, 2000; Uehlein et al, 2003). Neben Aquaporinen wurde in der Alge
Chlamydomonas reinhardtii das Rhesusprotein Rh1, dessen Expression CO,-abhangig reguliert wird,
mit dem Transport von CO, in Verbindung gebracht (Soupene et al, 2004; Soupene et al, 2002). Auch
im Menschen wurden Rhesusproteine als CO,-Transporter identifiziert. Hier wurde gezeigt, dass eine
Deletion des Rhesusproteins RhAG in Erythrozyten den CO,-Transport verringert (Endeward et al,

2008).

Einmal in die Zelle aufgenommen, reagiert CO, spontan mit Wasser zu Bikarbonat (CO, + H,0 =
HCO5™ + H'), wodurch es zu einer Fixierung von CO,in der Zelle kommt. Bei hoher extrazellulirer CO,-
Konzentration durchdringen entsprechend viele CO,-Molekiile die Zellmembran. Die spontane
Umwandlung der diffundierenden CO,-Molekiile in HCO;™ geniigt, um die metabolischen Anspriche
der Zelle zu erflllen (Abb. 1). Unter niedrigen CO,-Bedingungen wie Luft genligt die spontane
Fixierung von CO, im Zellinneren nicht, um ausreichend hohe Level HCO; zur Aufrechterhaltung
metabolischer Prozesse zu erzeugen. Stattdessen ist die reversible Umwandlung von CO, zu HCOj3  in
Luft abhangig von Carboanhydrasen, wodurch diese eine zentrale Rolle im CO,-Metabolismus spielen
(Abb. 1). Carboanhydrasen sind ubiquitdr vorkommende, meist Zink enthaltende Metalloenzyme, die

die reversible Reaktion von CO, zu HCO; katalysieren (Supuran, 2008a). Dabei kommt es zu einer
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Beschleunigung auf bis zu 10° Reaktionen pro Sekunde (Lindskog, 1997). Dadurch beeinflussen
Carboanhydrasen neben Biosynthesewegen wie Carboxylierungsreaktionen auch die pH-
Homoostase, da die Produktion von HCO; eine pH-Verringerung zur Folge hat (Aguilera et al, 2005b;
Supuran, 2008a). Carboanhydrasen wurden in allen 3 Doméanen des Lebens entdeckt und werden in 6
verschiedene Klassen (o, B, v, 6, {, n) unterteilt, die sich evolutiondr unabhangig voneinander
entwickelten und sich stark in Aminosauresequenz und Struktur unterscheiden (Tabelle 1) (Del Prete
et al, 2014; Elleuche & Poggeler, 2009). Tierische Carboanhydrasen gehéren ausnahmslos zur a-
Klasse. In Sdugetieren wurden 16 verschiedene gewebe- und organspezifische Carboanhydrasen und

Carboanhydrase-verwandte Proteine beschrieben (Supuran, 2008a).

5% CO, <) 0,04% CO,

s Y .t
£ co, @ 6
~¢ 2 @ ’é a CO,
. ' *
? \j X @
€O, +H,0 < = HCOy +H* CO, +H,0 HCO, + H*
Reaktion / /
Metabolismus Metabolismus

Abb. 1 Fixierung von CO, durch Umwandlung in Bikarbonat unter sich andernden CO,-Konzentrationen

In Umgebungen mit hoher extrazelluldrer CO,-Konzentration (5%) gelangen durch Diffusion viele CO,-Molekiile
in die Zelle und reagieren spontan mit Wasser zu HCO5~, wodurch es zu einer Fixierung von CO, kommt. In Form
von HCO; kann dieses dann fir metabolische Prozesse genutzt werden. In CO,-armem Milieu wie Luft (0,04%
CO,) diffundieren entsprechend wenige CO,-Molekiile in die Zelle und eine spontane Umwandlung zu HCO;~
findet kaum noch statt. Stattdessen katalysieren Carboanhydrasen die reversible Reaktion von CO, zu HCO;3,
wodurch sie essentiell sind fiir das Wachstum in Nischen mit niedriger CO,-Konzentration.
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Tabelle 1: Unterteilung der Carboanhydrasen und deren Vorkommen

Klasse Vorkommen/Beispiele
a Tiere, Bakterien, Pflanzen, Algen, Pilze
z. B. humane CA1 - CA15
B Bakterien, Pflanzen, Algen, Pilze

z. B. NCE103 von Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans und Candida glabrata,
Cryptococcus neoformans CAN1/2

Archden (Methanogene)

Kieselalgen

Chemolithotrophe Bakterien, Cyanobakterien
Plasmodium falciparum

=S N O <

1.2. Einfluss von CO: auf Pilze

Einmal in die Zelle aufgenommen, wirkt CO, als Signalmolekil und kann dadurch die Expression
spezifischer Gene beeinflussen (Taylor & Cummins, 2011). Gerade fir Organismen, die starken CO,-
Schwankungen, wie sie zwischen menschlichem Kérper und Umwelt auftreten, ausgesetzt sind, ist
eine Anpassung an sich dandernde Bedingungen essentiell. Als humanpathogene Mikroorganismen
spielen neben Bakterien auch Pilze eine groRe Rolle. Die Erfassung und Messung der CO,-
Konzentration wurde besonders in den Hefepilzen Candida albicans und Cryptococcus neoformans

untersucht (Bahn & Muhlschlegel, 2006; Mitchell, 2005).

C. albicans ist ein polymorpher Hefepilz, der als Kommensale auf Haut und Schleimhauten des
Menschen zu finden ist. Fir gesunde Individuen ist diese Besiedelung aufgrund der ausgeglichenen
Balance mit anderen Vertretern der Mikroflora harmlos (da Silva Dantas et al, 2016; Neville et al,
2015). Veradnderungen in der Zusammensetzung der Mikroflora durch Antibiotika,
Beeintrachtigungen des Immunsystems durch Immunsuppression oder Stress, sowie Anderungen der
lokalen Umgebung, wie pH Wert und Nahrstoffangebot, konnen jedoch zu vermehrtem Wachstum
und Infektionen fiihren (Nobile & Johnson, 2015). Dies reicht von oberflachlichen Infektionen der
Haut bis hin zu lebensgefédhrlichen systemischen Infektionen von Geweben und Blut (Nobile &
Johnson, 2015). Das Erfassen der extrazelluldren CO,-Konzentration ermdglicht und veranlasst den

Wechsel zwischen Kommensalismus und Pathogenitat in C. albicans (Abb. 2). So wurde gezeigt, dass
4
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C. albicans bei Wachstum unter 6% CO, von der Hefeform zum filamentésen Wachstum wechselt,
was zur erhohten Virulenz des Pilzes beitragt (Mayer et al, 2013; Sheth et al, 2005). Diese CO,-
induzierte Filamentierung manifestiert sich vorwiegend in Form von Pseudohyphen und ist
unabhangig von Kulturmedium und pH Wert (Klengel et al, 2005). Persi et al. beobachteten, dass
hohe CO,-Konzentrationen zu einer gesteigerten Adhdsion von C. albicans an vaginale Epithelzellen
flhrt (Persi et al, 1985). Zur effektiven Paarung wandelt sich C. albicans phanotypisch von weil} zu
opaque (white-to-opaque switch). Physiologische CO,-Konzentrationen von 5% induzieren diesen
Wechsel und stabilisieren den opaque-Phanotyp, wodurch die Paarung im menschlichen Wirt
ermoglicht wird (Huang et al, 2009). Die durch Carboanhydrasen katalysierte Umwandlung von CO,
in HCO; ist essentiell fir das Wachstum des Pilzes in Luft. Damit ist sie Voraussetzung fiir die
Gewebsschadigung in Nischen, in denen geringe CO,-Level vorherrschen (Klengel et al, 2005). Als
moglicher CO,-Sensor wurden Adenylylcyclasen identifiziert (Cummins et al, 2014). Eine Mutation
der Adenylylcyclase CDC35 (auch CYR1 genannt) in C. albicans vermindert die Virulenz in Modellen
fur oberflachliche als auch systemische Infektionen drastisch (Rocha et al, 2001). Cyrl reguliert
dartber hinaus die Biofilmbildung (Hogan & Muhlschlegel, 2011; Verstrepen & Klis, 2006). Folglich
bedingt die Erfassung extrazelluldrer CO,-Level auch direkt die Pathogenitat und Virulenz des Pilzes.
Darliber hinaus reguliert CO,/HCO; die Genexpression. Beispielsweise fihrt 5% CO, in C. albicans zur
Herunterregulation der Carboanhydrase NCE103 und des Hitzeschockproteins HSP12 (Cottier et al,

2012; Sheth et al, 2008).

C. neoformans ist ein exogener humanpathogener Pilz, der ubiquitadr in der Umwelt zu finden ist. Die
Inhalation von Sporen kann zu invasiven Infektionen fiihren, lebensgefdhrliche Infektionen treten
jedoch fast ausschlieflich in immunsupprimierten Patienten auf (Lin & Heitman, 2006). Wahrend
seines Lebens- und Infektionszyklus ist C. neoformans sowohl den niedrigen CO,-Konzentrationen in
der Atmosphare als auch hohen CO,-Leveln im menschlichen Kérper ausgesetzt (Brown et al, 2007).
Auf einen Anstieg der CO,-Konzentration reagiert C. neoformans mit der Ausbildung einer

Polysaccharidkapsel, welche eine effektive Phagozytose vermindert und essentiell flir die Virulenz in
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vivo ist (Abb. 2) (Granger et al, 1985; Zaragoza et al, 2003). In 5% CO, wird zudem die sexuelle
Differenzierung von C. neoformans gehemmt: Die Repression der Pheromonbildung hemmt den
Pheromon-induzierten MAP (Mitogen activated protein) Kinase-Signalweg und blockiert dadurch die
Zell-Zell-Fusion als ersten Schritt der sexuellen Reproduktion (Bahn et al, 2005). Wie auch fur
C. albicans beschrieben, ist die Carboanhydrase CAN2 essentiell fiir das Wachstum von
C. neoformans in Luft (Bahn et al, 2005). Abhangig von CAN2, und damit von der Umwandlung von
CO, in HCO;, ist auch die Expression des Transkriptionsfaktors ATF1, welcher neben der
Kapselbildung die Melaninproduktion negativ beeinflusst (Kim et al, 2010). Melanin gilt ebenfalls als
Virulenzfaktor und schiitzt C. neoformans vor Phagozytose und anderen Angriffen des Immunsystems

(Wang et al, 1995).

Verglichen mit C. albicans und C. neoformans ist Gber den Einfluss von CO, auf Candida glabrata
weitaus weniger bekannt (Abb. 2). C. glabrata ist, wie C. albicans, sowohl ein Kommensale als auch
ein opportunistischer, humanpathogener Hefepilz. Phylogenetisch ist C. glabrata jedoch ndher mit
Saccharomyces cerevisiae verwandt als mit C. albicans (Dujon et al, 2004). Erhohte CO,-
Konzentrationen fiihren in C. glabrata zur Repression der Carboanhydrase NCE103, reguliert durch
den Transkriptionsfaktor Rcal (Cottier et al, 2013). Dieser CO,-assoziierte Transkriptionsfaktor
reguliert auch die Expression des Adhasins EPA6, welches durch starke Hochregulation die
Biofilmbildung beeinflusst (Riera et al, 2012). Eine Deletion des Transkriptionsfaktors RCA1 resultiert
in einer erhohten EPA6-Expression und fihrt dadurch zu verstarkter Biofilmbildung (Riera et al,

2012).
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Abb. 2 Einfluss von CO, und HCO; auf humanpathogene Pilze
Dargestellt sind bisher beschriebene Auswirkungen von CO, und HCO;™ auf die humanpathogenen Hefepilze
C. albicans, C. glabrata und C. neoformans.

1.3. CO2-Detektion und Signaliibertragung in Pilzen

Als nicht-polares Molekiil gelangt CO, vorwiegend tber Diffusion in Pilzzellen. Zwar wurden in Pilzen
auch Aquaporin-dhnliche Proteine identifiziert, allerdings ist unklar, ob diese auch zum Transport von
CO, beitragen (Bahn & Muhlschlegel, 2006). Eine Aquaporin-Mutante von C. albicans zeigte keine
Beeintrachtigung der CO,-abhangigen Filamentierung (Klengel et al, 2005). Gleichermalen
beeinflusste auch die Mutation eines Aquaporin-dhnlichen Gens in C. neoformans das Zelliberleben
unter 5% CO, nicht (Bahn & Muhlschlegel, 2006). Eine weitere Maoglichkeit der CO,-Aufnahme stellen
Rhesus-Proteine  dar. Deren Pendant in Pilzen sind Methylaminpermeasen und
Ammoniumtransporter (Mep/Amt). Mep Proteine wurden zwar auch in Hefepilzen identifiziert,
jedoch nicht im Zusammenhang mit Transport oder Aufnahme von CO, (Bahn & Muhlschlegel, 2006).
Folglich gibt es bisher keine Hinweise darauf, dass CO, auf anderen Wegen als passiver Diffusion in

Pilzzellen gelangt.
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1.3.1. CO:-Signaliibertragung durch cAMP und Adenylylcyclasen

In Sdugetieren wurde gezeigt, dass Konzentrationen von CO, und HCO;  von l6slichen
Adenylylcyclasen erfasst werden, die den Second Messenger zyklisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) synthetisieren und in der Folge zu einer Aktivierung der Proteinkinase A fiihren (Chen et al,
2000). Dieser Zusammenhang zwischen CO,/ HCO3;™ und cAMP ist in C. albicans und C. neoformans

konserviert (Klengel et al, 2005; Mitchell, 2005) .

In C. albicans wurde Cyr1 als 16sliche Adenylylcyclase identifiziert, welche hauptsachlich durch HCO;™
aktiviert wird (Klengel et al, 2005). In 5% CO, reicht die spontane Umwandlung von CO, in HCO;™ aus,
um die Adenylylcyclase Cyrl zu aktivieren. Ansteigende Level von cAMP und Aktivierung von
Proteinkinase A (PKA) fiihren zur Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise Efgl
oder Flo8 (Du et al, 2012; Inglis & Sherlock, 2013). Dadurch reguliert Cyrl die Gewebeadhasion,
invasives Wachstum aufgrund von Hyphenbildung, den Phanotyp-Wechsel von weil} zu opaque und
die Biofilmbildung (Abb. 2) (Hogan & Muhlschlegel, 2011; Rocha et al, 2001; Verstrepen & Klis, 2006).
In Luft dagegen ist die Funktion der Adenylylcyclase abhangig von der Carboanhydrase, welche
ausreichend hohe Mengen HCO;™ zur Aktivierung der Adenylylcyclase bereitstellen muss (Klengel et
al, 2005). Fur C. neoformans wurde Cacl als Adenylylcyclase identifiziert, die unter anderem die
Virulenzfaktoren Kapselsynthese und Melaninproduktion CO,-abhangig steuert (Abb. 2) (Alspaugh et

al, 2002; Mogensen et al, 2006).

1.3.2. CO:-Signaliibertragung durch Carboanhydrasen

Carboanhydrasen katalysieren die reversible Umwandlung von CO, zu HCO;". Pilze besitzen a- und B-
Carboanhydrasen, wobei a-Carboanhydrasen vorwiegend als Monomere, [B-Carboanhydrasen

dagegen als Oligomere vorkommen (Lehneck & Poggeler, 2014).



Einleitung

Die erste Carboanhydrase in Pilzen, NcelO3 in S. cerevisiae, wurde als Bestandteil des
nichtklassischen Proteinexports (Non-classical protein export) entdeckt (Cleves et al, 1996). Erst
spater erfolgte die Einordnung als Pflanzen-dhnliche B-Carboanhydrase. NcelO3 bildet ein
Homodimer. Das aktive Zentrum, welches Zink gebunden hat, befindet sich an der Schnittstelle
beider Monomereinheiten (Teng et al, 2009). Eine Deletion von NCE103 ist unter Luft-Bedingungen
aufgrund der unzureichenden Bereitstellung von HCO;™ letal, kann allerdings durch Expression von
heterologem NCE103 komplementiert werden (Gotz et al, 1999). Unter allen Eukaryonten wurde
bisher einzig fiir den filamentésen Ascomyzet Sordaria macrospora beschrieben, dass ein Uberleben
in Luft trotz deletierter Carboanhydrase moglich ist (Lehneck et al, 2014). Das Wachstum von Pilzen
in 5% CO, dagegen ist bei Deletion der Carboanhydrase unverandert. NCE103 wird in S. cerevisiae auf
mMRNA-Ebene in Abhéngigkeit von CO, reguliert (Aguilera et al, 2005a). In Luft kommt es zu einer
starken Hochregulation von NCE103, was sich in vivo in einer 10-20-fach héheren Enzymaktivitat in

Luft im Vergleich zu 5% CO, dufRert (Amoroso et al, 2005).

In den beiden S. cerevisiae nah verwandten Spezies C. albicans und C. glabrata wurden Homologe
der Carboanhydrase mit vergleichbaren Funktionen identifiziert. Eine Deletion von C. albicans
NCE103 weist vergleichbare CO,-abhangige Wachstumsdefekte auf, wie sie fur S. cerevisiae Ancel03
bekannt sind (Cottier et al, 2012). Hall et al. zeigten jedoch, dass C. albicans Ancel0O3 in
geschlossenen Systemen oder aber innerhalb eines Biofilms auch in Luft Gberleben kann, da vom Pilz
selbst produziertes CO, akkumuliert und minimale metabolische Anspriiche erfllt (Hall et al, 2010).
C. albicans NCE103 wird, wie auch in S. cerevisiae, auf transkriptioneller Ebene CO,-abhangig
reguliert. Darlber hinaus zeigte eine C. albicans Ance103 Mutante bei Oberflacheninfektionen unter
5% CO, die Fahigkeit zur Schadigung und Invasion des Epithels, in Luft dagegen erwartungsgemaf
nicht (Klengel et al, 2005). C. albicans Wildtyp (WT) wie auch ein mit NCE103 rekonstituierter Stamm
schadigten das Epithelium dagegen CO,-unabhingig (Klengel et al, 2005). In systemischen
Infektionsmodellen, in denen Erreger den hohen CO,-Konzentrationen des Blutes ausgesetzt sind,
zeigte sich kein Unterscheid in der Virulenz von C. albicans WT und Ance103/Ancel03. Folglich
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scheint NCE103 in C. albicans essentiell fir die Pathogenitat in spezifischen Nischen zu sein, in denen

nicht genligend CO, vom Wirt bereitgestellt wird (Klengel et al, 2005).

C. glabrata NCE103, identifiziert durch Sequenz-Abgleich, wird wie in S. cerevisiae und C. albicans in
Luft zur Fixierung von verbliebenem CO, stark hochreguliert und ist dadurch essentiell fiir das

Wachstum des Pilzes in Luft (Cottier et al, 2013).

C. neoformans besitzt 2 Gene, die fir 2 B-Carboanhydrasen codieren, CANI und CAN2 (Bahn et al,
2005). CAN2 wird dabei deutlich starker exprimiert als CAN1 und gilt als wesentliche Carboanhydrase
in C. neoformans (Mogensen et al, 2006). Ebenso wie Ancel03 ist die Mutante Acan2 nicht féhig
unter Luft-Bedingungen zu wachsen (Bahn et al, 2005). Dies ist moglicherweise auf eine
Beeintrachtigung der Fettsauresynthese durch zu geringe Bikarbonatlevel zurickzufiihren (Bahn et al,
2005). Im Gegensatz zu NCE103 wird die Expression von CAN2 jedoch nicht CO,-abhangig reguliert
(Bahn et al, 2005). Die Ausbildung von Virulenzfaktoren wie Stressresistenz, Melaninproduktion oder
Kapselsynthese wird durch Deletion von CAN2 nicht beeintrachtigt. Selbst unter Luft-Bedingungen
zeigte sich kein Unterschied in der Virulenz (Bahn et al, 2005). Statt auf eine Virulenz-assoziierte
Funktion weist dies vielmehr auf eine metabolische Funktion der Carboanhydrase in C. neoformans

hin (Bahn et al, 2005).

1.4. Regulation der CO:-Signaliibertragung

Die Regulation der CO,-Signaliibertragung ist von entscheidender Bedeutung fiir das Uberleben des
Pilzes. Der cAMP/PKA-Signalweg in Pilzen ist bereits intensiv untersucht worden (Inglis & Sherlock,
2013), die Regulation des zweiten Signalweges lGber Carboanhydrasen dagegen nicht. Zudem ist der
Adenylylcyclase/cAMP/PKA-Weg in Luft abhingig von der Aktivitdt der Carboanhydrase, welche
ausreichend HCO; bereitstellen muss um eine Aktivierung der Adenylylcyclase zu gewahrleisten
(Klengel et al, 2005). Daher kommt der Regulation der Carboanhydrase eine besondere Bedeutung

ZU.
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In C. albicans wurde die Adenylylcyclase Cyrl als wichtiger CO,-Sensor identifiziert, welcher die
Hyphenbildung unter Hoch-CO,-Bedingungen induziert (Hall et al, 2010; Klengel et al, 2005). Daher
lag die Vermutung nahe, dass auch die CO,-abhangige Expression der Carboanhydrase Uber die
Adenylylcyclase und dessen Produkt cAMP reguliert wird. Jedoch wurde gezeigt, dass eine C. albicans
Acyrl/cyrl Mutante die CO,-abhangige Regulation von NCE103 nicht beeintrichtigt (Cottier et al,
2012). Auch eine Zugabe von cAMP zum Medium beeinflusste die hohe NCE103 Expression des WT in
Luft nicht (Cottier et al, 2012). Folglich ist die CO,-abhdngige Regulation der Carboanhydrase in
C. albicans unabhéangig von dem bekannten CO,-Sensor Cyrl. Vielmehr verweisen diese Experimente
auf einen neuen cAMP-unabhangigen Signalweg in Hefen (Cottier et al, 2012). Mithilfe eines
Screening-Ansatzes von 158 potentiellen Transkriptionsfaktor-Mutanten wurde Rcal als Regulator
der Carboanhydrase in C. albicans identifiziert (Cottier et al, 2012). Als einzige Mutante fiihrte Arcal
nicht zu der fiir den WT typischen Luft-induzierten Hochregulation von NCE103. Die Reintegration
von RCA1 kompensierte diesen Phdnotyp (Cottier et al, 2012). Dies charakterisierte Rcal als
moglichen transkriptionellen Aktivator der Carboanhydrase NCE103 in C. albicans (Cottier et al,

2012).

C. albicans RCA1 wurde mit Empfindlichkeit und Resistenz gegeniiber Antimykotika in Verbindung
gebracht. Eine Deletion von RCA1 flihrt zu erhdhter Resistenz gegeniiber dem zellwandangreifenden
Wirkstoff Caspofungin, moglicherweise aufgrund einer deregulierten Expression von Zellwandgenen
(Vandeputte et al, 2012). Verglichen mit dem WT weist Arcal einen deutlich niedrigeren
Ergosterolgehalt der Plasmamembran auf, hdchstwahrscheinlich aufgrund der Modulation des
cAMP/PKA-Signalweges (Vandeputte et al, 2012). Daher ist die Resistenz von Arcal gegenlber
Fluconazol, welches die Bildung von Ergosterol als Baustein der Zellmembran hemmt, ebenfalls stark
erhoht (Vandeputte et al, 2012). Der Einfluss von RCA1 auf die Hyphenbildung von C. albicans ist
widersprichlich. Cottier et al. stellten fest, dass Arcal unfahig zur Filamentierung ist, wahrend
Vandeputte et al. Hyphenbildung selbst unter Hefe-induzierenden Bedingungen beobachteten
(Cottier et al, 2012; Vandeputte et al, 2012).
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RCA1 besitzt ein Homolog in S. cerevisiae, CST6, welches filir einen Transkriptionsfaktor mit C-
terminalem Leucin-Zipper codiert (Cottier et al, 2012). Cst6 gehort zur Familie der aktivierenden
Transkriptionsfaktoren/cAMP response element-bindenden Proteine (ATF/CREB) und nutzt als
Bindemotiv die DNA-Sequenz TGACGTCA (Garcia-Gimeno & Struhl, 2000). CST6 wurde bei
Uberexpression zunichst mit einer moglichen Funktion in Chromosomenstabilitit und DNA-
Metabolismus beschrieben (Ouspenski et al, 1999). Zudem weisen mehrere Publikationen auf eine
Bedeutung fiir die Stressregulation hin. So zeigte die Mutante Acst6 im Vergleich zum
Referenzstamm bis zu zweifach hohere intrazellulare Level an Glutathion, einem Peptid, das Zellen
vor oxidativem Stress schitzt (Suzuki et al, 2011). Jedoch wurde auch gezeigt, dass Acst6 bei
Wachstum auf Ethanol hypersensitiv gegenliber oxidativem Stress ist (Liu et al, 2016). Ursache
hierfiir scheint die Bindung von Cst6 am Promoter von YAP1 zu sein, einem durch H,0, aktivierbaren
Transkriptionsfaktor, der notwendig fir die oxidative Stresstoleranz ist (Liu et al, 2016). Wu und Li

haben Cst6 als Hitze-induzierbaren Regulator der Hitzeschock-Antwort beschrieben (Wu & Li, 2008).

C. albicans RCA1 besitzt, neben S. cerevisiae CST6, ein weiteres Homolog in C. glabrata. C. glabrata
RCA1 reguliert die NCE103 Expression ebenfalls CO,-abhangig (Cottier et al, 2013). Dariber hinaus
scheint RCA1 auch eine Rolle in der Biofilmbildung zu spielen, indem es das Adhéasin-codierende Gen
EPA6 negativ reguliert (Riera et al, 2012). Eine Deletion von RCA1 zeigte im Vergleich zum WT eine 3-
bis 4-fach hohere Fahigkeit zur Biofilmbildung und eine doppelt so hohe EPA6 Expression. Diese
Regulation erfolgt unabhéngig von den bekannten EPA6-Regulatoren Yak1/Sird4 und weist damit auf

einen neuen, unabhangigen Regulationsmechanismus hin (Riera et al, 2012).

Das Cst6/Rcal-spezifische DNA-Bindemotiv TGACGTCA findet sich in den Promoterregionen von
S. cerevisiae (285 bp vor ATG) und C. glabrata NCE103 (236 bp vor ATG), jedoch nicht im C. albicans
Homolog (Cottier et al, 2013; Cottier et al, 2012). Dies verdeutlicht die enge Verwandtschaft
zwischen S. cerevisiae und C. glabrata sowie die Separierung zu C. albicans. Allerdings wurde eine
vermehrte Bindung von C. albicans Rcal am NCE103 Promoter sowie in der fiir NCE103 codierenden

Region bei Kultivierung in Luft nachgewiesen (Cottier et al, 2012). Ein Vergleich der
12
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Proteinsequenzen von Rcal in C. albicans, S. cerevisiae und C. glabrata zeigte 3 Serinreste (5124,
$126 und S222 bezliglich C. albicans Rcal), die in ausgepragten homologen Bereichen aller 3 Proteine
zu finden waren. Eine genauere Untersuchung dieser 3 Aminosauren zeigte, dass Serin an Position
124 kritisch fiir die Regulation der NCE103 Expression ist (Cottier et al, 2012). Bei Substitution mit
Alanin (A) erfolgte keine Regulation mehr, was sich in gleichartig hoher NCE103 Expression in Luft

und 5% CO, duBerte (Cottier et al, 2012).

Die CO,-abhangige Regulation von NCE103, die Letalitdt von Ance103 in Luft sowie die ausgepragten
Homologien hinsichtlich Bindemotiv und moglicher Regulationsstellen in C. albicans, S. cerevisiae und
C. glabrata deuten auf eine Konservierung der CO,-Anpassung und -Regulation in Hefen hin. Dies

wurde bisher jedoch nicht nachgewiesen.

1.5. Ziel der Arbeit

Der Arbeit liegt die Hypothese zu Grunde, dass die Regulation der Carboanhydrase NCE103 durch
posttranslationale  Modifikation des  Transkriptionsfaktors  Cst6/Rcal  reguliert  wird.
Hochstwahrscheinlich handelt es sich hierbei um die Phosphorylierung eines spezifischen Serinrestes,
wodurch es zu einer Anderung der Aktivitit von Cst6/Rcal kommt. Ausgehend davon, dass Cst6/Rcal
ein transkriptioneller Aktivator von NCE103 ist, bedeutet dies, dass Cst6/Rcal unter Luft-
Bedingungen aktiv ist. Dadurch bindet Cst6 am Promoter und induziert NCE103 um verbliebenes CO,
zu fixieren, damit es fiir metabolische Prozesse zur Verfligung steht (Abb. 3). Unter 5% CO, dagegen
flhrt eine Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors zu dessen Inaktivierung, was in einer geringen,
basalen NCE103 Expression resultiert, da eine zusatzliche CO,-Fixierung nicht notwendig ist (Abb. 3).
Diese Hypothese beinhaltet damit weitere Schliisselfaktoren fiir die Regulation der Carboanhydrase:
Die Kinase und Phosphatase, welche zur CO,-abhangigen Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung
des Transkriptionsfaktors fiihren. Da die Substratspezifitdt von Kinasen im Allgemeinen deutlich Gber

der von Phosphatasen liegt (Cheng et al, 2011), fokussiert sich die vorliegende Arbeit auf die
13
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Identifizierung und Charakterisierung der Cst6/Rcal-spezifischen Kinase, welche durch CO,-

abhangige Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors die Expression der Carboanhydrase NCE103

reguliert.

Die Ziele der Arbeit waren:

die Identifizierung moglicher Kinasen und Phosphatasen im Modellorganismus S. cerevisiae,
welche die CO,-abhangige NCE103 Regulation beeinflussen

die Untersuchung der endogenen ScNcelO3 Proteinlevel in unterschiedlichen CO,-
Konzentrationen im WT sowie bei Deletion der wichtigen Regulationskomponenten ScCST6
und der identifizierten ScCst6-spezifischen Kinase

der Nachweis der Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors ScCst6 durch die identifizierte
Kinase

die Aufklarung der fir die Aktivitdt von ScCst6 ausschlaggebenden Phosphorylierungsstelle
und der Vergleich mit vorhandenen Ergebnissen in C. albicans

die Identifizierung libergeordneter Regulationskomponenten der Kinase

die Analyse der Konservierung des Regulationsmechanismus in den S. cerevisiae verwandten
Hefen C. albicans und C. glabrata

die Erstellung eines Modells der CO,-abhdngigen ScNCE103 Regulation durch Cst6/Rcal

anhand der gewonnenen Ergebnisse und der Vergleich mit der initialen Hypothese

14



Einleitung

5% CO,

e -
%

Luft

*J

t6

we TGACGTCA... we TGACGTCA...

- Keine CO,-Fixierung -> CO,-Fixierung

Abb. 3 Hypothesemodell zur CO,-abhdngigen Regulation von NCE103 in Hefen

In 5% CO, scheint der transkriptionelle Aktivator Cst6/Rcal posttranslational modifiziert zu werden,
wahrscheinlich durch Phosphorylierung. Dadurch erfolgt eine Inaktivierung von Cst6/Rcal und eine Bindung am
Promoter der Carboanhydrase NCE103 bleibt aus. Dies hat eine basale, geringe Expression von NCE103 zur
Folge. In Luft, bei einer geringen CO,-Konzentration, ist Cst6/Rcal dephosphoryliert und bindet am ATF/CREB-
Motiv im Promoter von NCE103, wodurch eine Expression von NCE103 induziert wird. Reguliert wird die CO,-
abhangige Expression von NCE103 durch eine Cst6/Rcal-spezifische Kinase und Phosphatase. Beide sind bisher

nicht bekannt. Die Identifizierung der Kinase steht aufgrund der angenommenen hoheren Substratspezifitat im
Vordergrund.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Stimme und Plasmide

Tabelle 2: Verwendete S. cerevisiae-Stamme

Name Deletierter Genotyp Bezugsquelle/
systematischer Referenz
Genname
S. c. Wildtyp | - BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; ura3A0 | Euroscarf
(WT)
WT + CST6- | - BY4741 + pRS316-promScGAL1-ScCst6-His (URA3 diese Arbeit
6x His positiv)
WT + SCH9- | - BY4741 + pRS316-promScGAL1-ScSch9-His (URA3 diese Arbeit
6x His positiv)
WT + - BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; ura3A0 | diese Arbeit
promNCE103 + pRS316-promScNCE103GFP (URA3 positiv)
-GFP
15 Dau - MAT a leu2 ura3 trpl his2 adel P. Van Dijck /
(Inagaki et al,
1999)
Aakl1 YBR0O59C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBR0O59c::kanMX4
Aalk1 YGLO21W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGLO21w::kanMX4
Aalk2 YBLOOSW BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBLOO9w::kanMX4
Aark1 YNLO20C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNLO20c::kanMX4
Aatg1 YGL180W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGL180w::kanMX4
Abck1 YJLO95W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJLO95w::kanMX4
Abub1 YGR188C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGR188c::kanMX4
Abud32 YGR262C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGR262c::kanMX4
Acdc55 YGL190C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGL190c::kanMX4
Achk1 YBR274W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBR274w::kanMX4
Ackal YILO35C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YILO35c::kanMX4
Acka2 YOR061W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOR061w::kanMX4
Acla4 YNL298W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNL298w::kanMX4
Acmk1 YFR0O14C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YFRO14c::kanMX4
Acmk?2 YOLO016C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOLO16c::kanMX4
Acmp2 YMLOS57W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YMLO57w::kanMX4
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Name Deletierter Genotyp Bezugsquelle/
systematischer Referenz
Genname

Acnal YLR433C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLR433c::kanMX4

Acnb1 YKL190W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL190w::kanMX4

Acst6 YILO36W BY4741, Mat a; his3D1; leu2D0; metl15D0; ura3DO0; | Euroscarf
YILO36w::kanMX4

Acst6 + YILO36W Acst6 + pRS316-promScNCE103GFP (URA3 positiv) | diese Arbeit

promNCE103

-GFP

Acst6 + CST6 | YILO36W YILO36WA + pRS316-promScCST6-ScCST6-His diese Arbeit
(URA3 positive)

Acst6+ CST6 | YILO36W YILO36WA + pRS316-promScCST6-ScCST6 (S266A) | diese Arbeit

(S266A) (URA3 positive)

Acst6 + CST6 | YILO36W YILO36WA + pRS316-promScCST6-ScCST6 (S266D) diese Arbeit

(S266D) (URA3 positive)

Actk1 YKL139W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL139w::kanMX4

Actk2 YJLOO6C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJLOO6c::kanMX4

Actk3 YML112W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YML112w::kanMX4

Adbf2 YGR0O92W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGR092w::kanMX4

Adbf20 YPR111W BY4742, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPR111w::kanMX4

Adcer2 YLR361C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLR361c::kanMX4

Adun1 YDL101C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDL101c::kanMX4

Aelm1 YKLO48C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKLO48c::kanMX4

Aenv? YPL236C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPL236c::kanMX4

Afpk1 YNRO47W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNRO47w::kanMX4

Afrk1 YPL141C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPL141c::kanMX4

Afus3 YBLO16W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBLO16w::kanMX4

Agal83 YER027C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YER027c::kanMX4

Agen2 YDR283C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR283c::kanMX4

Agind YDR507C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR507c::kanMX4

Agpa2 YERO20W BY4741, Mat a; his3D1; leu2D0; metl15D0; ura3D0; | Euroscarf
YER020w::kanMX4

Ahalb YJL165C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJL165c::kanMX4

Ahog1 YLR113W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLR113w::kanMX4

Ahrk1 YOR267C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf

ura3A0; YOR267c::kanMX4
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Name Deletierter Genotyp Bezugsquelle/
systematischer Referenz
Genname

Ahsl1 YKL101W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL101w::kanMX4

Aime2 YJL106W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJL106w::kanMX4

Aire1 YHRO79C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YHRO79c::kanMX4

Aisr1 YPR106W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPR106w::kanMX4

Akcc4 YCLO24W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YCLO24w::kanMX4

Akdx1 YKL161C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL161c::kanMX4

Akin1 YDR122W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR122w::kanMX4

Akin2 YLRO96W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLRO96w::kanMX4

Akin3 YARO018C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YALO18c::kanMX4

Akind YOR233W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOR233w::kanMX4

Akin82 YCR0O91W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YCRO91w::kanMX4

Akkq8 YKL168C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL168c::kanMX4

Akns1 YLLO19C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLLO19c::kanMX4

Aksp1 YHR082C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YHRO82c::kanMX4

Akss1 YGRO40W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGR040w::kanMX4

Alcb5 YLR260W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLR260w::kanMX4

Altp1 YPRO73C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPRO73c::kanMX4

Amck1 YNL307C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNL307c::kanMX4

Amek1 YOR351C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOR351c::kanMX4

Amih1 YMRO36C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YMRO36c::kanMX4

Amkk1 YOR231W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOR231w::kanMX4

Amkk2 YPL140C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPL140c::kanMX4

Amrk1 YDLO79C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDLO79c::kanMX4

Amsgb YNLO53W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNLO53w::kanMX4

Anem1 YHRO004C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YHROO4c::kanMX4

Annk1 YKL171W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf

ura3A0; YKL171w::kanMX4
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Name Deletierter Genotyp Bezugsquelle/
systematischer Referenz
Genname
Anpr1 YNL183C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNL183c::kanMX4
Aocal YNLO99C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNLO99c::kanMX4
Apbs2 YJL128C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJL128c::kanMX4
Apho13 YDL236W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDL236w::kanMX4
Apho85 YPLO31C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPLO31c::kanMX4
Apkh1 YDR490C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR490c::kanMX4
Apkh2 YOL100W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOL100w::kanMX4
pkh1 tsApkhZ YOL100W 15 Dau pkh1::PKH1D398G pkh2::LEU2 P. Van Dijck /
(Inagaki et al,
1999)
Apkh3 YDR466W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR466w::kanMX4
Apkp1 YIL042C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YILO42c::kanMX4
Apkp2 YGLO59W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGLO59w::kanMX4
Appg1 YNRO32W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNRO32w::kanMX4
Apph21 YDL134C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDL134c::kanMX4
Apph22 YDL188C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDL188c::kanMX4
Apph3 YDRO75W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDRO75w::kanMX4
Appq1 YPL179W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPL179w::kanMX4
Apps1 YBR276C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBR276c::kanMX4
Appt1 YGR123C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGR123c::kanMX4
Appz1 YMLO16C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YMLO16c::kanMX4
Appz2 YDR436W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR436w::kanMX4
Aprk1 YILO95W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YILO95w::kanMX4
Aprr1 YKL116C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL116c::kanMX4
Aprr2 YDL214C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDL214c::kanMX4
Apsk1 YALO17W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YALO17w::kanMX4
Apsk2 YOLO45W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOLO45w::kanMX4
Apsri YLLO10C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf

ura3A0; YLLO1Oc::kanMX4
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Apsr2 YLRO19W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLRO19w::kanMX4

Aptc1 YDLOO6W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDLOO6w::kanMX4

Aptc2 YERO89C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YERO89c::kanMX4

Aptec3 YBLO56W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBLO56w::kanMX4

Aptcd YBR125C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBR125c::kanMX4

Aptchd YOR090C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOR090c::kanMX4

Aptc6 YCRO79W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YCRO79w::kanMX4

Apte7 YHRO76W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YHRO76w::kanMX4

Aptk1 YKL198C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL198c::kanMX4

Aptk2 YJRO59W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJRO59w::kanMX4

Aptp1 YDL230W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDL230w::kanMX4

Aptp2 YOR208W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOR208w::kanMX4

Aptp3 YERO75C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YERO75c::kanMX4

Arck1 YGL158W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGL158w::kanMX4

Arck2 YLR248W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLR248w::kanMX4

Arim11 YMR139W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YMR139w::kanMX4

Arim15 YFLO33C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YFLO33c::kanMX4

Artk1 YDL0O25C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDLO25c::kanMX4

Artr1 YER139C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YER139c::kanMX4

Arts1 YOR014W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOR014w::kanMX4

Asak1 YER129W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YER129w::kanMX4

Asap155 YFRO40W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YFRO40w::kanMX4

Asap185 YJLO98W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJLO98w::kanMX4

Asap4 YGL229C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGL229c::kanMX4

Asat4 YCROO8SW BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YCRO08w::kanMX4

Asch9 YHR205W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf

ura3A0; YHR205w::kanMX4
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Asch9 + YHR205W Asch9 + pRS316-promScGAL1-ScCst6-His (URA3 diese Arbeit

CST6-6x His positiv)

Asch9+ YHR205W Asch9 + pRS316-promScNCE103GFP (URA3 positiv) | diese Arbeit

promNCE103

-GFP

Asch9 + YHR205W YHR205WA + pRS416-promScSCH9-ScSCHI-3HA diese Arbeit

SCH9 (URAS3 positive)

Asch9 + YHR205W YHR205WA + pRS416-promScSCH9-ScSCHI-3HA diese Arbeit

SCH9 (T570A) (URA3 positive)

(T570A)

Asch9 + YHR205W YHR205WA + pRS416-promScSCH9-ScSCHI-3HA diese Arbeit

SCH9 (6A) (S711A, T723A, S726A, T737A, S758A, S765A)
(URA3 positive)

Asch9 + YHR205W YHR205WA + pRS416-promScSCH9-ScSCH9-3HA diese Arbeit

SCH9 (T570A, S711A, T723A, S726A, T737A, S758A,

(T570A, 6A) S765A) (URA3 positive)

Asdp1 YIL113W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YIL113w::kanMX4

Asip1 YDR422C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR422c::kanMX4

Asip2 YGL208W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGL208w::kanMX4

Asiw14 YNLO32W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNLO32w::kanMX4

Askm1 YOL113W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOL113w::kanMX4

Asks1 YPLO26C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPLO26c::kanMX4

Asky1 YMR216C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YMR216c::kanMX4

Aslt2 YHRO030C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YHRO30c::kanMX4

Asmk1 YPRO54W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPRO54w::kanMX4

Asnf1 YDR477W BY4742, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR477w::kanMX4

Asnf4 YGL115W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGL115w::kanMX4

Aspo7 YALOO9W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YALOO9w::kanMX4

Assk2 YNRO31C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNRO31c::kanMX4

Assk22 YCR0O73C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YCRO73c::kanMX4

ASsSn3 YPLO42C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPLO42c::kanMX4

Aste11 YLR362W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YLR362w::kanMX4

Aste20 YHLOO7C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YHLOO7c::kanMX4

Aste7 YDL159W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDL159w::kanMX4
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Aswe1 YJL187C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJL187c::kanMX4

Atda1 YMR291W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YMR291w::kanMX4

Atel1 YBLO88C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBLO88c::kanMX4

Ator1 YJRO66W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJRO66w::kanMX4

Atos3 YGL179C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGL179c::kanMX4

Atpd3 YALO16W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YALO16w::kanMX4

Atpk1 YJL164C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJL164c::kanMX4

Atpk2 YPL203W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPL203w::kanMX4

Atpk3 YKL166C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL166c::kanMX4

Avhs1 YDR247W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDR247w::kanMX4

Ayak1 YJL141C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YJL141c::kanMX4

Aych1 YGR203W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YGR203w::kanMX4

Ayck1 YHR135C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YHR135c::kanMX4

Ayck2 YNL154C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YNL154c::kanMX4

Ayck3 YER123W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YER123w::kanMX4

Aygk3 YOL128C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YOL128c::kanMX4

Aypk1 YKL126W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YKL126w::kanMX4

Aypk2 YMR104C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YMR104c::kanMX4

Aypk3 YBR028C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YBR028c::kanMX4

AYPL150W YPL150W BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YPL150w::kanMX4

Ayvh1 YIR026C BY4741, MAT a, his3A1; leu2A0,; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YIR026c::kanMX4

Tabelle 3: Verwendete C. glabrata-Stamme

Name Deletion Genotyp Bezugsquelle / Referenz
C.g - ATCC 2001 F. Muhlschlegel / (Kitada et al, 1995)
WT
AFG1 LIG4 lig::HIS1, trp1A isolate A P. van Dijck / (Cen et al, 2015)
Arcat RCA1 ATCC 2001, rcalA:TRP1, trpl, A ura3 F. Mihlschlegel / (Cottier et al, 2013)
Asch9 LIG4, SCH9 | ligd::HIS1, trplA, sch9::NAT1 diese Arbeit
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Tabelle 4: Verwendete C. albicans-Stamme

Name Deletion Genotyp Bezugsquelle / Referenz
C. a. - SC5314 B. Hube / (Gillum et al, 1984)
WT
rcalAY | RCA1 leu2A/leu2A, his1A/his1A, argdlA/argdd, B. Hube / (Homann et al, 2009)

URA3/ura3A::imm434, IRO1/irol1A::imm434,
rcal::LEU2/rcal::HIsl clone Y
sch9A SCH9 CAl4, schoA J. Ernst / (Stichternoth et al,
2011)

Tabelle 5: Verwendete E. coli-Stamme und Plasmide

Stamm Genotyp Bezugsquelle /
Referenz
BL21DE3 fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [decm] AhsdS, A DE3 | New England
=A sBamHlo AEcoRI-B Biolabs
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5
C2523H fhuA2 [lon] ompT gal sulA11 R(mcr- New England
73::miniTn10--Tet’)2 [dem] R(zgb-210::Tn10-- Biolabs
Tet®) endA1 A(mcrC-mrr)114::1510
Rosetta F ompT hsdSg(rg” mg ) gal dcm (DE3) pRARE Novagen, Merck
(Cam") Millipore
Plasmid Beschreibung Bezugsquelle /
Referenz
p41-ScNCE103-6x His Zur rekombinanten Expression und Aufreinigung | diese Arbeit
von ScNcel03-6x His in E. coli
p41-ScSCH9-6x His Zur rekombinanten Expression von ScSch9-6x | diese Arbeit
His in E. coli
p41-ScCST6-6x His Zur rekombinanten Expression und Aufreinigung | diese Arbeit
von ScCst6-6x His in E. coli
pRS316-promScGAL1-ScCST6- Zur Uberexpression von ScCST6 in S. cerevisiae diese Arbeit
His
pRS316-promScGAL1-ScSch9- Zur Uberexpression von ScSCH9 in S. cerevisiae diese Arbeit
His
pRS316-pScNCE103+GFP GFP unter Kontrolle des SCNCE103-Promoters diese Arbeit
pRS316-promScCST6-ScCST6- Integration von ScCST6 in Acst6 diese Arbeit
His
pRS316-promScCST6-ScCST6- Integration von ScCST6 (S266A) in Acst6 diese Arbeit
His (S266A)
pRS316-promScCST6-ScCST6- Integration von ScCST6 (S266D) in Acsté6 diese Arbeit
His (S266D)
pBluescript Zur Konstruktion der NAT1-Deletionskassette Agilent

Technologies

pMA-T-ScNce103-His

Sequenz flir SCNCE103-6x His

GeneArt, Thermo
Fisher Scientific

pMK-RQ-ScCst6-His

Sequenz fiir ScCST6-6x His

GeneArt, Thermo
Fisher Scientific

pMK-RQ-ScSch9-His

Sequenz fiir SCSCH9-6x His

GeneArt, Thermo
Fisher Scientific

pRS416-SCH9-6HA

Integration von ScSCH9 in Asch9

R. Loewith /
(Urban et al,
2007)
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Plasmid Beschreibung Bezugsquelle /
Referenz

pRS416-SCH9 (T570A)-6HA Integration von ScSCH9 (T570A) in Asch9 R. Loewith /
(Urban et al,
2007)

pRS416-SCH9 (S711A, T723A, | Integration von ScSCH9 (6A) in Asch9 diese Arbeit

S726A, T737A, S758A, S765A)-

6HA

pRS416-SCH9 (T570A, S711A, | Integration von ScSCH9 (T570A, 6A) in Asch9 R. Loewith /

T723A, S726A, T737A, S758A, (Urban et al,

S765A)-6HA 2007)

2.2. Kultivierung von Hefen zur Bestimmung der Genexpression unter
verschiedenen COz-Bedingungen

Die Hefekulturen (S. cerevisiae, C. glabrata oder C. albicans) wurden frisch aus einer Kryokultur in
YPD Medium (1% Hefeextrakt, 2% Pepton, 2% Glukose in H,0) angeimpft und tGber Nacht bei 5% CO,
geschittelt. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C um die Bedingungen im menschlichen Koérper
nachzuahmen. Je 2 Kolben pro zu bestimmendem Zeitpunkt mit 10 ml YPD wurden vorbereitet und
ebenfalls bei 37 °C und 5% CO, Uber Nacht vorinkubiert. Um den Einfluss von Rapamycin auf die
ScNCE103 Expression zu untersuchen, wurde dem YPD-Medium der beiden aus der Ubernachtkultur
anzuimpfenden Kolben 200 nM Rapamycin (1 mM Stocklésung in DMSO (Carl Roth)) zugesetzt. Als
Losungsmittelkontrolle wurde das gleiche Volumen DMSO verwendet. Moglichst schnell wurden die
vorbereiteten Kolben mit jeweils 500 ul der Ubernachtkultur angeimpft und weitere 30 min bei 5%
CO, geschiittelt. Wahrend je eine Kultur fiir eine bestimmte Zeit (10 bis 180 min) bei 5% CO, verblieb,
wurde die zweite Kultur zeitgleich unter Luft-Bedingungen (0,04% CO,) inkubiert, um die ScNCE103
Expression zu induzieren. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (4000 rpm, 5 min) geerntet. Im
Anschluss erfolgten die RNA-Isolation und die Messung der Genexpression mittels quantitativer
RealTime-Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) (2.3.1). Zur besseren Vergleichbarkeit der
Genexpression wurde bei Untersuchung der S. cerevisiae Mutantenbibliothek der S. cerevisiae WT als
Kontrolle immer mitgefiihrt (Abb. 4). Zudem wurden nicht mehr als 5 Deletionsmutanten gleichzeitig

untersucht, um die Zeit wahrend der RNA-Isolation moglichst gering zu halten.
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Zur Bestimmung der SCNCE103 Expression der Stimme 15 Dau und pkh1® Apkh2 wurde das Protokoll
leicht abgewandelt. Die Stamme wurden zunachst liber Nacht bei 30°C statt 37°C inkubiert, um ein
Wachstum der temperatursensitiven Doppelmutante zu ermoglichen. Auch hier wurde S. cerevisiae
WT als Kontrolle mitgefiihrt. Erst anschliefend wurden die Stamme zu 37°C gebracht und Gberimpft.
Beide Stamme wurden fir weitere 4 h bei 37°C und 5% CO, geschittelt, um eine mdglichst
vollstandige Inaktivierung von Pkh1l aufgrund der erhdéhten Temperatur zu erreichen. Nach dem
Umsetzen der Kulturen in Luft fir 60 min, erfolgte die RNA-Isolation und Bestimmung der SCNCE103

Expression in 5% CO, und Luft.

5% CO, Luft

Al

o AA

L )
|

RNA-Isolation

!

gRT-PCR der NCE103 Expression

!

Normalisierung auf WT in 5% CO,

ScNCE103 Expression

WT Mutante

Erwartetes Regulationsmuster der
Deletionsmutante einer Cst6-Kinase

Abb. 4 Arbeitsablauf der Untersuchung der Mutantenbibliothek zur Identifizierung der Cst6-Kinase

S. cerevisiae WT und Deletionsmutanten wurden in 5% CO, bis zur exponentiellen Phase kultiviert. Entweder
verblieben die Kulturen anschliefend fiir 60 min bei 5% CO, oder sie wurden zu Luft umgesetzt. AnschlieRend
wurde die RNA extrahiert, die SCNCE103 Expression mittels qRT-PCR bestimmt und auf den WT in 5% CO,
normalisiert. Mogliche Cst6-Kinase-Deletionsmutanten wurden anhand erhdhter ScNCE103 Expression in 5%
CO, im Vergleich zum WT identifiziert.
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2.3. Nukleinsauremethoden

2.3.1. RNA-Isolation und qRT-PCR

Die Zellpellets wurden zunachst in 440 pul AE-Puffer (50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA) + 10% SDS
(Sodium-Dodecyl-Sulfat) aufgenommen. AnschlieBend wurde die gleiche Menge Phenol-Chloroform
(pH 4,5) zugegeben, kurz geschiittelt und die Proben bei 65 °C fiir 5 min erhitzt. Nachdem die Proben
mindestens 10 min bei -20 °C abgekiihlt wurden, wurden diese 20 min bei 16000 g zentrifugiert, um
eine Phasentrennung zu erhalten. Die obere, wassrige Phase, welche die RNA enthielt, wurde in ein
neues ReaktionsgefaR berfiihrt. Durch Zugabe von 50 pl Natriumazid und 500 pl Isopropanol sowie
anschlieRender Inkubation bei 4 °C fir 30 min wurde die RNA gefallt. Danach wurden die Proben fir
10 min bei 12000 g zentrifugiert und das RNA-Pellet 2x 5 min mit 70%igem Ethanol durch erneutes
Zentrifugieren gewaschen. Die RNA wurde an der Luft getrocknet und anschlieBend in RNAse-freiem
Wasser gelost. Die Menge extrahierter RNA wurde mithilfe des NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific) bestimmt. 100 ng/ul RNA wurden fiir die gRT-PCR eingesetzt. Hierfiir wurde das Brilliant IlI
Ultra Fast SYBR Green gRT PCR Kit mit einem Stratagene Mx3005P (beides Agilent Technologies)
verwendet. Die relative Genexpression wurde mit der AACt Methode, je nach Stamm bezogen auf
ScACT1, CgACT1 bzw. CaACT1 als nicht-reguliertes Gen, bestimmt (Pfaffl, 2001). Die ScNCE103
Expression der Mutanten in beiden getesteten Bedingungen wurden zudem auf die des mitgefiihrten
WT oder Kontrollstamms unter 5% CO, normalisiert (Abb. 4). Verwendete Primer sind in Tabelle 6

aufgelistet.

26



Material und Methoden

Tabelle 6: Verwendete Primer fiir qRT-PCR

Bezeichnung Sequenz

ScNCE103 fwd | GATATTGACACCATGTACCATGA
ScNCE103 rev | TGTAAGTGCTAACTGTTTGCA
ScCST6 fwd AAAGCATGACTGTGGATTCA
ScCST6 rev TGGGTAATGATTGGTTGTCT
ScACT1 fwd TTCCCAGGTATTGCCGA

ScACT1 rev TGTGGTGAACGATAGATGGA
CgNCE103 fwd | CATGAATCTGAGCTGAACCA
CgNCE103 rev | TGATTGCCATAGACCTCTCTTA
CgACT1 fwd ATCATTGCTCCACCAGAGA
CgACT1 rev TGTGGTGAACAATGGATGG
CaNCE103 fwd | TCCAGTTAGACATATTCGTGCTG
CaNCE103 rev | TGAGGGTTATATTCTTCTTCATCATG
CaACT1 fwd TCAGACCAGCTGATTTAGGTTTG
CaACT1 rev GTGAACAATGGATGGACCAG

2.3.2. Uberexpression von SCcNCE103, ScCST6 und ScSCH9 in Escherichia coli

Die Gene ScNCE103, ScCST6 und ScSCH9 wurden von der Firma GeneArt Gene Synthesis (Thermo
Fisher Scientific) synthetisiert, versehen mit einem C-terminalen Hexahistidin-Tag (6x His) (Tabelle 5).
Zudem wurde im Falle von ScSCH9 die DNA-Sequenz so modifiziert, dass eine natdrliche Schnittstelle
fir Ndel ohne Verdnderung der Aminosduresequenz eliminiert wurde. Mithilfe der
Restriktionsenzyme Ndel/Hindlll (New England Biolabs) wurden die Protein-codierenden Sequenzen
ausgeschnitten und in den Expressionsvektor p41 kloniert (Primer aufgelistet in Tabelle 7). Dieser ist
fir rekombinante Proteinexpression in E. coli mithilfe des lac-Operons optimiert. Flir die Expression
von ScNCE103-His und ScSCH9-His wurde der E. coli Stamm BL21DE3 (New England Biolabs)
transformiert (Tabelle 5). Positive Klone wurden gepickt und in LB Medium (10 g/l NaCl, 5 g/l
Hefeextrakt, 10 g/l Trypton) mit 50 pug/ml Ampicillin bei 37°C kultiviert. Die Expression von ScNCE103
wurde bei einer ODgg von 0,2 durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und erfolgte anschlieRend liber
Nacht bei 37 °C. Die Expression von ScSCH9 wurde bei einer ODggo von 0,8 induziert und die Kulturen
fir 4 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Fir die Expression von ScCST6 wurde der E. coli Stamm

Rosetta genutzt (Tabelle 5). Die Zellen wurden in LB Medium mit 50 pg/ml Ampicillin und 34 pg/ml

Chloramphenicol bei 37°C kultiviert bis eine ODgy von 0,4 erreicht war. Die Expression wurde mit
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1 mM IPTG induziert und die Kulturen 4 h bei 37 °C geschiittelt. Die Bakterienzellen wurden geerntet

und mittels Western Blot (2.4.2.) auf eine Uberexpression 6x His-markierter Proteine untersucht.

Tabelle 7: Verwendete PCR-Primer fiir Uberexpression in E. coli

Bezeichnung Sequenz
fw ScNcelO03 Exp | GCGCAAATTAATATGAGCGCTACCGAATC
p41 Vspl

rv. ScNcelO3 Exp | GGTCAAGCTTATCAATGATGGTGATGATGGTGTTTTGGGGTAACTTTTGTGTAAG
p4l

rv ScCst6 Exp p41l GGTCAAGCTTATCAATGATGGTGATGATGGTGTTTTATCTTTTCAGAATTGGGTAATG

fw ScCst6 Exp p4l | GCGCAACATATGTTTACTGGTCAGGAGTATCATTC

p41-SCHO9-fwd AAGACAGAGCGAAATTCTATATCG

p41-SCHY-rev AGTTTGTTCGGCCGGATCCGT

2.3.3. Uberexpression von Genen in S. cerevisiae mithilfe des GAL1 Promoters

ScCST6-His und ScSCH9-His wurden vom Expressionsvektor p4l mittels spezifischer Primer, die
5‘Pacl- und 3 Ascl-Schnittstellen integrieren, amplifiziert (Primer siehe Tabelle 8). Mithilfe dieser
Restriktionsenzyme (New England Biolabs) wurden die Sequenzen in das Plasmid pRS316, welches
URA3 als Selektionsmarker enthilt, kloniert. Eine Uberexpression wurde durch Integration des
ScGAL1 Promotors mithilfe von Sacl/Pacl (New England Biolabs) erreicht. Der S. cerevisiae WT
BY4741 bzw. die Mutante Asch9 wurden mit den Plasmiden pRS316-promScGAL1-ScCST6-His bzw.
pPRS316-promScGAL1-ScSCHI-His mithilfe der Lithiumacetat (LiAc)-Methode transformiert (Gietz et
al, 1992). Hierfiir wurden die Zellen in der lag-Phase geerntet, gewaschen und in 1x TE Puffer (10 mM
Tris, 1 mM EDTA) mit 100 mM LiAc resuspendiert. 100 pl Zellaliquots wurden mit Hitze-denaturierter
Lachssperma-DNA und dem entsprechenden Plasmid versetzt. Anschlieend wurde den Zellen 600 pl
50% PEG3640 in 1x TE Puffer und 100 mM LiAc zugegeben und 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach
Zugabe von 70 ul DMSO erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fir 15 min, gefolgt von einer 1-minttigen
Inkubation auf Eis. Die Zellen wurden abzentrifugiert, gewaschen und in Minimalmedium (20 g/l
Glukose, 6,7 g/ Hefe-Stickstoff-Basismedium ohne Aminosauren, pH 5,5), welchem je 2 pl/ml Histidin
(H), Methionin (M) und Leucin (L) einer 0,5 g/50 ml Stocklésung zugesetzt wurde, resuspendiert. Die

Transformationsansatze wurden zur Selektion Uracil-positiver Klone auf Minimalmedium + H, M, L
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ausplattiert und 2-3 Tage bei 30 °C kultiviert. Einzelkolonien wurden gepickt und erneut Gber Nacht
bei 30 °C in Minimalmedium + H, M, L geschittelt. AnschlieBend wurden die Kulturen abzentrifugiert
und in YEP Medium (1% Hefeextrakt, 2% Pepton) + 2% Raffinose resuspendiert. Nach erneuter
Kultivierung tiber Nacht bei 30 °C wurde die Uberexpression von ScCST6 bzw. ScSCH9 durch Zugabe
von 2% Galaktose induziert. Nach 6 h Inkubation wurden die Zellen geerntet und hinsichtlich der

Uberexpression auf Proteinebene untersucht.

Tabelle 8: Verwendete PCR-Primer fiir Uberexpression in S. cerevisiae mithilfe des GAL1 Promoters

Bezeichnung Sequenz

5°-ScGALlprom-Sacl ATGCGAGCTCTTATATTGAATTTTCAAAAATTCTTACTTTTTTTTTGGAT

3"-ScGAL1prom-Pacl ACATTTAATTAATATAGTTTTTTCTCCTTGACGTTAAAGTATAG

fw ScCst6 in pRS316 TAACATTAATTAAATGTTTACTGGTCAGGAGTATC

rv ScCst6 in pRS316 GAAGTGGCGCGCCTTATTTTATCTTTTCAGAATTGGGTAATG

pRS316 SCHI9-Pacl fwd | TATATTAATTAACATATGATGAATTTTTTTACATCAAAATCGTC

pRS316 SCHY-Ascl rev | AAGTGGCGCGCCAAGCTTATTATCAATG

2.3.4. Expression von Genen in S. cerevisiae Acst6 und Asch9

Um ScCST6 in S. cerevisiae Acst6 zu reintegrieren, wurde das Plasmid pRS316 genutzt. Der zur
Uberexpression verwendete GALI-Promoter wurde mithilfe der Restriktionsenzyme Sacl/Pacl (New
England Biolabs) durch den nativen Promoter fiir ScCST6, welcher von genomischer DNA amplifiziert
wurde, ersetzt. Die Sequenzen flr ScCST6 32654 und ScCST6 ***° wurden von GeneTex Gene Synthesis
(Thermo Fisher Scientific) bezogen und mithilfe der Restriktionsenzyme Pacl/Ascl (New England
Biolabs) anstelle von WT ScCST6 in das Plasmid integriert. AnschlieBend erfolgte die Transformation
von S. cerevisiae Acst6 nach der LiAc-Methode (2.3.3.). Uracil-positive Klone wurden gepickt und
durch Kolonie-PCR mithilfe von Primern, die spezifisch fur das integrierte Plasmid waren (Tabelle 9),

auf die Integration von CST6 untersucht.

Fiir die Expression von ScSCH9 unter Kontrolle des nativen ScSCH9-Promoters in S. cerevisiae Asch9
wurde das Plasmid pRS416 verwendet, welches von Prof. Robbie Loewith zur Verfligung gestellt
wurde (Urban et al, 2007). Dadurch entfiel ein Umklonieren bisher verwendeter Plasmide. Die

Transformation von S. cerevisiae Asch9 erfolgte mithilfe der LiAc-Methode (2.3.3.). Uracil-positive
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Klone wurden gepickt und durch Kolonie-PCR mit SCH9-spezifischen Primern auf die Integration von

ScSCH9 untersucht (Tabelle 9).

Tabelle 9: Verwendete PCR-Primer fiir Genexpression in S. cerevisiae

Bezeichnung Sequenz
5’'pRS316-veri CATTCGCCATTCAGGCTGCG
3’pRS316-veri TCGAGGTCGACGGTATCGAT

5’SCH9 T570 sequ | ACATTCTACTCGATGCC

3’SCH9 6A sequ ATCTGCGAATGGCTGTTG

2.3.5. Spezifische Mutagenese von S. cerevisiae SCH9

Zur spezifischen Mutagenese von S. cerevisiae SCH9 wurde das QuikChange |l Site-Directed
Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) verwendet. Ausgehend vom Plasmid pRS416-SCH9 (T570A,
S711A, T723A, S726A, T737A, S758A, S765A)-6HA (Urban et al, 2007) wurde das Plasmid pRS416-
SCH9 (S711A, T723A, S726A, T737A, S758A, S765A)-6HA generiert, indem die Mutation T570A durch
erneute Mutation riickgangig gemacht wurde. Hierfiir wurden spezifische Primer genutzt, welche in
der Mitte die verdnderten Basen trugen (Tabelle 10). AnschlieBend wurde das Ausgangsplasmid
durch PCR mithilfe der Primer vervielfdltigt und so die gewiinschte Mutation eingebaut. Die
parentale DNA, welche die Mutation nicht tragt, wurde mit Dpnl (Agilent Technologies) verdaut.
AnschlieBend erfolgte die Transformation des mutierten Plasmids in kompetente E. coli Zellen. Durch
Sequenzierung wurde das Vorhandensein der gewiinschten Mutation Uberprift. Plasmide mit
korrekter Sequenz wurden zur Transformation von S. cerevisiae Asch9 genutzt. Um sicher zu gehen,
dass SCH9 bzw. mutiertes SCH9 integriert wurde, wurde eine Kolonie-PCR mit SCH9-spezifischen

Primern durchgefihrt (Tabelle 10).

Tabelle 10: Verwendete Primer fiir spezifische Mutagenese

Bezeichnung Sequenz

5’SCH9 A570T CTTGAAGGATAGAACAAACACATTTTGCGGCACCACGG

3’SCH9 A570T CCGTGGTGCCGCAAAATGTGTTTGTTCTATCCTTCAAG

5’SCH9 T570 sequ | ACATTCTACTCGATGCC

3’SCH9 6A sequ ATCTGCGAATGGCTGTTG
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2.3.6. Herstellung einer C. glabrata Asch9-Mutante

Die Deletion von CgSCH9 erfolgte durch Ersetzen des offenen Leserahmens (ORF) mit einer NAT1-
Kassette, welche eine Resistenz gegen Nourseotricin vermittelt. Hierfiir wurde NAT1 durch PCR mit
spezifischen Primern (Tabelle 11) amplifziert, sodass eine 5° EcoRl- und 3" Pstl- Schnittstelle
entstanden, welche fiir die Klonierung des Gens in ein pBluescript-Plasmid (Agilent Technologies)
genutzt wurden. Eine homologe Region mit einer Ldnge von 1000 bp, die dem CgSCH9-ORF
vorgeschaltet war und den CgSCH9 Promoter beinhaltete, wurde mittels Kolonie-PCR mit den
Schnittstellen 5 Kpnl und 3” Xhol amplifiziert und in pBluescript kloniert. Genauso wurde fir die
Klonierung einer 1000 bp langen, dem CgSCH9-ORF nachgeschalteteten Homologieregion verfahren,
welche fiir den CgSCH9 Terminator codierte. Hierflir wurden die Schnittstellen 5° Sacll und 3" Sacl
verwendet (Abb. 5A). Das gesamte Konstrukt, die NAT1-Kassette flankiert von homologen Regionen,
wurde mit den Restriktionsenzymen Kpnl/Sacl (New England Biolabs) ausgeschnitten und
aufgereinigt (QlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen). Fiir die Transformation wurde mit C. glabrata
AFG1 (Cen et al, 2015) ein Stamm mit Deletion von CgL/G4 genutzt, da dieser eine erhohte Effizienz
zur homologen Rekombination besitzt (Tabelle 3). Die Transformation wurde mittels LiAc-Methode
durchgefiihrt (beschrieben in Abschnitt 2.3.3.), allerdings leicht abgewandelt fur C. glabrata: le
Transformation wurden 50 pl Zellaliquots verwendet und zundchst mit Hitze-denaturierter
Lachssperma-DNA und 240 pl 50% PEG3640 in 1x TE Puffer und 100 mM LiAc inkubiert. Erst nach
kurzer Inkubation (3-4 min bei RT) wurde das NAT1-Konstrukt zum Transformationsansatz gegeben
und 30 min bei 30 °C inkubiert. Danach wurden 45 pl DMSO hinzugefiigt und der Ansatz einem
Hitzeschock unterzogen. Die Zellen wurden zentrifugiert, in YPD Medium resuspendiert und erneut
2 h bei 30 °C inkubiert. Erst dann erfolgte das Ausplattieren der Zellen auf YPD mit 100 pg/ml
Nourseothricin. Nourseothricin-resistente Kolonien wurden gepickt und der korrekte Einbau von
NAT1 wurde mit Kolonie-PCR und spezifischen Primern (Tabelle 11) fiir NAT1 bzw. CgSCH9 lberprift
(Abb. 5B). Die Deletion von SCH9 wurde durch genomische PCR unter Nutzung externer Primer

(Tabelle 11), welche auBerhalb des ersetzten CgSCH9-ORF binden, validiert. Hierbei ergab sich im
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Falle eines Einbaus von NAT1 anstelle von CgSCH9 eine Bandenverschiebung um ~900 bp von 4385

auf 3463 bp (Abb. 5C).

A
G1-CgSCH9 12-CgSCH9 G4-CgSCH9
— — <«
C. glabrata _. .
gFG1 5 —| CgSCH9 Promoter _ CgSCH9 Terminator I— 3
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fschQ 5 —| CgSCH9 Promoter I—_—| CgSCH9 Terminator I— 3
— — —
G1-CgSCH9 X2-NAT1 G4-CgSCH9
B

SCH9

(4385 bp) <— NAT1
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—

-
3
-
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SCH9 —> &
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Abb. 5 Deletion von C. glabrata SCH9

(A) Dargestellt ist die Klonierungsstrategie zur Herstellung einer Asch9 Mutante im C. glabrata AFG1-
Stammbhintergrund. Der CgSCH9-ORF wurde durch NATI ersetzt, welches eine Nourseotricin-Resistenz
vermittelt und als Selektionsmarker diente. Zudem ist die Lage der zur Kontrolle eingesetzten Primer
angegeben.

(B) Der untransformierte Kontrollstamm AFG1 sowie Asch9 wurden mittels Kolonie-PCR auf die Insertion von
NAT1 und Deletion von SCH9 (iberprift. Fur die Amplifizierung von NAT1 wurden die Primer G1-CgSCH9 und
X2-NAT1 genutzt, fiir CgSCH9 G1-CgSCHY und 12-CgSCH9. AFG1 zeigte ein PCR-Produkt fir SCH9, aber nicht fir
NATI1. Die Asch9 Mutante dagegen wies eine Bande fir NAT1 auf, jedoch nicht fiir SCH9.

(C) Zur Verifizierung der korrekten Position der NATI1-Insertion, wurde eine PCR mit externen Primern (G1-
CgSCH9 und G4-CgSCH9) durchgefiihrt. Ist der SCH9 ORF vorhanden, wie im Kontrollstamm AFG1, dann
entstand ein PCR-Produkt mit einer GrofRe von 4385 bp. Wurde SCH9 dagegen mit NAT1 ersetzt, so kam es zu
einer Verschiebung der Bande auf 3463 bp. Als GroRenmarker in Spur 1 wurde jeweils GeneRuler 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific) genutzt.
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Tabelle 11: Verwendete PCR-Primer fiir die SCH9 Deletion in C. glabrata

Bezeichnung Sequenz
5'NAT1-EcoR1 TATCGAATCCATAGCTTCAAAATGTTTCT
3’'NAT1-Pstl CGGGCTGCAGGCAAATTAAAGCC

5°CgSCH9prom-Kpnl | TAAGGGTACCAAAAGTTGGAACCTGTAG

3'CgSCH9prom-Xhol | TATACTCGAGATAAATGTTTATTGAAGTGTGAAC

5°CgSCHO9term-Sac2 | TGATCCGCGGATTTGTCTTTCATTTTGGTT

3'CgSCHO9term-Sacl | AGCAGAGCTCAAGGTGTTACTAATTCCATATTT

G1-CgSCH9 AAGAAACTGTTATTGTATATGTTGTCCCTT
G4-CgSCH9 CTGCATCTAGACGGAGTTTGACTCTT
[2-CgSCH9 TATAGCGGGCTTATCATTAACACCAATA
X2-NAT1 CTGTGCTTGGGTGTTTTGAAGTGGTAC

2.4. Proteinbiochemische Methoden

2.4.1. Zellaufschluss in S. cerevisiae und E. coli

S. cerevisiae Kulturen wurden durch Zentrifugation geerntet und in Lysepuffer (50 mM Tris HCI, 150
mM NaCl, 0,1% Triton X-100, 1 mM DTT, 10% Glycerol, frisch dazu: Protease-Inhibitor EDTA-frei +
PhosStop + 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)) resuspendiert und durch 5x 1 min Vortexen
mithilfe von Glasperlen (Durchmesser: 425-600 um) lysiert. Dazwischen erfolgte eine einmindtige
Inkubation auf Eis um Uberhitzung zu vermeiden. Mit einer Nadel wurde der Boden des
ReaktionsgefdlRes durchstochen und das Lysat vorsichtig in ein neues GefaR zentrifugiert (3000 g, 3

min). Die Lysate wurden durch erneute Zentrifugation geklart (16000 g, 10 min, 4°C).

E. coli Kulturen wurden ebenfalls durch Zentrifugation geerntet, in kaltem PBS + 2 mM PMSF
resuspendiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieRend wurden die Zellpellets im
Wasserbad wieder aufgetaut. Durch mehrfache Wiederholung dieses Frier-Tau-Zyklus erfolgte der
Zellaufschluss und durch anschlieBende Zentrifugation (16000 g, 10 min, 4 °C) wurde das Lysat von
Zelltriimmern geklart. Die geklarten Lysate wurden fiir Western Blot-Analysen (2.4.2.) oder zur

Proteinaufreinigung (2.4.3.) genutzt.
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2.4.2. Western Blot

Fir den Western Blot wurden entweder Zelllysate, deren Gesamtproteinmenge mit dem
Bicinchoninsdure (BCA) -Assay (BCA protein assay kit, Thermo Fisher Scientific) bestimmt wurde, oder
ganze Zellen, wie teilweise bei E. coli, verwendet. Sowohl Lysate als auch Zellpellets wurden mit SDS-
Ladepuffer (Carl Roth) versetzt und fir 5 min auf 95 °C erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben
mittels Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) bei 100 V in einem 4-
20%igem Gradientengel (Precise Tris-HEPES-SDS Precast Polyacrylamide Mini Gel, Thermo Fisher
Scientific) aufgetrennt bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte (GroRenmarker: Spectra
Multicolor Broad Range Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). Die aufgetrennten Proteine
wurden fir 1 h bei 100 V auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Immobilon-FL IPFLO0010,
Millipore) im Tank-Blot-Verfahren (Bio-Rad) Ubertragen. Zum Blockieren der Membran und zur
Verdiinnung der Antikdrper wurde 3% Milchpulver in TBS (20 mmol/I Tris, 150 mmol/l NaCl pH 7,6)
verwendet. Nach 20-minitigem Blocken bei RT wurde die Membran {iber Nacht bei 4 °C mit dem
primaren Antikorper (Tabelle 12) inkubiert. AnschlieRend wurde 3x 10 min mit TBS gewaschen. Zur
Detektion gebundener primarer Antikorper wurden Fluorophor-markierte sekundare Antikorper
(Tabelle 13) verwendet und fiir 2 h bei 4 °C inkubiert. Nachdem die Membran erneut 3x 10 min mit

TBS gewaschen wurde, wurden die Signale am FluorChem Q Imager (Alpha innotec) detektiert.

Tabelle 12: Verwendete primare Antikorper

Bezeichnung Wirt Bezugsquelle Verdiinnung | Anwendung
Anti- 6xHis Kaninchen | GeneTex 1:1000 Western Blot
(GTX115045) 1:50 Immunprazipitation
Anti-6x His Maus Thermo Fisher Scientific 1:250 Western Blot

(MA1-81891),
FITC-markiert

Anti-beta-Actin Maus Abcam 1:1000 Western Blot

(ab8224)

Anti-ScCst6 Kaninchen | Individuell hergestellt, 1:1000 Western Blot
Thermo Fisher Scientific 1:12,5 Immunprazipitation

Anti-ScNcel03 Kaninchen | Individuell hergestellt, 1:1000 Western Blot

Thermo Fisher Scientific
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Tabelle 13: Verwendete sekundidre Antikorper

Bezeichnung Wirt Bezugsquelle Verdiinnung | Anwendung
Anti-Kaninchen Ziege Jackson ImmunoResearch 1:2000 Western Blot
DyLight 649
Anti-Kaninchen Esel Jackson ImmunoResearch 1:2000 Western Blot
DyLight 649
Anti-Maus Esel Jackson ImmunoResearch 1:2000 Western Blot
DyLight 549

2.4.3. Aufreinigung rekombinanter Proteine mit immobilisierter Metallchelat-
Affinitatschromatographie (IMAC)

Die im E. coli-Lysat enthaltenen, rekombinanten, 6x His-markierten Proteine wurden mithilfe der
immobilisierten Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) aufgereinigt. Als stationdre Phase
wurden 5 ml Ni-NTA Sepharose (Biozol) genutzt, welche zunachst ausgiebig mit Aufreinigungspuffer
(25 mM Natriumphosphat pH 7,4, 250 mM NaCl, 10 mM Imidazol) gewaschen wurde. Das Lysat
wurde 1:10 mit Aufreinigungspuffer verdinnt und schrittweise auf eine Saule (50 ml Sdulenvolumen)
Uberfiihrt. Der Durchlauf wurde aufgefangen. Die stationdre Phase wurde mit 2-fachem
Saulenvolumen Aufreinigungspuffer gewaschen. Diese Waschfraktion wurde ebenfalls separat
gesammelt. Zwei weitere Waschschritte mit 5 ml Aufreinigungspuffer + 20 mM Imidazol bzw. 40 mM
Imidazol, der jeweils fiir 10 min auf der Saule inkubiert wurde, dienten zum Abwaschen weiterer
unspezifisch gebundener Proteine. Auch diese Fraktionen wurden gesammelt. Anschlieend wurde
erneut mit 1-fachem Saulenvolumen Aufreinigungspuffer gewaschen. Die 6x His-markierten Proteine,
welche noch immer an der stationdren Phase gebunden waren, wurden mit 3x 3 ml Elutionspuffer
(25 mM Natriumphosphat pH 7,4, 250 mM NaCl, 250 mM Imidazol) eluiert. Jede Eluatfraktion wurde
zundchst 15 min bei 4 °C auf der Saule inkubiert und dann einzeln aufgefangen. Nach der Elution
schloss sich die Saulenreinigung an. Hierfiir wurde zunachst mit Aufreinigungspuffer, dann mit 5 ml
1,5% Essigsdure, erneut mit Aufreinigungspuffer, danach mit 5 ml 0,5 M NaOH und abschlieRend
wieder mit Aufreinigungspuffer gewaschen. Die Lagerung der stationdren Phase erfolgte in 20%

Ethanol bei 4 °C. Im Western Blot (2.4.2.) wurden alle gesammelten Fraktionen auf 6x His-markierte
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Proteine untersucht. Die Sauberkeit der einzelnen Fraktionen wurde mittels Silberfarbung

(SilverQuest Silver Staining Kit, Invitrogen) bestimmt.

2.4.4. Aufreinigung rekombinanter Proteine durch Gréfenausschlusschromatographie

Fir die weitere Aufreinigung von ScCst6-His wurde eine GrofRenausschlusschromatographie an einer
AKTA mit Sephadex 200 GL Siule (beides GE Healthcare) durchgefiihrt. Hierfir mussten die
jeweiligen Eluate mithilfe eines Zentrifugalfilters (Spin-X UF 6ml Concentrators, Corning, MWCO 10-
50) auf < 1 ml aufkonzentriert werden. Als mobile Phase wurde Aufreinigungspuffer genutzt, der mit
0,5 ml/min Uber die Sdule gepumpt wurde. Mithilfe einer Spritze und eines Probenschlauches wurde
die mittels IMAC vorgereinigte Proteinlésung durch einen Ventiltausch auf die Sdule geladen. Mit
0,2 ml/min wurde anschlieRend weiter Aufreinigungspuffer tber die Sdule gepumpt bis alle Proteine,
nach der GroRRe aufgetrennt, die Saule verlassen hatten. Dies wurde mithilfe der UV-Absorption bei
280 nm Uberprift. Jeder UV-Scheitelpunkt wurde nach Moglichkeit getrennt aufgefangen und im
Western Blot auf 6x His-markierte Proteine liberpriift. Zudem wurde eine Silberfarbung genutzt, um
die Sauberkeit der einzelnen Fraktionen zu untersuchen. Ausreichend saubere Fraktionen wurden
vereinigt, erneut durch Ultrazentrifugation aufkonzentriert und die Proteinmenge mit dem Bradford

Assay (Roti-Quant, Carl Roth) gemessen.

2.4.5. Produktion und Testung spezifischer Antikorper gegen ScNce103 und ScCst6

Mindestens 1 mg aufgereinigtes ScNcel103-His bzw. ScCst6-His wurden zur Herstellung spezifischer
Antikorper im Kaninchen genutzt (durchgefiihrt von Thermo Fisher Scientific). Hierfir wurden
zunachst aus 10 Kaninchen jeweils 2 Tiere pro Antigen ausgewahlt, deren Serum vor Immunisierung
im Western Blot die geringste Aktivitdt gegen S. cerevisiae WT Lysat aufwies. Die Tiere wurden tber
90 Tage hinweg 4x mit dem entsprechenden Antigen immunisiert. An den Tagen 28, 56 und 70/72

wurde jeweils Serum gesammelt (Thermo Fisher Scientific). Alle Seren wurden mittels ELISA (Enzyme
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linked immunosorbent assay) hinsichtlich des Antikdrper-Titers Gberprift (durchgefiihrt von Thermo
Fisher Scientific). Zudem wurde im Western Blot getestet, ob das zur Immunisierung genutzte
rekombinante Protein sowie das endogene Protein im S. cerevisiae WT Lysat erkannt wird. Das
jeweils beste Serum wurde zur Protein-A-Aufreinigung ausgewahlt, die ebenfalls von Thermo Fisher
Scientific durchgefiihrt wurde. Da sich zeigte, dass die hergestellten polyklonalen Antikorper
unspezifisch auch andere 6x His-markierten Proteine banden, wurde jeder Antikoérperlésung fur den

Western Blot 1 pug/ml 6x His Peptid (GENTAUR) zur Absattigung zugegeben.

2.4.6. Immunprazipitation

Eine exponentielle S. cerevisiae WT Kultur wurde unter Luft-Bedingungen geschittelt. Die Zellen
wurden geerntet und pro 50 ml Kultur in 500 pl kaltem IP-Puffer (20 mM Natriumphosphat pH 7,
PhosStop, Protease-Inhibitor EDTA-frei, 2 mM PMSF) resuspendiert und aufgeschlossen. Vom klaren
Lysat wurde eine Probe als Kontrolle fiir den Western Blot abgenommen. AnschlieRend wurde das
Lysat mit Antikérpern bei 4 °C Gber Nacht auf einem Rollschiittler inkubiert. Bei Nutzung der anti-
ScCstb-Antikérper zur Immunprazipitation wurden dem Ansatz zusatzlich 5 pg 6x His-Peptid
zugesetzt. Als Negativkontrolle wurde Lysat ohne Zugabe von Antikérpern inkubiert. Je Ansatz
wurden 50 pl Protein-G-Sepharose-Beads (GE Healthcare) 2x mit IP-Puffer gewaschen. Hierfir
wurden die Beads abzentrifugiert (2500 g, 2,5 min) und der Uberstand mit einer Spritze und
aufgesetzter 25G-Nadel abgesaugt. Die Beads wurden 1 h bei 4 °C mit dem Lysat-Antikdrper-Gemisch
unter leichtem Rollen inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren der Beads wurde der Uberstand mit
einer Spritze abgenommen und die Beads 5x mit IP-Waschpuffer (IP-Puffer + 500 mM NacCl)
gewaschen. Nach Zugabe des Waschpuffers wurden die Proben jeweils 1 min bei 1000 rpm
geschiittelt, um unspezifisch gebundene Proteine zu |6sen. Der Uberstand nach Zentrifugation wurde
mit einer Spritze abgesaugt. Bei der Co-Immunprazipitation wurde anschlieBend 25 ug aufgereinigtes
ScSch9-His, exprimiert in E. coli (2.3.2.), in IP-Puffer zu den Beads gegeben und 3 h bei 4 °C gerollt. Als

Negativkontrolle wurde IP-Puffer ohne ScSch9-His genutzt. Anschliefend wurde erneut 5x mit IP-
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Waschpuffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Beads mit SDS-Ladepuffer fir
10 min aufgekocht und abzentrifugiert. Uberstand und Beads, welche erneut mit SDS-Ladepuffer
versetzt und aufgekocht wurden, wurden einzeln durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Western

Blot analysiert.

2.4.7. Radioaktiver Phosphorylierungs-Assay

Zum Nachweis der Phosphorylierungsreaktion wurde ScSch9-His in S. cerevisiae in 5% CO,
Uberexprimiert und fir 6 h mit 2% Galaktose induziert (2.3.3.). Nach dem Ernten der Zellen wurden
diese aufgeschlossen, allerdings nur fir 3x 1 min, um die Aktivitat von ScSch9 nicht zu beeinflussen.
AnschlieBend wurde ScSch9 durch Immunprazipitation mit Kaninchen anti-6x His-Antikérper
(GTX115045, GeneTex, Tabelle 12) aufgereinigt. Als Negativkontrolle dienten Protein-G-Sepharose-
Beads ohne gebundenes ScSch9. Nachdem die Beads 3x mit IP-Waschpuffer gewaschen wurden,
wurden sie in Kinasepuffer (PBS pH 7,4, 4 mM MgCl,, 10 mM DTT, 20% Glycerol, 1 mM PMSF)
aufgenommen. Im Radioisotopenlabor erfolgte im Anschluss das Ansetzen der Kinasereaktion in
Kinasepuffer mit jeweils 50 pl Gesamtvolumen. Hierfiir wurde pro Ansatz 1 pg bakteriell exprimiertes
und aufgereinigtes ScCst6-His (2.3.2., 2.4.3. und 2.4.4.) zu den abzentrifugierten Beads gegeben.
Nach Zugabe von 100 uM ATP und 25 uCi [y-*P]-ATP (PerkinElmer, BLU002250UC, spezifische
Aktivitat: 10 Ci/mmol) wurden die Reaktionen gemischt und bei 30 °C fur 30 min unter leichtem
Schitteln inkubiert. Die Phosphorylierungsreaktion wurde durch Zugabe von SDS-Ladepuffer und
Erhitzen auf 95 °C fir 5 min gestoppt. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Lauffront des Gels wurde aufgrund hoher Radioaktivitat abgeschnitten und das Gel, abgedeckt mit
Folie, auf Filterpapier im Trockenschrank getrocknet. AnschlieBend wurde es in eine
Rontgenfilmkassette gelegt und festgeklebt. In der Dunkelkammer wurde ein Rontgenfilm fir
mindestens 24 h aufgelegt, dann wurde der Film mithilfe von Fixier- und Entwicklerlésung

(Carestream Fixierer GBXF/ Entwickler GBXE, Hartenstein) entwickelt und eingescannt. Alle Arbeiten
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im Radioisotopenlabor erfolgten in Kooperation mit Dr. Frank Hanel (Zell- und Molekularbiologie,

Leibniz-Institut fur Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie - HKI Jena).

2.4.8. Massenspektrometrische Analyse der ScCst6-Phohsphorylierung

Probengewinnung und -aufarbeitung

Um die Phosphorylierung von ScCsté unter Hoch- und Niedrig-CO,-Bedingungen genauer zu
untersuchen, wurde CST6 in S. cerevisiae WT oder Asch9 liberexprimiert (2.3.3., Tabelle 2). Die
Uberexpression wurde fiir 5 h in je 400 ml YEP + 2% Galaktose unter 5% CO, bei 30°C durchgefiihrt.
Anschliefend wurden die Kulturen entweder fir 1 h unter Luft bei 30 °C geschittelt, oder aber sie
verblieben fiir eine weitere Stunde bei 5% CO,. Die Zellen wurden geerntet, in Lysepuffer
resuspendiert, aufgeschlossen und Uber IMAC wurde His-markiertes, Uberexprimiertes ScCst6
aufgereinigt. Dies erfolgte im Wesentlichen wie fir E. coli-Lysate beschrieben (2.4.3), jedoch in
kleinerem Malfistab (10 ml Saulenvolumen). Zudem wurde das Lysat nicht mit Aufreinigungspuffer
verdiinnt, sondern direkt auf das Saulenmaterial gegeben und 1 h bei 4 °C auf einem Rollschiittler
inkubiert.  AnschlieBend wurde die stationdre Phase mit Aufreinigungspuffer sowie
Aufreinigungspuffer + 40 mM Imidazol gewaschen. Die Elution erfolgte schrittweise mit 3x 2 ml
Elutionspuffer, dazwischen wurde 15 min auf Eis inkubiert. Die Eluate wurden vereinigt und mithilfe
eines Zentrifugalfilters (Spin-X UF 6ml Concentrators, Corning, MWCO 30 kDa) bei 4000 g und 4 °C
aufkonzentriert, bis das Gesamtvolumen < 100 pl betrug. Fiir eine massenspektrometrische Analyse
wurden die Proben Gber SDS-PAGE aufgetrennt. Von je einer Probe wurde ein Western Blot, gefarbt
gegen 6x His-markierte Proteine, als Kontrolle flr die Proteinaufreinigung angefertigt. Eine zweite
Probe pro Stamm und Bedingung wurde mit Coomassie Blue (Roti-Blue quick, Carl Roth) angefarbt.
Anhand des Western Blots wurde die BandengroRe von ScCst6-His abgeschatzt und im Coomassie-
gefarbten Gel wurden diese moglichst eng ausgeschnitten und in kleine Stiicke geschnitten. Alle
folgenden Arbeitsschritte wurden in Kooperation mit Dr. Thomas Kriiger und Dr. Olaf Kniemeyer

(Molekulare und Angewandte Mikrobiologie, Leibniz-Institut fiir Naturstoff-Forschung und
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Infektionsbiologie - HKI Jena) durchgefiihrt. Der in-Gel-Verdau wurde adaptiert von (Shevchenko et
al, 1996). Zunichst wurden die Gelstlicke mit 100 pl MS-Waschpuffer (25 mM NH4HCO; in
50/50 (v/v) Acetonitril (ACN)/H,O + PhosStop) fur 15 min gewaschen, anschlieRend wurde der
Uberstand abgenommen. Durch Zugabe von 100 pl ACN schrumpften die Gelstiicke. AnschlieRBend
wurde der Uberstand abgenommen und die Gelstiicke 5 min mit 50 pl 50 mM NH,HCO; rehydriert.
50 pl ACN wurden zugegeben, gemischt und 15 min inkubiert. Dieser Waschvorgang wurde
wiederholt um eine vollstindige Entfirbung zu erreichen. Der Uberstand wurde erneut
abgenommen, die Gelstiicke fir 5 min mit 100 pl ACN bedeckt und in der Vakuumzentrifuge
getrocknet. Durch Zugabe von 100 pl 10 mM DTT in 50 mM NH,HCO; wurden die Disulfidbriicken der
Proteine 30 min bei 56 °C reduziert. Diese Reduktionslosung wurde durch 100 pl Alkylierungslésung
(55 mM lodacetamid, 50 mM NH4HCO;) ersetzt und im Dunkeln 30 min inkubiert, wodurch es zu
einer Carbamidomethylierung reduzierter Cysteinreste kam. AnschlieBend wurden die Gelstiicke 2x
15 min mit MS-Waschpuffer gewaschen, durch Bedecken mit 100 ul ACN 5 min dehydriert und durch
Vakuumzentrifugation getrocknet. 50 pl Trypsin-Lésung (25 mM NH4HCO;+ 1,25 pg Trypsin/LysC Mix,
Mass Spec Grade, Promega, Tabelle 14) wurden zu je einer Probe pro Bedingung gegeben und 45 min
bei 4 °C inkubiert. Uberschiissige Trypsin-Lésung wurde danach abgenommen, 5-10 pl 25 mM
NH,HCO; zugegeben und die Ansitze 18 h bei 37 °C leicht geschiittelt. Fir den Verdau mit AspN
wurden die Gelstlicke nach Vakuumzentrifugation in 50 pl AspN-Lésung (H,0 + 1 pug AspN, Promega,
Tabelle 14) aufgenommen und ebenfalls 18 h bei 37 °C inkubiert. Zudem erfolgte zum Abdecken
moglichst groRer Sequenzbereiche ein in-Gel-Verdau mit GluC (50 mM NH4HCO; + 2,5 ug Protease +
0,5 mM Glu-Glu-Peptid, Promega) und LysargiNase (25 mM NH;HCO; + 1,25 ug Protease, (Huesgen et
al, 2015)) bei 37 °C Gber Nacht (Tabelle 14). Die Extraktion der Peptide erfolgte mittels ansteigender
Konzentrationen ACN (Trifluoressigsdure (TFA)/H,O/ACN: 1/49/50, 1/29/70, 1/9/90), wobei
zwischendurch jeweils 15 min sonifiziert wurde und die Uberstinde gesammelt, vereinigt und in der
Vakuumzentrifuge getrocknet wurden. Neben dem in-Gel-Verdau wurde ein in-Losungs-Verdau mit

Trypsin-LysC und GIuC durchgeflihrt, um auch Peptide groRer Ldnge detektieren zu konnen. Hierfir
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wurden die IMAC-Eluate mit 200 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphin reduziert und mit 375 mM
lodacetamid in 100 mM NH4HCO; alkyliert. AnschlieBend erfolgte der Verdau wie bereits
beschrieben. Nach der Trocknung in der Vakuumzentrifuge erfolgte die Anreicherung der
Phosphopeptide nach der TiO,-Methode (TiO, Spin Tip Sample Prep Kit, protea). Die gesammelten
Durchlaufe wurden in einem zweiten Schritt Gber C18-Sdulen aufgereinigt (C18 Spin Tip Sample Prep
Kit, protea). Sowohl die Phosphopeptid-angereicherte Fraktion als auch der Durchlauf wurden erneut
getrocknet, in 20 pl MS-Messpuffer (0,05% TFA, 2% ACN in H,0) aufgenommen und 15 min
sonifiziert. Mithilfe eines Zentrifugalkonzentrators (MWCO 10 kDa) wurden Salze entfernt,
anschlieRend erfolgte die Messung (iber Flissigchromatographie-gekoppelte Tandem-

Massenspektrometrie (LC-MS/MS).

Tabelle 14: Verwendete Proteasen fiir Massenspektrometrie

Bezeichnung Spaltung Bezugsquelle

Trypsin/Lys-C Mix, Mass Spec | C-terminal von R und K Promega

Grade

AspN, Sequencing Grade N-terminal von D und C | Promega

GluC, Sequencing Grade C-terminalvonDund E | Promega

LysargiNase N-terminal von R und K | Proteolysis Lab, IBMB-CSIC Barcelona
Science Park (Huesgen et al, 2015)

Analyse mittels LC-MS/MS

Die LC-MS/MS-Analyse, ausgefiihrt von Dr. Thomas Kriger (Molekulare und Angewandte
Mikrobiologie, Leibniz-Institut fiir Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie - HKI Jena), wurde mit
einem Ultimate 3000 nano RSLC (Rapid Separation Liquid Chromatography) System durchgefiihrt, das
mit einem QExactive Plus Massenspektrometer gekoppelt ist (beide Thermo Fisher Scientific). Die
Peptide wurden Online mit Hilfe einer Trapping-Saule (Acclaim Pep Map 100, 2 cm x 75 um, 3 um)
bei einer Flussrate von 5 pl/min angereichert. Nach 4 min wurde das Umschaltventil aktiviert, um die
aufkonzentrierten Peptide auf die analytische Trennsdule zu eluieren. Fir die Trennung der Peptide
wurde eine Acclaim PepMap RSLC-S&ule (15 cm x 75 um, 2 um) als stationare Phase eingesetzt

(Thermo Fisher Scientific). Alle verwendeten Losungsmittel hatten einen fur die
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Massenspektrometrie bestimmten Reinheitsgrad (MS-grade). Eine bindre mobile Phase bestehend
aus Eluent A (0.1% Ameisensaure in H,0) und Eluent B (0.1% Ameisensaure in 90/10 ACN/H,0 v/v)
wurde fiir eine 135-min(tige nichtlineare Gradientenelution verwendet: 0-5 min bei 4% B, 10 min bei
4,5% B, 15 min bei 5,5% B, 20 min bei 6% B, 25 min bei 6,6% B, 30 min bei 7,2% B, 35 min bei 7,9% B,
40 min bei 8,6% B, 45 min bei 9,3% B, 50 min bei 10,2% B, 55 min bei 11.4% B, 60 min bei 12.9% B, 65
min bei 15% B, 70 min bei 17.1% B, 75 min bei 20,4% B, 80 min bei 24% B, 88 min bei 30% B, 94 min
bei 38% B, 100 min bei 50% B, 103 min bei 66% B, 106-114 min bei 96% B, 115-135 min bei 4% B. Die
LC-Leistungsfahigkeit wurde routinemaRig mit Hilfe eines tryptischen Verdaus von Cytochrom C
sowie mit Blindinjektionen vor und nach der Analyse lberprift. Darlber hinaus wurde die UV-
Absorption der Peptide bei A = 214 nm wahrend der Analyse zur Qualitdtskontrolle herangezogen.
Die Nanospray-Flex-lonenquelle (Thermo Fisher Scientific), ausgestattet mit einem Emitter aus
rostfreiem Stahl, wurde verwendet, um positiv geladene lonen bei einer lonisierungsspannung von
2,2 kV zu generieren. Die lonentransferkapillare war auf 220 °C temperiert und die S-lens wurde auf
eine Widerstandsspannung von 50 V eingestellt. Das Massenspektrometer wurde unmittelbar vor
der Analyse extern mit Hilfe einer positiven CalMix-Losung kalibriert. Auerdem wurde wahrend
jeder Messung  eine  interne Massenkalibrierung  auf  Basis  des ubiquitaren
Polydimethylsiloxankontaminanten [C,H¢SiO]s bei m/z 445,12003 amu durchgefihrt. Der Quadrupol-
Orbitrap-Hybrid-Massenanalysator wurde im Vollscan-MS / ddMS2 (TopN)-Modus verwendet. Die
Vorlaufer-lonen wurden zunidchst im Vollscan-Modus in einem Massenbereich von m/z 300-1600
amu bei einer Auflosung von 70k FWHM, einer maximalen Injektionszeit von 120 ms und einem AGC
(automatic gain control) -Zielwert von 1e6 gemessen. Fir die datenabhangige Massenanalyse,
wurden bis zu 6 Vorldufer-lonen (Top6-Methode) mit der héchsten Abundanz je Scanzyklus bei einer
Ladung von z = 2-6 zunachst im Quadrupol fiir die anschlieRende Fragmentierung mit einer
Isolationsweite von m/z 3,0 amu ausgewahlt. Die resultierenden Fragment-lonen wurden in der HCD-
Zelle mit einer schrittweisen Kollisionsenergie von 24, 30, und 36 V generiert, wobei Stickstoff als

Kollisionsgas verwendet wurde. Der dynamische Ausschluss von Vorldufer-lonen wurde auf 35 s
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begrenzt. Die Fragment-lonen wurden bei einer Massenauflésung von 17,5k (FWHM), einer
maximalen Injektionszeit von 120 ms und einem AGC-Zielwert von 2e5 gemessen. Der MS/MS-
Scanbereich hatte einen festen Ausgangswert von m/z 120 amu. Das LC-MS/MS-Gerit wurde mit
Hilfe der Software Thermo/Dionex Chromeleon Xpress v6.80 SR13 (build 3818) und Thermo

QExactive Plus Tune / Xcalibur v3.0.63 2.3 (build 1765) angesteuert.

Proteindatenbanksuche

Die Proteindatenbanksuche wurde ebenfalls von Dr. Thomas Kriiger (Molekulare und Angewandte
Mikrobiologie, Leibniz-Institut fir Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie - HKI Jena) ausgefiihrt.
Thermo raw-Dateien wurden mit Hilfe der Software Proteome Discoverer (PD) v1.4.0.288 (Thermo)
prozessiert. Tandemmassenspektren wurden unter Anwendung der Algorithmen von Mascot v2.4.1
(Matrix Science, UK), Sequest HT und MS Amanda mit einer wochentlich aktualisierten NCBI
Proteindatenbank von S. cerevisiae verglichen. Bis zu zwei theoretische Fehlspaltstellen waren
erlaubt fir den Verdau mit Trypsin-LysC, AspN, GluC oder LysargiNase. Die Massentoleranzen fir
Vorlaufer- und Fragment-lonen wurden geratespezifisch auf 10 ppm bzw. 0,02 Da festgelegt. Als
dynamische Modifikation wurde die Oxidation von M sowie Phosphorylierungen von Serin (S),
Threonin (T) und Tyrosin bericksichtigt. Statische Modifikationen beruhen auf der
Carbamidomethylierung von Cystein durch lodoacetamid. Das Percolator-Software-Addon und eine
reverse falsch-positive Datenbank fir die (g-Wert) Validierung von
Peptidespektrumibereinstimmungen (PSMs) wurden unter Anwendung eines maximalen Delta CN-
Wertes von 0,05 und einer false discovery rate (FDR) < 1% genutzt. Mindestens 2 Peptide je Protein
wurden fir positive Proteiniibereinstimmungen benétigt. Zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit der

Phosphorylierungsstellen wurde das Software-Addon phosphoRS 3.1 PD eingesetzt (Taus et al, 2011).
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2.5. Messung der SCNCE103 Promotoraktivierung mittels GFP

S. cerevisiae WT, Acst6 und Asch9 wurden mit einem Plasmid transformiert, welches GFP
(Grinfluoreszierendes Protein) unter der Kontrolle des ScNCE103 Promoters enthélt (Plasmid siehe
Tabelle 5, Stamme siehe Tabelle 2). Die Kulturen wurden Gber Nacht in Minimalmedium + H, M, L bei
37°C und 5% CO, geschiittelt, zudem wurden je 2 Kolben Minimalmedium + H, M, L pro Stamm und
Zeitpunkt bei 37 °C und 5% CO, inkubiert. Nach Inokulation dieser Duplikate wurde je eine Kultur
nach 30 min unter Luft weiter geschittelt, wahrend die zweite bei 5% CO, verblieb. Zu diesem
Zeitpunkt wurde die Probe t=0 entnommen. Nach 1 h und 2 h Inkubation bei Luft bzw. 5% CO,
wurden jeweils weitere Proben entnommen. Hierflir wurden jeweils 1 ml der Kulturen
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Wasser aufgenommen und direkt mikroskopiert (LSM 780,
Zeiss, Jena). Zum Vergleich der GFP-Fluoreszenzintensitdten wurde der WT zum Zeitpunkt t=0 als
Referenz genutzt und die Mikroskopeinstellungen so gewahlt, dass gerade noch eine Fluoreszenz
detektiert werden konnte. Diese Einstellungen wurden fiir alle folgenden Zeitpunkte und Stamme
beibehalten. Die Fluoreszenzintensitat von jeweils 50 zufallig aufgenommenen Zellen pro Zeitpunkt
wurde mithilfe der ZEN Software (Zeiss, Jena) vermessen und die durchschnittliche
Hintergrundintensitat abgezogen. Anschliefend wurde der Mittelwert aller Zellen pro Zeitpunkt

bestimmt.

2.6. Statistische Auswertung

Die Genexpressionsdaten wurden mithilfe des Programms GraphPad Prism 6.0 analysiert. Die
statistische Signifikanz wurde mithilfe des Students t-Test (zweiseitig, ungepaart) bestimmt. Die
Daten sind dargestellt als arithmetische Mittelwerte, die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Ein Ergebnis wurde als signifikant eingestuft, wenn das Signifikanzlevel von p
kleiner als 5% war (p<0,05). In den Graphen ist dies durch Sterne dargestellt (*p<0,05, ** p<0,01, ***

p<0,001).
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3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung moglicher Cst6-spezifischer Enzyme mit Einfluss auf
die NCE103 Expression

3.1.1. Die ScNCE103 Expression wird CO:-abhiingig reguliert

Die Expression der Carboanhydrase ScNCE103 wird in niedrigen CO,-Konzentrationen wie Luft
hochreguliert, um die vorhandenen, geringe Mengen an CO, durch Hydrolyse in HCO3- umzuwandeln
und damit zu fixieren. Unter hohen CO,-Bedingungen (5% CO,) dagegen ist die Expression der
Carboanhydrase niedrig, da ein CO,-Uberangebot herrscht und eine zusitzliche enzymatische
Fixierung damit nicht notwendig ist (Amoroso et al, 2005). Reguliert wird diese Expressionsdanderung
durch den transkriptionellen Aktivator ScCst6 (Cottier et al, 2012). Zur Planung der folgenden
Experimente wurden zunachst der genaue Zeitverlauf und das Ausmal der ScNCE103 Hochregulation
im WT analysiert. Zudem wurde zeitgleich die ScCST6 Expression gemessen, um eine CO,-abhangige

Expression des Transkriptionsfaktors auszuschlieRen.

S. cerevisiae WT Kulturen wurden unter 5% CO, und 37°C vorkultiviert und anschlieBend auf je 2
Kolben (iberimpft, wovon einer bei 5% CO, verblieb und der andere unter Luft weiter kultiviert
wurde. Zum Zeitpunkt des Wechsels (t=0) sowie nach 10, 30, 60, 90, 120 und 180 min wurde jeweils
die Expression von ScNCE103 und ScCST6 bestimmt und auf t=0 normalisiert. Bereits nach 10 min
Inkubation in Luft stieg die SCNCE103 Expression im Vergleich zur Inkubation in 5% CO, signifikant an
(Abb. 6A). Nach 60 min in Luft war die maximale SCNCE103 Expression (23.3 £ 4.9 relativ zum WT in
Luft) erreicht. AnschlieRend sank die SCNCE103 Expression wieder ab und blieb schlieRlich stabil beim
15-fachen der WT Expression. Im Gegensatz zur Inkubation in Luft zeigte sich bei Inkubation in 5%
CO, keine Anderung der SCNCE103 Expression. Als Kontrolle wurde gleichzeitig die Expression von
ScCST6 bestimmt, wobei sich keine CO,-Abhangigkeit zeigte (Abb. 6B). Dies lasst darauf schlieRen,
dass die Induktion der ScNCE103 Expression in Luft nicht die Folge einer Expressionsdanderung des
Transkriptionsfaktors ScCST6 ist, sondern tatsachlich auf dessen posttranslationale Modifikation

zurickzufihren ist. Anhand dieser Ergebnisse wurde fiir die folgenden Experimente zur ScNCE103
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Expression eine Akklimatisierungszeit in Luft von 60 min genutzt, um eine groRRtmogliche

Expressionsdifferenz zwischen Luft und 5% CO, zu gewahrleisten.
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Abb. 6 Bestimmung der CO,-abhingigen Expression von SCNCE103 und ScCSTé6 liber die Zeit

(A) Die Expression von ScNCE103 stieg direkt nach Umsetzen in Luft signifikant an. Am hochsten war die
Expression nach 60 min in Luft. AnschlieBend sank die SCNCE103 Expression wieder ab und blieb schlieBlich
nahezu konstant. Im Gegensatz dazu dnderte sich die Expression in Zellen, die in 5% CO, verblieben, nicht Gber

die Zeit.
(B) Die ScCST6 Expression blieb ebenfalls konstant und ist damit unabhangig von den CO,-Bedingungen in der

Umwelt.

Dargestellt ist der Mittelwert + Standardabweichung, normiert auf t=0, von 3 unabhé&ngigen Experimenten. Die
Signifikanz bezliglich der Expression in 5% CO, zum jeweiligen Zeitpunkt wurde mittels Students t-Test
(zweiseitig, ungepaart) bestimmt und definiert als * p<0,05 und ** p<0,01.

3.1.2. Die Kinasemutanten Atpd3, Abud32, Aptk2, Aptp1 und Asch9 zeigen eine erhohte
Expression von SCcNCE103 in 5% CO-

Die Expression von ScNCE103 wird CO,-abhdngig durch posttranslationale Modifikation des
Transkriptionsfaktor ScCst6 reguliert. Zu den wichtigsten posttranslationalen Modifikationen mit
unmittelbarem Einfluss auf die Regulation des Metabolismus zahlt die Phosphorylierung (Humphrey
et al, 2015). Cottier et al. vermuteten bereits, dass eine Phosphorylierung von C. albicans Rcal an
S124 die Expression von NCE103 negativ reguliert. Dies basierte auf der Beobachtung, dass eine
phosphoablative Mutation von S124 (S124A) nicht nur in Luft, sondern auch in 5% CO, zu erhéhten

Ncel03 Leveln im Vergleich zum WT fihrte (Cottier et al, 2012). Welche Enzyme fir die
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Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors und damit die Regulation der Carboanhydrase
verantwortlich sind, ist unbekannt. Zur Identifizierung moglicher Kinasen und Phosphatasen wurde
der Modellorganismus S. cerevisiae genutzt. Dabei lag die Hypothese zugrunde, dass der
Transkriptionsfaktor bei Deletion der Kinase in 5% CO, nicht mehr phosphoryliert wird, was zu
erhohter Expression der Carboanhydrase fiihrt. Kommt es dagegen zu einer Deletion der
Phosphatase, so liegt der Transkriptionsfaktor selbst unter Luft phosphoryliert vor, wodurch die

Expression der Carboanhydrase in Luft stark vermindert ist.

Eine S. cerevisiae Kinase/Phosphatase-Mutantenbibliothek wurde hinsichtlich der ScNCE103
Expression unter 5% CO, (SCNCE103 “°%) und Luft (SCNCE103 “™) untersucht (siehe Anhang, Tabelle
X1). Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde der WT bei jeder Messung mitgefiihrt und
diente zur Normalisierung der Werte. Fiir den WT zeigte sich in diesem experimentellen Setting eine
mittlere SCNCE103 ™" Expression von 5,64 * 2,63, und damit ein deutlich geringerer Anstieg als noch
bei der Zeitreihenmessung (Tabelle 15, Abb. 7). Ursache hierfir war die gleichzeitige Messung von
zusatzlich 5 Mutanten, wodurch sich die Zeitspanne wahrend der RNA-Isolation entsprechend
verlangerte. Dies flhrte dazu, dass die CO,-Proben langer Luftbedingungen ausgesetzt waren und es
zu ersten Expressionsanpassungen kam. Daher wurde ein gleichzeitiges Bearbeiten von 6 Stammen,
inklusive WT, als geeigneter Kompromiss zwischen Anstieg der ScNCE103 Expression und
Zeitersparnis gewdhlt. Als Negativkontrolle diente Acst6, dessen Anstieg der SCNCE103 ™™ Expression

nur 2,7 + 1,65 betrug und damit signifikant geringer war als beim WT (Tabelle 15, Abb. 7).

Zur |dentifizierung moglicher ScCst6-spezifischer Kinasen wurde nach solchen Mutanten gesucht,
deren ScNCE103 Expression nicht nur in Luft, sondern auch in 5% CO, aufgrund einer nicht mehr
stattfindenden Phosphorylierung und damit Inaktivierung des Transkriptionsfaktors ScCst6 erhoht ist.
Alle Mutanten mit einer SCNCE103 °? Expression >2, verglichen mit dem WT, wurden zunachst als
mogliche Kinasekandidaten identifiziert (Tabelle 15, Abb. 7). Dieses Kriterium wurde von 5 Mutanten
erfillt: Atpd3 (Expressionslevel in 5% CO, im Vergleich zum WT: 2,16 + 0,65), Abud32 (3,38 + 0,79),

Aptk2 (2,44 + 2,09), Aptpl (2,07 £ 0,72) und Asch9 (3,55 + 1,55).
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Tabelle 15: SCNCE103 Expression identifizierter Kinase-Mutanten

Aufgelistet sind die Mittelwerte der ScNCE103 Expression in 5% CO, und Luft mit jeweils dazugehorigen
Standardabweichungen (SD). Zudem ist die Vervielfachung der Expression als Quotient aus Expression in Luft
und 5% CO, dargestellt sowie dessen Standardabweichung. Alle Mutanten wurden mindestens 3x gemessen.

ScNCE103 ©°? SD ScNCE103 “" SD Luft/CO, SD

S.c. WT 1,00 5,64 2,63 5,64 2,63
Acst6 0,97 0,20 2,70 1,65 2,75 1,45
Atpd3 2,16 0,65 9,60 2,58 4,80 1,85
Abud32 3,38 0,79 36,54 8,97 10,85 1,55
Aptk2 2,44 2,09 8,65 9,08 2,98 0,97
Aptp1 2,07 0,72 3,99 2,64 2,13 1,51
Asch9 3,55 1,55 6,12 2,98 1,91 0,70
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Abb. 7 CO,-abhéngige ScNCE103 Expression moglicher Kinasekandidaten

Wahrend der S. cerevisiage WT bei Umsetzen von CO, zu Luft einen Anstieg der SCNCE103 Expression von
5,64 + 2,63 zeigte, war dieser signifikant geringer in Acst6. Alle dargestellten Kinasemutanten wiesen in 5% CO,
eine im Mittel mindestens doppelt so hohe Expression auf wie der WT, wodurch sie als mogliche
Kinasekandidaten eingeordnet wurden. Von diesen Kandidaten war Asch9 am vielversprechendsten, da diese
Mutante in 5% CO, die hochste SCNCE103 Expression aller Mutanten aufwies. Gleichzeitig war die Expression in
Luft unverandert beziglich des WT. Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung von mindestens 3
unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz (Students t-Test, zweiseitig, ungepaart) von Mutante gegen WT
unter der jeweiligen Bedingung wurde definiert als * p<0,05 und ** p<0,01.
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3.1.3. ScSch9 ist der wahrscheinlichste ScCst6- Kinasekandidat
Die 5 identifizierten Kinasekandidaten wurden im Folgenden anhand vorhandener Fachliteratur

genauer untersucht und auf bisher bekannte Funktionen tGberprift.

ScTpd3 ist eine Untereinheit des Protein-Phosphatase 2A Komplexes und bildet das Grundgerust
dieses heterotrimeren Komplexes, welcher fir Zell-Morphogenese und Transkription notwendig ist
(van Zyl et al, 1992; van Zyl et al, 1989). Knock-out Mutanten sind gekennzeichnet durch ein
verzogertes Wachstum und Beeintrachtigung der Transkription bei 37 °C (van Zyl et al, 1992). Dies
zeigte sich wahrend der Analyse der RNA-Expression in stark abweichenden Expressionslevel des
Haushaltsgens SCACTI im Vergleich zu allen anderen Stammen. Der Anstieg der ScNCE103

Expression (2,16 + 0,65) war zwar signifikant gegeniber dem WT, allerdings wurde bisher keine

Kinase-Aktivitat flr ScTpd3 beschrieben.

ScBUD32 codiert fur eine Kinase des EKC/KEOPS Komplexes, welcher fiir tRNA-Modifikation und
Aufrechterhaltung der Telomere zustandig ist (Downey et al, 2006; Srinivasan et al, 2011). Die
Mutante Abud32 weist starke Wachstumsdefekte auf, besonders bei Temperaturen >30 °C und in
Minimalmedium (Stocchetto et al, 1997). Dies hatte Beeintrachtigungen der Experimente zur Folge,
da diese generell in 37 °C durchgefiihrt wurden. Im Mutantenscreening zeigte Abud32 eine
signifikant erhohte ScNCE103 “©* Expression (3,38 + 0,79). Zudem war auch die Expression unter Luft
extrem stark erhoht (36,54 + 8,97). Dadurch ergab sich trotz Hochregulation in 5% CO, eine mehr als
10-fache Erhdhung der ScNCE103 Expression in Luft im Vergleich zu 5% CO,. Dies entspricht einer
Verdopplung des Luft/CO,-Unterschieds des WT. Folglich scheint Abud32 vielmehr zu einer
generellen Hochregulation von ScNCE103 zu flhren, anstatt, wie flir eine Cst6-Kinase angenommen,

selektiv CO,-abhédngig zu regulieren.

ScPtk2 ist eine Kinase, die in den Transport von Eisen und die Aufnahme von Spermin involviert ist

(Erez & Kahana, 2002; Kaouass et al, 1997). Eine Verbindung zu Funktionen im
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Kohlenstoffmetabolismus ist nicht bekannt. Trotz im Mittel zweifach erhéhter ScNCE103 2

Expression beziglich des WT (2,44 £ 2,09) war diese Erh6hung statistisch nicht signifikant.

ScPtpl ist ein Enzym mit Phosphatasefunktion. Als Zielprotein wurde bisher nur der
Expressionsregulator ScFpr3 identifiziert (Wilson et al, 1995). Zudem wird eine mogliche Rolle von
ScPtp1l in der Regulation der Filamentierung angenommen (Fasolo et al, 2011). Eine Kinase-Aktivitat

Cco2

wurde bisher nicht beschrieben. Zudem ist der Anstieg der ScNCE103 Expression in Aptpl nicht

signifikant (2,07 £ 0,72).

ScSCH9 codiert fur eine Kinase, von der bereits bekannt ist, dass sie in die Stressantwort involviert ist,
wobei die Aktivitdt abhangig vom Nahrstoffangebot ist (Morano & Thiele, 1999; Pascual-Ahuir &
Proft, 2007; Qie et al, 2015; Weinberger et al, 2010). Zudem ist ScSch9 als CO,-abhangiger Induktor
und Repressor der Genexpression in C. albicans beschrieben worden (Stichternoth et al, 2011). In
unserem Mutantenscreening zeigte Asch9 von allen getesteten Stammen die starkste Hochregulation
der ScNCE103 ©? Expression (3,55 + 1,55). Zudem war die Expression in Luft ahnlich der des WT, was
zu einem sehr geringen Expressionsquotienten (Luft/5% CO,) von 1,91 + 0,7 fihrte.
Zusammengefasst stellt ScSch9 anhand der mRNA-Daten und der Literatur den besten Kandidaten

flr eine Cst6-spezifische Kinase dar und wurde daher im Folgenden genauer untersucht.

3.1.4. Identifizierung moéglicher Phosphatasekandidaten

Aufgrund der geringeren Substratspezifitdit von Phosphatasen (Cheng et al, 2011) stand die
Identifizierung der Cst6-Phosphatase nicht im Vordergrund der Arbeit. Jedoch beinhaltete die
Mutantenbibliothek eine Reihe von Phosphatasemutanten und die Ergebnisse der qRT-PCR — Analyse

lieRen Vermutungen liber mogliche Phosphatasekandidaten zu.

Beim initialen Screening zeigte sich, dass anhand des Einflusses auf ScNCE103 deutlich mehr
Deletionsmutanten als mogliche Phosphatasen in Betracht kommen wiirden als dies fiir Kinasen der

Fall war. Eine Phosphatasedeletion wiirde nach unserer Hypothese zu einer Verminderung der
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Induktion von ScNCE103 “™ fuhren und damit vergleichbar mit dem Regulationsmuster von Acst6
sein. Wiirde man nun, analog zur Identifizierung der Kinase, alle Mutanten auswahlen, deren
ScNCE103 ™™ Expression maximal halb so grof} ist wie die des WT (<2,82), so blieben 29 Mutanten
Gbrig. Im Vergleich dazu wurden fir die Kinase-ldentifikation nach diesem Schritt nur 5 Kandidaten
identifiziert. Daher wurde als weiteres Kriterium ein moglichst geringer Expressionsunterschied
zwischen Luft und CO, (Luft/CO,) mit einbezogen. In 16 Mutanten der 29 ist der ScNCE103
Expressionsunterschied nur halb so grofl wie der des WT oder kleiner. Unter diesen 16 Kandidaten
befinden sich nur 4 Enzyme mit Phosphataseaktivitat (PTC2, PTC7, SDP1, HAL5) sowie ein
unbekannter ORF (YPL150W) (Tabelle 16, Abb. 8). Alle anderen Mutanten codieren fiir Kinasen. Von
diesen 5 Kandidaten scheinen Ptc2 und Sdpl vielversprechend zu sein, da sie zumindest in
Zusammenhang mit Stress und der Antwort auf Umweltbedingungen eine Rolle spielen. Ptc2 ist eine
Proteinphosphatase Typ 2C mit Funktionen in DNA-Reparatur, osmotischem Stress und der Antwort
auf ungefaltete Proteine (Leroy et al, 2003; Welihinda et al, 1998; Young et al, 2002). Sdp1 ist eine
dual-spezifische MAP Kinase/Phosphatase, das heilkt, diese kann sowohl Serin- und Threonin- als
auch Tyrosinreste phosphorylieren und dephosphorylieren. Sdpl zeigte Funktionen in Hitze- und

oxidativem Stress (Fox et al, 2007; Hahn & Thiele, 2002).

Tabelle 16: SCNCE103 Expression identifizierter Phosphatase-Mutanten

Aufgelistet sind die auf den WT in 5% CO, normalisierten Mittelwerte der SCNCE103 Expression in 5% CO, und
Luft mit jeweils dazugehdrigen Standardabweichungen. Zudem ist die Vervielfachung der Expression als
Quotient aus Expression in Luft und 5% CO, dargestellt sowie dessen Standardabweichung. Alle aufgelisteten
Mutanten wurden mindestens 3x gemessen.

ScNCE103 ¢ SD ScNCE103 “" SD Luft/CO, )

Aptc2 0,96 0,25 1,74 0,88 1,80 0,78
Aptc7 1,30 0,62 2,77 0,72 2,33 0,92
Asdp1 1,26 0,25 2,45 0,30 1,95 0,14
Ahals 1,21 0,37 2,27 1,13 1,97 1,08
AYPL150W 0,97 0,32 2,62 0,76 2,71 0,11
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Abb. 8 CO,-abhangige ScNCE103 Expression moglicher Phosphatasekandidaten

Anhand des qRT-PCR Screenings wurden Phosphatasemutanten, welche die Expression von ScNCE103 in Luft
verminderten, identifiziert. Als Kontrollen sind S. cerevisiae WT sowie Acst6 dargestellt. Kriterien fir mogliche
Phosphatasekandidaten waren eine maximal halb so hohe ScNCE103 Luft Expression im Vergleich zum WT und
ein moglichst geringer Unterschied der SCNCE103 Expression in Luft und CO, (<2,8). Zudem wurden Kandidaten
mit reiner Kinaseaktivitat ausgeschlossen. Dadurch konnten 5 mogliche Phosphatasekandidaten identifiziert
werden. Die Balken zeigen den Mittelwert * Standardabweichung von mindestens 3 unabhangigen
Experimenten. Die Signifikanz (Students t-Test, zweiseitig, ungepaart) von Mutante gegen WT unter der
jeweiligen Bedingung wurde definiert als * p<0,05, ** p<0,01 und *** p<0,001.

3.2. Herstellung rekombinanter Proteine und spezifischer Antikoérper fiir
die Untersuchung auf Proteinebene

Um die Funktion von ScCst6 und ScSch9 in der Regulation von ScNcel03 auf Proteinebene genauer
zu untersuchen, war eine Herstellung und Aufreinigung rekombinanter Proteine von ScNcelO3,
ScCst6 und ScSch9 notwendig. Zudem wurden spezifische Antikérper gegen ScNcel03 und ScCst6
bendtigt, um Proteinlevel im Western Blot detektieren zu kdnnen und Protein-Protein-Interaktionen

zu untersuchen. Da diese kommerziell nicht erhéltlich waren, bestand die Notwendigkeit der
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individuellen Herstellung, welche relativ groRe Proteinmengen (>1 mg) mit moglichst hoher Reinheit

erforderlich machten.

3.2.1. Uberexpression von SCcNCE103, ScCST6 und ScSCH9

Die Herstellung und Aufreinigung rekombinanter Proteine setzte die Uberexpression von ScNCE103,
ScCST6 und ScSCH9, markiert mit 6xHis als Signalmolekdl, in E. coli voraus. Die entsprechenden
Sequenzen fir alle drei Gene (GeneArt Gene Synthesis, Thermo Fisher Scientific) wurden in den
Expressionsvektor p41 kloniert. ScNCE103-His und ScSCH9-His wurden im Stamm BL21DE3
Uberexprimiert, fur ScCST6-His wurde Rosetta genutzt. Die Expression wurde durch Zugabe von IPTG
induziert. Die Kulturen wurden geerntet und direkt zur Uberpriifung der Uberexpression auf
Proteinebene im Western Blot genutzt. Fiir alle 3 Proteine wurde eine klare Bande mit erwarteter

GrolRe detektiert (Abb. 9).

140kDa —F .
S ScSch9-His

100kDa —

J0kDa — W SCCst6-His

25kDa —mmme ScNcelO3-His

Abb. 9 Nachweis der Uberexpression von ScNCE103-His, ScCST6-His und ScSCH9-His mittels Western Blot
ScNCE103-His, ScCST6-His und ScSCH9-His wurden in E. coli tiberexprimiert. Die Uberexpression wurde auf
Proteinebene durch Detektion von Banden mit entsprechender GroRe nachgewiesen. Als Priméarantikorper
wurde anti-6x His (1:1000, GTX115045, GeneTex), als Sekundarantikérper Ziege anti-Kaninchen DyLight 649
(1:2000, Jackson ImmunoResearch) verwendet.

3.2.2. Aufreinigung von ScNce103-His, ScCst6-His und ScSch9-His

Um die exprimierten, rekombinanten Proteine zur Herstellung von Antikdrpern und fir Experimente
zu Protein-Protein-Interaktionen zu nutzen, erfolgte eine Aufreinigung der Proteine mittels IMAC.
Hierfir wurden die mit IPTG induzierten Kulturen geerntet und aufgeschlossen. Das Gesamtlysat

wurde mit Aufreinigungspuffer verdiinnt und auf die Sdule mit der stationaren Phase geladen. Durch
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die 6x His-Signalpeptide blieben die rekombinanten Proteine an der stationdren Phase haften. Nach

mehreren Waschschritten erfolgte die Elution der gebundenen Proteine mit Imidazol.

In Abb. 10A ist die IMAC-Aufreinigung von ScNcel03-His im Western Blot abgebildet. Als Kontrolle
wurde der I8sliche Uberstand des Zellaufschlusses vor dem Siulenauftrag genutzt (Spur 1), welcher
ein Signal flr 6x His-markiertes ScNce103 bei ~25 kDa zeigte. Im Sdulendurchlauf (3) war nahezu kein
ScNcel03-His detektierbar, was auf eine sehr gute Bindung des Proteins an die feste Phase schlielen
lieR. Im darauffolgenden ersten Waschschritt (4) wurde bereits ScNcelO3-His von der Saule
gewaschen, der Uberwiegende Teil des rekombinanten Proteins befand sich jedoch stark
aufkonzentriert in den Eluatfraktionen (5-7). Hier zeigte sich neben der Bande bei 25 kDa auch eine
deutlich schwachere bei ~ 50 kDa, welche vermutlich auf eine Dimerbildung der Carboanhydrase
zurickzufihren ist. Auch im anschlieRenden Waschen (8) wurde ein Signal fiur ScNcel03-His
detektiert, in der Sadulenreinigung (9) jedoch nicht mehr. Die Eluatfraktionen wurden vereinigt und
die Reinheit im Silbergel mittels Verdinnungsreihe Gberpruft (Abb. 10B). ScNcel03-His zeigte bereits
nach diesem ersten Aufreinigungsschritt eine sehr gute Reinheit und wurde fiir die Herstellung

spezifischer Antikdrper eingesetzt.
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Abb. 10 Aufreinigung von rekombinantem ScNce103-His mittels IMAC

(A) ScNcel03-His wurde in E. coli liberexprimiert und mit IMAC aufgereinigt. Im Eluat befand sich, deutlich
aufkonzentriert, rekombinantes ScNce103-His, markiert mit einem Pfeil. Als Priméarantikérper wurde anti-6x His
(1:1000, GTX115045, GeneTex), als Sekundarantikérper Ziege anti-Kaninchen Dylight 649 (1:2000, Jackson
ImmunoResearch) verwendet.

(B) Das aufkonzentrierte Eluat wurde im Silbergel durch Anfarben aller Proteine auf Reinheit tiberpriift.

Fir die Aufreinigung von ScCst6-His wurde zundchst genauso verfahren wie fiir ScNcel03-His. Nach
der Aufreinigung mittels IMAC und Uberpriifung im Western Blot zeigte sich im Eluat eine deutliche
Bande fiir ScCst6-His (Abb. 11A, Spur 4 und 5). Allerdings fanden sich auch viele Banden geringerer
GroRe, welche durch Degradation des Zielproteins entstanden. Zudem zeigte sich in der
Silberfarbung der gleichen Proben (Abb. 11B), dass ScCst6 im Eluat (Spur 4, 5) nicht nur schnell

degradiert, sondern zudem auch keine ausreichende Reinheit aufwies, da sich das Bandenmuster von

dem im Western Blot unterschied.
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Abb. 11 Aufreinigung von rekombinantem ScCst6-His mittels IMAC und GroBenausschlusschromatographie
ScCstb-His wurde in E. coli Uberexprimiert, mit IMAC aufgereinigt und durch Western Blot (A) und Silberfarbung
(B) analysiert. Im Eluat (Spur 4+5) wurde rekombinantes ScCst6-His in voller Lange (~70 kDa, Pfeil) mittels
Western Blot detektiert. Jedoch zeigte sich ein beginnender Abbau des rekombinanten Proteins durch
leiterartige Banden geringerer GroRe. In der Silberfarbung der identischen Proben waren diverse Banden
neben der gewiinschten GréRe zu sehen, welche eine nicht ausreichende Reinheit des Proteins anzeigten, da
sie nicht mit den Banden im Western Blot Ubereinstimmten. Als Primarantikérper wurde anti-6x His (1:1000,
GTX115045, GeneTex), als Sekundarantikbrper Ziege anti-Kaninchen Dylight 649 (1:2000, Jackson
ImmunoResearch) verwendet.

(C) ScCst6-His wurde anschlieBend durch GroRenausschlusschromatographie aufgereinigt. Dargestellt ist das
Chromatogramm fiir die Aufreinigung von ScCst6-His sowie die Zuordnung der Hochstwerte zu den einzelnen
gesammelten Fraktionen, welche im Anschluss im Silbergel analysiert wurden. 1 - Marker (Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder), 2 - ScCst6-His, vorgereinigt und aufkonzentriert, 3-6 - gesammelte Fraktionen.
Die erste aufgefangene Fraktion (Spur 3) enthielt ScCst6 in voller Lange.

(D) Die durch GroRenausschluss aufgereinigte Fraktion in Spur 3 (C) wurde aufkonzentriert und in
verschiedenen Konzentrationen mittels Silberfarbung analysiert. M - Marker (Spectra Multicolor Broad Range
Protein Ladder).

Daher wurden die beiden Eluate vereint, aufkonzentriert und ein zweiter Aufreinigungsschritt, die

GroRenausschlusschromatographie mittels AKTA, angeschlossen. Das vorgereinigte ScCst6-His -
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Konzentrat wurde auf die Sadule entladen (Markierung bei t=0) und die UV-Absorption bei 280 nm
Uberwacht (Abb. 11C). Sobald die UV-Absorption anstieg, wurden die einzelnen Hochstwerte als
Fraktionen gesammelt, welche dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt wurden. Durch eine Silberfarbung
wurde die Reinheit berprift (Abb. 11C, unten). Dabei zeigte sich, dass der erste Scheitelpunkt,
entsprechend Spur 3 im Silbergel, ScCst6-His zuzuordnen ist. Wiederum war neben ScCst6-His in
voller Lange eine leiterartige Bandenverteilung bei der Reinheitsanalyse im Silbergel zu sehen (Abb.
11D). Dies weist auf rasche Degradation und damit geringe Stabilitdt des Zielproteins hin. Fir die
Herstellung spezifischer Antikorper stellte das jedoch kein Problem dar. ScSch9-His wurde ebenfalls
Gber IMAC angereichert und im Western Blot mithilfe eines anti-6x His Antikorpers Gberprift (Abb.
12). Fir ScSch9-His wurde eine deutliche Bande bei >100 kDa sowie schwachere Banden detektiert,
die wahrscheinlich den beginnenden Abbau des Proteins zeigten. Eine weitere Aufreinigung war fir

folgende Experimente nicht notwendig. Zudem erfolgte keine Herstellung spezifischer Antikorper.

1 23 45686

o W W < sccsts-His

50 -
1 Zelllysat ScSch9-His

35 - 2 Marker (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder)
3 Durchlauf

25 . 4 Waschfraktion
5 Eluat1

15 - 6 Eluat2

Abb. 12 Anreicherung von ScSCH9 mittels IMAC

ScSch9-His wurde in E. coli iberexprimiert und mittels IMAC angereichert. Sowohl im unaufgereinigten Zelllysat
als auch in den Eluatfraktionen wurde ein deutliches Signal fir ScSch9-His bei >100 kDa im Western Blot
detektiert. Als Primarantikorper wurde anti-6x His (1:1000, GTX115045, GeneTex), als Sekundarantikorper
Ziege anti-Kaninchen DyLight 649 (1:2000, Jackson ImmunoResearch) verwendet.

3.2.3. Herstellung spezifischer Antikorper gegen ScNce103 und ScCst6
Aufgereinigtes ScNcel03-His und ScCst6-His wurden genutzt, um spezifische Antikdrper im
Kaninchen herzustellen, welche zum Nachweis endogener Proteine sowie Protein-Protein-

Interaktionen bendtigt wurden. Je 2 Kaninchen pro Antigen wurden ausgewahlt und Testblut zu je 3
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Zeitpunkten (28, 56 und 70/72 Tage nach Erstimmunisierung) entnommen. Das Vorhandensein
spezifischer Antikérper wurde zundchst von Thermo Fisher Scientific mit einem ELISA-Assay
Uberpruft. Die Antikorpertiter aller Seren sind in Tabelle 17 zusammengefasst. Zudem wurden alle
Antiseren mit einem Titer 2 12500 im Western Blot hinsichtlich ihrer Reaktivitat getestet. Fiir anti-
ScNcel03 zeigte das Tier PA 7798 nach 56 Tagen das beste Verhaltnis zwischen Reaktivitat und
unspezifischer Bindung, fiir anti-ScCst6 das Tier PA 7800 nach 70/72 Tagen (fett markiert in Tabelle
17). Diese Antiseren wurden daher fir eine Protein-A-Aufreinigung ausgewahlt. Anschliefend
wurden beide Antikérper erneut im Western Blot getestet (Abb. 13A). Dabei zeigte sich, dass beide,
anti-ScNce103 und anti-ScCst6, sowohl das rekombinante Protein als auch das endogene Protein im
S. cerevisiae Lysat erkannten. Beide Antikérper besaBen allerdings auch eine Reaktivitat gegenilber
dem 6x His-Signalmolekiil, was zu unspezifischer Bindung anderer 6x His-markierter Proteine fiihrte
(Abb. 13A). Daher wurden jeder Farbelosung 6x His-Peptid zur Absattigung aller unspezifischen anti-

6x His-Antikorper zugegeben.

Tabelle 17: Bestimmung der Antikorpertiter mittels ELISA
Antiseren, die flr weitere Experimente genutzt und aufgereinigt wurden, sind fett markiert.

Antigen Tier 28d 56d 70/72d
PA 7793 200000 200000 200000
ScNcel03
PA 7798 200000 200000 200000
PA 7796 3125 12500 12500
ScCst6
PA 7800 12500 50000 12500

Da C. glabrata und C. albicans orthologe Proteine fiir ScCst6 und ScNcel103 aufweisen, bestand die
Moglichkeit, dass die hergestellten Antikérper auch hier Signale zeigen kdnnten. Da S. cerevisiae
naher mit C. glabrata als C. albicans verwandt ist und auch die Proteinsequenzen hoéhere
Ubereinstimmungen zeigten, wurde die Reaktivitit der Antikérper zunichst in C. glabrata
untersucht. Wahrend die Antikdrper in S. cerevisiae sehr gut funktionierten, waren beide nicht
reaktiv gegeniiber der homologen Proteine in C. glabrata (Abb. 13B). Dies schloss einen Einsatz zur
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Untersuchung in C. glabrata aus. Eine Reaktivitdt gegenliber C. albicans erscheint aufgrund der

geringeren Konservierung in der Proteinsequenz unwahrscheinlich und wurde nicht getestet.
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Abb. 13 Testung der anti-ScNce103 und anti-Cst6 Antik6rperspezifitat

(A) Die aufgereinigten Antikorper anti-ScCst6 und anti-ScNcel03 wurden mittels Western Blot auf ihre
Spezifitdt getestet. Beide Antikdrper erkannten das jeweils zur Immunisierung genutzte rekombinante Protein.
Im S. cerevisiae WT Lysat wurde endogenes ScCst6 und ScNcel03 detektiert. Jedoch zeigten beide Antikorper
eine Kreuzreaktivitat gegenliber anderen 6x His-markierten Proteinen, zuriickzufiihren auf das Vorhandensein
von unspezifischen anti-6x His-Antikdrpern.

(B) Die Antikorper wurden zudem auf ihre Reaktivitdt gegeniiber der homologen Proteine in C. glabrata
getestet. Hier zeigten sich jedoch keine Banden mit entsprechender GréRe.

Als sekundarer Antikorper wurde jeweils Ziege anti-Kaninchen DyLight 649 (1:2000, Jackson ImmunoResearch)
verwendet.

3.3. ScSch9-Mangel erhoht ScNce103 Proteinlevel und ScNCE103
Promoteraktivierung unter 5% CO:

Im gRT-PCR-Screening wurde gezeigt, dass eine Deletion von ScSCH9 zu erhohter ScNCE103
Expression in 5% CO, fuhrt, eine Deletion von ScCST6 dagegen zu verminderter ScNCE103
Hochregulation in Luft im Vergleich zum WT (Abb. 7). Um zu Uberprifen, ob dies auch auf
Proteinebene zutrifft, wurden S. cerevisiae WT, Acst6 und Asch9 in 5% CO, oder Luft inkubiert und
die Proteinkonzentration von ScNcel03 im Western Blot analysiert und quantitativ ausgewertet
(Abb. 14). Im WT war unter 5% CO, nahezu kein ScNcel03 detektierbar, in Luft dagegen zeigte sich
eine starke Bande. Auch Acst6 wies in 5% CO, kein ScNcel03-Signal auf und in Luft nur ein sehr

schwaches. Dies geht einher mit den Ergebnissen der mRNA-Expression. Fiir die Mutante Asch9
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zeigte sich, dass ScNcel103 im Vergleich zum WT in 5% CO, tatsachlich auch auf Proteinebene erhéht
ist. Die Proteinmengen in Luft unterscheiden sich dagegen nur gering vom WT. Jedoch wurde auch
deutlich, dass ScNcel03 in Asch9 unter 5% CO, und Luft keineswegs gleich stark exprimiert wird, was

auf einen weiteren Regulationsmechanismus neben ScSch9 schlielRen lasst.
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Abb. 14 CO,-abhingige ScNce103 Proteinlevel in S. cerevisiae WT, Acst6 und Asch9

Endogene ScNcel03 Proteinlevel von WT und Mutanten wurden in Abhdngigkeit der CO,-Bedingungen mittels
Western Blot Analyse bestimmt. Asch9 zeigte auch auf Proteinebene in 5% CO, deutlich erh6hte ScNcel03-
Level verglichen mit dem WT. Es wurde je Probe 1 mg Gesamtprotein aufgetragen. Als Primdrantikoérper
wurden Kaninchen anti-ScNcel03 (1:1000) und Maus anti-beta-Actin (1:1000, ab8224, abcam), als
Sekundarantikorper Esel anti-Kaninchen DylLight 649 sowie Esel anti-Maus DyLight 549 (je 1:2000, Jackson
ImmunoResearch) verwendet. Die quantitative Auswertung der endogenen Proteinlevel von ScNcel03 bezogen
auf die Ladekontrolle ScActl und normalisiert auf den WT in 5% CO, erfolgte mittels AlphaView Software
(ProteinSimple).

Um nachzuweisen, dass die Erhdhung von ScNcelO3 in Asch9 unter 5% CO, auch tatsachlich Cst6-
abhdngig und damit abhdngig von der ScNCE103 Promoteraktivierung ist, wurde ein Plasmid
hergestellt, welches GFP unter der Kontrolle des ScCNCE103 Promoters tragt. Dadurch waren anhand
der GFP-Signalstarke Riickschliisse auf die Aktivierung des NCE103 Promoters moglich. S. cerevisiae
WT, Acst6 und Asch9 wurden mit dem Plasmid pRS316-pScNCE103+GFP transformiert, unter 5% CO,
kultiviert und dann zu Luft umgesetzt. Zum Zeitpunkt t=0 des Bedingungswechsels sowie nach 60 und
120 min Inkubation wurde die Fluoreszenz mit einem Konfokalmikroskop detektiert und
ausgemessen. Die mittlere Fluoreszenz von 50 zufillig ausgewdahlten Zellen wurde berechnet (Abb.
15). S. cerevisiae WT zeigte einen starken Anstieg der Fluoreszenz und damit der ScNCE103
Promoteraktivierung, wenn die Zellen unter Luftbedingungen kultiviert wurden. Nach 60 min hatte

sich die Fluoreszenz versechsfacht, nach 120 min sogar verneunfacht. Diese stabile, langfristig hohe
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Fluoreszenz ist moglicherweise eher Folge der hohen GFP-Stabilitat und weniger einer nach 120 min
in Luft noch immer ansteigenden Promoteraktivierung. In der Acst6 Mutante blieb dieser Anstieg der
GFP-Fluoreszenz aus. Im Mittel stieg die Fluoreszenzintensitat zwar (iber die Zeit tatsachlich
signifikant von 1,33 + 0,89 (t=0) auf 2,57 + 1,61 (120 min Luft) an (p<0,001), allerdings war dieser
Anstieg sehr gering im Vergleich zum WT. Asch9 wies unter 5% CO, eine signifikant erhohte
Fluoreszenz verglichen mit dem WT auf (4,5-fach erh6ht). Die Fluoreszenz unter Luftbedingungen
unterschied sich nicht vom WT. Diese Ergebnisse deckten sich mit den vorangegangenen
Experimenten und lassen darauf schlieRen, dass ScSch9 die Aktivierung des SCNCE103 Promoters in
5% CO,, jedoch nicht in Luft vermindert.
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Abb. 15 Untersuchung der SCNCE103 Promoteraktivierung

S. cerevisiae WT und Mutanten wurden mit GFP unter Kontrolle des SCNCE103 Promoters transformiert und
unter 5% CO, kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen zu Luft transferiert und fiir weitere 120 min inkubiert.
Zum Zeitpunkt des Bedingungswechsels sowie nach 60 und 120 min wurde die Fluoreszenz mittels
Konfokalmikroskopie detektiert (DIC: Differentialinterferenzkontrast). Die Quantifizierung der Fluoreszenz-
intensitat pro Zeitpunkt erfolgte durch Ausmessen von mindestens 50 zufallig gewahlten Zellen. Die Balken
zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung. Die Signifikanz (ermittelt mit Students t-Test, zweiseitig,
ungepaart) von Mutante gegen WT zum Zeitpunkt t=0 wurde definiert als *** p<0,001.
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3.4. Protein-Protein-Interaktionen zwischen ScCst6 und ScSch9

3.4.1. ScSch9 bindet ScCst6

ScSch9 reguliert die SCNCE103 Expression in Abhangigkeit von CO, und eine Deletion von SCH9 fiihrt
zu erhohter ScNCE103 Promoteraktivierung. Dies kdnnte in einer Phosphorylierung des aktivierenden
Transkriptionsfaktors ScCst6 durch ScSch9 in 5% CO, begriindet sein. Um eine mogliche Interaktion
zwischen ScCst6 und ScSch9 zu untersuchen, wurde eine Immunprazipitation von ScCst6
durchgefiihrt. S. cerevisiae WT wurde in Luft kultiviert, um sicherzustellen, dass ScCst6 nicht bereits
vorher durch endogenes ScSch9 phosphoryliert wurde. Dadurch kdnnte eine Bindung beider Proteine
durch Konformationsanderung des Transkriptionsfaktors behindert werden. Mithilfe spezifischer
anti-ScCst6 Antikorper, abgesattigt mit 6x His-Peptid, wurde endogenes ScCst6 prazipitiert.
AnschlieBend wurde das Immunkonjugat mit aufgereinigtem ScSch9-His inkubiert. Mithilfe von SDS-
PAGE und Western Blot wurden die gebundenen Proteine detektiert (Abb. 16). In der
Negativkontrolle ohne anti-ScCst6 und ScSch9-His zeigte sich, dass weder ScCst6 noch ScSch9
detektiert werden konnten, wenn keine Antikdrper zur Immunprazipitation hinzugegeben wurden.
Auch die Zugabe von ScSch9-His ohne vorherige Bindung von ScCst6 zeigte keine Signale. Dadurch ist
eine unspezifische Bindung beider Proteine an die stationdre Phase ausgeschlossen. Eine Bindung
von ScSch9 wurde nur detektiert, wenn ScCst6 vorher mithilfe spezifischer Antikdrper gebunden

wurde. Dies erhartet die Hypothese, dass ScSch9 ScCst6 als zu phosphorylierendes Substrat bindet.
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Abb. 16 Nachweis der ScCst6 — ScSch9 — Interaktion durch Immunprazipitation

Endogenes ScCst6 wurde durch Immunprazipitation mittels anti-ScCst6 Antikdrpern aus S. cerevisiae WT Lysat
aufgereinigt. AnschlieBend wurden die Immunkomplexe mit aufgereinigtem ScSch9-His inkubiert. ScSch9
wurde nur dann im Western Blot detektiert, wenn ScCst6 bereits gebunden war. Zur Detektion von
endogenem, prazipitiertem ScCst6é wurde Kaninchen anti-ScCst6 (1:1000), abgesattigt mit 6x His-Peptid
genutzt. Als Sekundarantikorper wurde Ziege anti-Kaninchen DyLight 649 (1:2000, Jackson ImmunoResearch)
verwendet. Fir den Nachweis von gebundenem ScSch9 wurde FITC-markierter Maus anti-6x His (1:250, MA1-
81891, Thermo Fisher Scientific) eingesetzt.

3.4.2. ScSch9 phosphoryliert ScCst6

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ScSch9 an ScCst6 bindet, sollte im Folgenden untersucht
werden, ob ScCst6 ein Substrat der Kinase ScSch9 ist. Zu diesem Zweck wurde ScSCH9 in S. cerevisiae
Uiberexprimiert. Eine Uberexpression im Zielorganismus S. cerevisiae war notwendig, da ScSch9 fiir
Phosphorylierungsstudien als aktive Kinase, das heit mit den entsprechenden aktivierenden
Phosphorylierungen, vorliegen musste. S. cerevisise WT wurde mit dem Plasmid pRS316-
promScGAL1-ScSch9-His, welches ScSCH9 unter Kontrolle des GAL1 Promoters enthielt,
transformiert. Um eine ausreichende Induktionszeit zu bestimmen, wurden die Kulturen bis zu 24 h

in YPD + 2% Galaktose inkubiert, anschlieRend aufgeschlossen und mittels Western Blot auf
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Uberexpression von ScSch9 untersucht (Abb. 17). Bereits nach 2-stiindiger Induktion wurde
Uberexprimiertes ScSch9-His nachgewiesen. Mit langerer Inkubationszeit stieg die Expression weiter
an. Fur alle weiteren Experimente wurde eine Induktionszeit von 6 h genutzt, da sie eine

ausreichende Uberexpression garantierte.

2 6 24 Induktionszeit in h
140

- - u«-— ScSch9-His
100

5. ¢. WT + 5cSCH9-His

Abb. 17 ScSCH9 Uberexpression in S. cerevisiae WT

Die Uberexpression von ScSch9-His in 5% CO, wurde auf Protein-Ebene mittels Western Blot analysiert. Als
Induktionszeiten wurden 2, 6 und 24 h gewahlt. Je langer induziert wurde, desto starker war die Bande fir
ScSch9-His. Als Priméarantikorper wurde anti-6x His (1:1000, GTX115045, GeneTex), als Sekundarantikorper
Ziege anti-Kaninchen DyLight 649 (1:2000, Jackson ImmunoResearch) verwendet.

In der Annahme, dass die Aktivierung von ScSch9 unter 5% CO, maximal ist, erfolgte die Kultivierung
von ScSCH9-liberexprimierenden Kulturen unter dieser Bedingung. Die Aufreinigung erfolgte mittels
Immunprazipitation mit anti-6x His Antikorpern. Als Substrat fir die Phosphorylierungsreaktion
wurde aufgereinigtes ScCst6-His genutzt. Die Kinasereaktion wurde durch Zugabe von radioaktiv
markiertem ATP ([y->°P]-ATP) gestartet. Nach 30 min wurde die Reaktion gestoppt und mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Durch Autoradiographie wurde inkorporiertes [y->’P]-ATP detektiert (Abb. 18). Als
Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Zugabe der Kinase ScSch9, in dem keine eindeutige Bande
detektiert werden konnte. Es zeigte sich lediglich ein starker Hintergrund aufgrund nicht
inkorporierter Radioaktivitdt. Wurde ScSch9 dem Ansatz zugegeben, war eine klare Bande fir ScCst6
zu sehen, was eine Phosphorylierung von ScCst6 durch ScSch9 in vitro beweist. Zudem wurde eine
Bande von ~120 kDa detektiert, die ScSch9 selbst zugeordnet werden konnte und eine

Autophosphorylierung der Kinase zeigt.
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Abb. 18 ScSch9 phosphoryliert ScCst6 in vitro

FUr in vitro Phosphorylierungsassays wurde Uberexprimiertes ScSch9-His mittels Immunpréazipitation aus
S. cerevisiae unter 5% CO, aufgereinigt. AnschlieRend wurde mit rekombinantem ScCst6-His und [v-sZP]- ATP
inkubiert. Der Einbau von y->>P wurde durch Autoradiographie detektiert. Eine deutliche Bande fiir radioaktiv
markiertes ScCst6-His wies auf eine Phosphorylierung von ScCst6 durch ScSch9 hin.

3.5. Identifizierung moéglicher Phosphorylierungsstellen von ScCst6
mittels LC-MS/MS

3.5.1. S. cerevisiae WT Cst6 ist stark phosphoryliert

Die Regulation der Carboanhydrase-Expression in Hefen scheint konserviert zu sein, denn
S. cerevisiae Cst6 ist ortholog zu Rcal in C. albicans und C. glabrata (Cottier et al, 2013; Cottier et al,
2012). Zudem weisen alle 3 Proteine ausgepragte konservierte Bereiche auf, innerhalb derer 3
potentielle Phosphorylierungsstellen identifiziert wurden. In S. cerevisiae entsprechen diese 5266,
S$268 und S440. Vorarbeiten von Cottier et al. fur C. albicans Rcal lieferten bereits Hinweise darauf,
dass S124 (entspricht S266 in S. cerevisiae Cst6) eine potentielle Phosphorylierungsstelle darstellen
koénnte. Ein Austausch des Serins mit Glycin, was einer kompletten Dephosphorylierung entspricht,
hob die Hochregulation der Carboanhydrase-Expression in C. albicans unter Luftbedingungen auf
(Cottier et al, 2012). Um diese Stelle, aber auch weitere potentielle Regulationsstellen in ScCst6 auf
Phosphorylierung zu Uberprifen, wurde ScCST6 in S. cerevisiage WT unter Kontrolle des GALI
Promoters Uberexprimiert. Dies wurde zunachst auf Proteinebene Uberprift (Abb. 19). Auch hier

wurde eine Induktionszeit von 6 h gewahilt.
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Abb. 19 Nachweis der Uberexpression von ScCST6 in S. cerevisiae WT mithilfe des GAL1 Promoters

Die Uberexpression von ScCST6 in S. cerevisiae WT unter Kontrolle des GAL1 Promoters wurde durch Zugabe
von 2% Galaktose induziert. Nach 6 h Induktion wurde eine Probe genommen, um die Uberexpression auf
Proteinebene mithilfe eines Western Blots zu Uberprifen. Als Primarantikorper wurde anti-6x His (1:1000,
GTX115045, GeneTex), als Sekundarantikbrper Ziege anti-Kaninchen Dylight 649 (1:2000, Jackson
ImmunoResearch) verwendet. Marker: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder

Die ScCST6-liberexprimierenden Kulturen wurden entweder 6 h in 5% CO, oder 5 h in 5% CO, und
anschlieRend 1 h in Luft kultiviert, um CO,-abhdngige Phosphorylierungsunterschiede mittels LC-
MS/MS zu detektieren. Dies erfolgte in enger Kooperation mit Dr. Thomas Kriger und Dr. Olaf
Kniemeyer der Abteilung Molekulare und Angewandte Mikrobiologie des Leibniz-Instituts fir
Naturstoff-Forschung und Infektionsbiologie - HKI Jena. ScCST6-His wurde mittels
Affinitatschromatographie aufgereinigt, durch SDS-PAGE aufgetrennt und anschlieend im Gel mit
Trypsin-LysC, AspN, GIuC oder LysargiNase verdaut, um einen groftmoglichen Sequenzbereich
abzudecken. Zudem wurde ein in-Lésungs-Verdau mit GluC und Trypsin-LysC durchgefiihrt, um auch
Peptide umfangreicherer Lange zu detektieren. Die massenspektrometrische Messung und
Auswertung wurde von Dr. Thomas Kriger durchgefiihrt. Voraussetzung fiir das Einbeziehen von
Phosphorylierungsstellen war eine mit der Software phosphoRS 3.1 PD kalkulierte
Phosphorylierungswahrscheinlichkeit von >99% sowie die Detektion in mindestens 2 unabhangigen

Experimenten.
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Insgesamt wurden im WT 19 unterschiedliche Phosphorylierungsstellen detektiert (Abb. 20). Von
diesen wurden 11 bereits in Hochdurchsatz-Experimenten identifiziert (Albuquerque et al, 2008;
Swaney et al, 2013) und 8 waren bisher unbekannt als potentielle Phosphorylierungsstellen (Abb. 20,
fett markiert). Von den 3 konservierten Serinresten (Abb. 20, unterstrichen) wurde einzig S266
phosphoryliert detektiert (Abb. 20, schwarz umrandet), S268 und S440 dagegen nicht.
Interessanterweise entspricht S266 als einzige Stelle innerhalb der ScCst6-Sequenz dem Sch9-
Erkennungsmotiv  R-(R/K)-X-S (Kennelly & Krebs, 1991). Beim Vergleich des ScCst6-
Phosphorylierungsmusters in 5% CO, und Luft zeigte sich kein eindeutiger Unterschied. Dies kdnnte
auf die Uberexpression von ScCst6 im experimentellen Ansatz zuriickzufiihren sein, wodurch das
endogene Phosphorylierungsmuster tberlagert werden kénnte. Allerdings ist eine Uberexpression

unerlasslich fiir die Detektion und besonders die Analyse moglichst groRer Sequenzbereiche.
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Abb. 20 Vergleich der ScCsté Phosphorylierungsstellen in S. cerevisiae WT und Asch9

Mittels LC-MS/MS Analyse wurden phosphorylierte Reste in S. cerevisiae WT und Asch9 detektiert. Zwischen
der Kultivierung in 5% CO, und Luft zeigten sich keine Unterschiede. Im WT waren 19 Serin- und Threoninreste
phosphoryliert (P), davon waren 11 bereits bekannt, 8 wurden neu identifiziert (fett markiert). Von den 3
konservierten Serinresten (unterstrichen), wurde nur S266 phosphoryliert detektiert (schwarzer Rahmen). Der
Vergleich mit Asch9 zeigte, dass die Mehrzahl der Phosphorylierungen auch in der Kinase-Mutante zu finden
waren, ebenfalls unabhangig von den CO,-Bedingungen. Lediglich S199 und S344 wurden nicht phosphoryliert
detektiert (gepunkteter Rahmen), allerdings befinden sich diese nicht in hochkonservierten Regionen des

Proteins (gepunktet unterstrichen).
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3.5.2. Vergleich der Cst6-Phosphorylierungsmuster von S. cerevisiae Asch9 und WT zeigt
keine eindeutigen Unterschiede

Um Unterschiede im ScCst6-Phosphorylierungsmuster der Kinase-Mutante zu tberpriifen, wurde das
Phosphorylierungsmuster von Cst6 in S. cerevisiae Asch9 mit dem im WT verglichen. Zu diesem

Zweck wurde ScCST6 auch in Asch9 iberexprimiert (Abb. 21).

100 e .4— ScCst6-His
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Abb. 21 Nachweis der Uberexpression von ScCST6 in S. cerevisiae Asch9

ScCST6 wurde in S. cerevisiae Asch9 unter Kontrolle des GAL1 Promoters lberexprimiert. Dies wurde auf
Proteinebene mithilfe eines Western Blots mit anti-6x His (1:1000, GTX115045, GeneTex) Uberpruft. Als
Sekundarantikérper wurde Ziege anti-Kaninchen DyLight 649 (1:2000, Jackson ImmunoResearch) verwendet.

Die Kulturen wurden ebenso wie der WT kontinuierlich in 5% CO, kultiviert oder fir 1 h zu Luft
umgesetzt. Der Verdau erfolgte anhand vorheriger Ergebnisse im WT mit Trypsin-LysC oder AspN im
Gel. Allerdings zeigten sich auch hier keine Unterschiede in der Phosphorylierung einzelner
Aminosauren bei Kultivierung in 5% CO, und Luft. Zudem wurden, bis auf S199 und S344, alle
Phosphorylierungen, die im WT gefunden wurden, auch in Asch9 detektiert, darunter auch Serin an
Position 266 (Abb. 20, schwarzer Rahmen). Die Serinreste S199 und S344 (Abb. 20, gepunkteter
Rahmen) liegen jedoch nicht in hochkonservierten Bereichen des Proteins (Abb. 20, gepunktet
unterstrichen). Zudem zeigen beide keine Erkennungssequenz fir ScSch9. Die hohe Anzahl
detektierter Phosphorylierungsstellen legt eine Beteiligung weiterer Kinasen nahe, wenngleich mit
der hier angewendeten Methode keine Riickschliisse auf die Quantitat oder biologische Relevanz

einzelner Phosphorylierungen gezogen werden kdnnen.
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3.5.3. Cst6-Phosphorylierung an S266 ist entscheidend fiir die SCNCE103 €02 Regulation

S266 schien anhand vorheriger Ergebnisse als mogliche Regulationsstelle in Cst6 in Betracht zu
kommen. Jedoch konnte diese anhand der LC-MS/MS Daten nicht als Sch9-Phosphorylierungsstelle
identifiziert werden, da phosphoryliertes S266 auch bei Deletion von SCH9 detektiert wurde. Um
diesen Widerspruch aufzuklaren, wurde untersucht, wie eine Phosphorylierung von Cst6 an der
Position S266 die ScNCE103 Regulation beeinflusst. Hierflir wurde S266 einerseits zu Alanin (A)
mutiert, um, unabhangig von den vorliegenden CO,-Bedingungen, einen unphosphorylierten Status
von Cst6 zu simulieren. Andererseits wurde S266 mit Asparaginsdure (D) ausgetauscht, um ein
dauerhaft phosphoryliertes Stadium nachzuahmen. Die mutierten CST6-Sequenzen wurden von
GeneTex bezogen und unter Kontrolle des CST6-Promoters in den Hefevektor pRS316 kloniert. Die
Mutante Acst6 wurde mit diesen Konstrukten sowie WT CST6 transformiert. Anschlieend wurde der

Einfluss auf die SCNCE103 Expression untersucht.

Die Integration von WT CST6 in Acst6 stellte das SCNCE103 Regulationsmuster des WT wieder her
und unterschied sich klar von dem der Acst6 Mutante (Abb. 22, Vergleich mit Abb. 7). Eine
phosphoablative Mutation von Cst6 (Acst6 + CST6 >°°%*) fiihrte im Vergleich zu einer signifikanten
Hochregulation von ScNCE103 “©* (2,73 + 0,43), wihrend ScNCE103 ™" konstant blieb. Dies ist
vergleichbar mit dem Regulationsmuster von Asch9 (Abb. 7). Genau wie die Deletion von SCH9 fiihrt
auch eine nicht mehr phosphorylierbare Regulationsstelle in Cst6 zu einer Aufhebung der SCNCE103
Hemmung in 5% CO,. Folglich scheint eine Sch9-abhdngige Phosphorylierung von ScCst6 an S266

tatsachlich entscheidend fiir die Hemmung der SCNCE103 Expression in 5% CO, zu sein.

Anhand der aufgestellten Hypothese sollte dauerhaft phosphoryliertes Cst6 die Hochregulation von
ScNCE103 in Luft hemmen. Die Cst6-Mutation S266D, welche eine Phosphorylierung nachahmt,
zeigte zwar leicht verminderte SCNCE103 “™ Expression im Vergleich zu Acst6 + CST6, jedoch war

diese Veranderung nicht signifikant (Abb. 22).
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Abb. 22 Phosphoablative Mutation von Cst6 an Position S266 beeinflusst SCNCE103 coz Regulation

WT CST6 sowie CST6 mit Mutation von S266 zu Alanin (CST6 **°**) oder Asparaginsaure (CST6 32680) \wurde in
S. cerevisiae Acst6 unter Kontrolle des CST6 Promoters exprimiert. AnschlieBend wurde die ScNCE103
Expression bestimmt und auf S. cerevisice WT normalisiert. Die Revertante (Acst6 + CST6) zeigte ein
unauffalliges Regulationsmuster, das dem des WT glich. Durch Mutation von S266 zu A kam es zu einer
signifikanten Hochregulation von ScNCE103 ©2 Dieses Regulationsmuster glich dem von Asch9. Die Mutation
$266D zeigte keine Anderungen zum WT. Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung von 5
unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz (bestimmt mit Students t-Test, zweiseitig, ungepaart) gegeniber
Acst6 + CST6 wurde definiert als ** p<0,01.

3.6. Die Funktion von Sch9 in der Carboanhydrase-Regulation ist
konserviert in C. albicans und C. glabrata

Die bisherigen Ergebnisse in S. cerevisiae sowie Vorarbeiten anderer Gruppen legen eine
Konservierung der CO,-Regulation durch Cst6/Rcal in Hefen nahe (Cottier et al, 2013; Cottier et al,
2012). Daher wurde der Einfluss von Sch9 auf die Carboanhydrase-Expression in C. glabrata als
nachstem Verwandten von S. cerevisiae sowie in C. albicans, dem haufigsten Erreger systemischer

Pilzerkrankungen, untersucht und mit den gewonnenen Ergebnissen in S. cerevisiae verglichen.

3.6.1. Deletion von SCH9 erhé6ht die NCE103 Expression in C. glabrata
Um einen Einfluss von Sch9 auf die Carboanhydrase-Regulation in C. glabrata zu Gberprifen, wurde

SCHI in C. glabrata deletiert und die CgNCE103 Expression bestimmt. Die Herstellung der Asch9
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Mutante erfolgte im Stammbhintergrund AFG1, da dieser eine erhohte Transformationseffizienz
aufwies (Cen et al, 2015). Folglich wurde auch dieser Stamm als Referenzstamm fir die gRT-PCR
genutzt. Die CgNCE103 Expression des Referenzstamms AFG1 sowie von Arcal und Asch9 wurde in

5% CO, und nach 1 h in Luft bestimmt.

AFG1 wies eine 2-fache Erhéhung der CgNCE103 "™ Expression verglichen mit CgNCE103 2 auf (Abb.
23A). Diese CO,-abhangige Hochregulation war in Arcal nicht vorhanden. Asch9 zeigte, wie

co2 Expression (2,02 = 0,43) als der Referenzstamm

vermutet, eine signifikant hohere CgNCE103
AFG1. Im Gegensatz zum Regulationsmuster in S. cerevisiae war in C. glabrata Asch9 auch die
CgNCE103 “™ Expression signifikant erhdht (Abb. 23A). Trotz dieses Unterschieds beweist das

Regulationsmuster von Asch9 den Einfluss der Kinase auf die Carboanhydrase-Expression in

C. glabrata.

3.6.2. Deletion von SCH9 erhoht die NCE103 Expression in C. albicans

Eine C. albicans Asch9 Mutante zur Analyse des Einflusses auf die Carboanhydrase-Expression wurde
von Joachim Ernst zur Verfligung gestellt (Stichternoth et al, 2011). Die Bestimmung der CaNCE103
Expression in C. albicans erfolgte analog zu S. cerevisiae und C. glabrata. C. albicans WT wies einen
4,6-fachen Anstieg der NCE103 Expression auf, wenn die Zellen in Luft kultiviert wurden (Abb. 23B).

Eine Deletion von CaRCA1 dagegen fiihrte zu einer signifikant geringeren CaNCE103 ™"

Expression.
Asch9 zeigte signifikant erhdhte CaNCE103 “* Level im Vergleich zum WT (2,61 + 0,16), was mit dem
Regulationsmuster von S. cerevisiae und C. glabrata Asch9 (ibereinstimmt (Abb. 23B). Auffallig war
die signifikante Erhohung der CaNCE103 ™" Expression in Asch9, ein Effekt der auch in C. glabrata
beobachtet wurde, jedoch nicht in S. cerevisiae. Trotz dieses Unterschieds und der Abweichungen in

der Hohe der NCE103 Expression zeigen diese Ergebnisse, dass die Funktion von SCH9 als Regulator

der NCE103 Expression sowohl in C. glabrata als auch in C. albicans konserviert ist.
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Abb. 23 Die Funktion von Sch9 ist konserviert in pathogenen Hefen

C. glabrata (A) und C. albicans (B) Stamme wurden unter verschiedenen CO,-Bedingungen kultiviert und die
NCE103 Expression mittels gRT-PCR gemessen. Die Expression von CgNCE103 wurde normalisiert auf die des
Kontrollstamms (AFG1), die Expression von CaNCE103 auf C. albicans WT unter 5% CO,. Beide Spezies zeigten
vergleichbare Regulationsmuster: Eine Deletion von RCA1 fiihrte zu signifikant verminderter NCE103 Luft
Expression. SCH9 Deletionsmutanten hingegen zeigten eine signifikant erhdhte NCE103 o2 Expression,
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen in S. cerevisiae. Daher wird eine Konservierung der Funktion von Sch9 in
Hefen angenommen.

Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung von > 4 unabhdngigen Experimenten. Die Signifikanz
(bestimmt mit Students t-Test, zweiseitig, ungepaart) gegeniiber der Kontrollexpression (AFG1 bzw. C. a. WT)
unter der jeweiligen Bedingung wurde definiert als * p<0,05 ** p<0,01 und ***p<0,001.

3.7. Sch9-Aktivierung durch Pkh1/2 ist entscheidend fiir die SCNCE103
Regulation

ScSch9 ist Bestandteil einer Kinasekaskade und wird seinerseits durch Phosphorylierung aktiviert. Die
wichtigsten ScSch9-lUbergeordneten Regulatoren sind TORC1 (Target of rapamycin complex 1),
welches durch das vorhandene Nahrstoffangebot reguliert wird (Urban et al, 2007; Wullschleger et
al, 2006), und Pkh1/2, einem Homolog zur saugetierspezifischen 3-Phosphoinositid-abhangigen
Proteinkinase (PDK1), das von Phytosphingosin aktiviert wird (Liu et al, 2005). Zudem ist eine
Phosphorylierung durch Snfl, einer konservierten Adenosinmonophosphat-aktivierten Proteinkinase
(AMPK), beschrieben (Lu et al, 2011). Diese Art der Aktivierung von Sch9 ist wiederum abhangig von

der replikativen Alterung (Lu et al, 2011). Welcher der drei Aktivatoren jedoch fiir die Sch9-

73



Ergebnisse

vermittelte NCE103 Regulation von Bedeutung ist, ist unklar und sollte im Folgenden untersucht

werden.

Die Analyse der LC-MS/MS Daten erlaubte Riickschliisse auf die Phosphorylierungsstellen von
endogenem ScSch9 in vivo und damit auf mogliche Aktivatoren von Sch9 (Abb. 24A). ScPkh1/2
aktiviert ScSch9 durch Phosphorylierung der PDK1-Stelle T570 innerhalb der Aktivierungsschleife
(Voordeckers et al, 2011). Diese Aminosdure wurde mittels LC-MS/MS phosphoryliert unter 5% CO,
detektiert, was einen Einfluss von Pkh1/2 in der CO,-Anpassung nahelegt. TORC1 phosphoryliert
ScSch9 an mindestens 6 verschiedenen C-terminalen Resten (S711, T723, S726, T737, S758, S765)
innerhalb eines hydrophoben Motivs (Urban et al, 2007). 3 dieser Phosphorylierungsstellen wurden
unter 5% CO, phosphoryliert detektiert, was auch einen Einfluss von TORC1 auf die CO,-Adaptation
vermuten lasst. Snfl-abhdngige Phosphorylierungsstellen in ScSch9 sind nicht identifiziert. Daher

waren keine Aussagen bezlglich einer Beteiligung von Snfl moglich.

Sollten die Sch9-Regulatoren Pkh1/2, TORC1 oder Snfl tatsachlich die CO,-Rezeption beeinflussen, so
musste deren Inhibierung dhnliche Effekte auf die SCNCE103 Expression zeigen wie die Deletion von
SCH9. Da anhand bisheriger Ergebnisse eine Aktivierung von Sch9 insbesondere in 5% CO,, nicht aber
in Luft Auswirkungen auf SCNCE103 hat, stand im folgenden Experiment die SCNCE103 “°* Expression
im Vordergrund. Eine Deletionsmutante von TOR1 wurde bereits im initialen gRT-PCR Screening
untersucht, wobei sich zwar eine leichte, jedoch nicht signifikante Hochregulation der
Carboanhydrase-Expression in 5% CO, zeigte (Abb. 24B). Als katalytische Untereinheit von TORC1
kann einerseits Tor1 fungieren, aber auch Tor2, welches in S. cerevisiae allerdings essentiell ist. Eine
Hemmung von TORC1 ist durch Zugabe von Rapamycin moglich (Loewith et al, 2002), wodurch sich
die Moglichkeit ergab, dessen Einfluss auf ScNCE103 zu untersuchen. Es zeigte sich, dass die
Hemmung von TORC1 durch Rapamycin den Effekt von Ator1 auf die Expression der Carboanhydrase
verstarkte und zu einer signifikanten Hochregulation von ScNCE103 “°* (1,85 + 0,46) fiihrte (Abb.
24B). Allerdings war diese Hochregulation trotzdem deutlich geringer ausgepragt als bei einer

Deletion von SCH9 (3,55 + 1,55). Die Mutante Asnf1 war hinsichtlich des Einflusses auf SCNCE103
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unauffillig, da sie sich nicht vom WT unterschied. Auch Einzelmutanten von PKH1/2 zeigten keinen

€2 (Abb. 24B). Méglicherweise ist das auf eine Redundanz

Einfluss auf die Expression von ScNCE103
der Funktion von Pkh1l und Pkh2 zuriickzufiihren (Casamayor et al, 1999). Da eine Apkhl/2
Doppelmutante nicht lebensfahig ist (Inagaki et al, 1999), wurde eine temperatursensitive Mutante
(pkh1®™ Apkh2 (Inagaki et al, 1999)) genutzt, um den Einfluss von PKH1/2 auf die Carboanhydrase-
Regulation zu untersuchen. Interessanterweise flihrte eine gleichzeitige Deletion von PKH1/2 zur
signifikanten Erhohung der ScNCE103 “©* Expression (1,93 + 0,32), jedoch lag diese ebenfalls unter

der von Asch9. Folglich konnten sowohl TORC1 als auch Pkh1/2 oder aber ein Zusammenspiel beider

fiir die CO,-abhangige Aktivierung von Sch9 verantwortlich sein.

Da die Sch9-Phosphorylierungsstellen sowohl fiir TORC1 als auch fiir Pkh1/2 bekannt sind, ergab sich
die Méglichkeit, genau diese Stellen durch Mutation von Serin/Threonin zu Alanin so zu verandern,
dass eine Aktivierung von Sch9 durch den jeweiligen Regulator nicht mehr moglich ist. Dieser Ansatz
hatte den Vorteil, dass unspezifische Effekte durch die Deletion oder Hemmung zentraler
Regulatoren wie TORC1 ausgeschlossen werden kdnnen. Stattdessen sind einzig die durch fehlende
Sch9-Aktivierung bedingten Auswirkungen auf die ScNCE103 Expression messbar. Plasmide mit WT
SCH9, SCH9 mit mutierter Pkh1/2-Phosphorylierungsstelle (SCH9 ™) und SCH9 mit mutierten
Pkh1/2- und TORC1-Phosphorylierungsstellen (SCH9 ™’°* ®*) wurden von Prof. Robbie Loewith zur

5708, 6A \wurde durch

Verfligung gestellt (Urban et al, 2007). Ausgehend von der Sequenz SCH9
spezifische Mutagenese die Mutation T570A aufgehoben, wodurch SCH9 mit Mutation aller 6 TORC1-
Phosphorylierungsstellen (SCH9 **) generiert wurde. Diese Plasmide wurden zur Transformation von
Asch9 genutzt, anschlieBend wurde die SCNCE103 Expression analysiert und auf die des WT in 5% CO,
normalisiert (Abb. 24C). Die Integration von SCH9 in Asch9 zeigte ein vergleichbares
Regulationsmuster wie der WT. Eine phosphoablative Mutation aller 6 durch TORC1
phosphorylierten Stellen in SCH9 (Asch9 + SCH9 **) beeinflusste die Regulation von NCE103 unter
beiden Bedingungen nicht. Dagegen zeigte die Mutation der Pkh1/2-Stelle T570 eine signifikante

Hochregulation der SCNCE103 “ Expression (2,7 + 0,59). Diese Hochregulation fiel nicht starker aus,
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wenn zusatzlich alle 6 TORC1-Stellen mutiert waren. Folglich scheint die Aktivierung von Sch9 in 5%
CO, und damit die CO,-Adaptation vorrangig von Pkh1/2 abhingig zu sein. Zudem zeigte sich eine
signifikante Erhéhung der SCNCE103 "™ Expression bei Mutation aller Sch9-Phosphorylierungsstellen.
Auch bei alleiniger T570A Mutation von Sch9 war eine Hochregulation in Luft sichtbar, jedoch war
diese nicht signifikant. Da SCH9 5 keinerlei Einfluss auf die Expression von NCE103 zeigte, ist die
signifikante Hochregulation in Luft wahrscheinlich nicht auf einen zusatzlichen Effekt durch die
Mutation der 6 TORC1-Stellen zuriickzufiihren. Eine Phosphorylierung von Sch9 durch TORC1 wurde
zwar mittels LC-MS/MS in 5% CO, detektiert, scheint aber fir die generelle Aktivitdt von Sch9 eine

untergeordnete Rolle zu spielen.
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Abb. 24 Pkh1/2 vermittelt die CO,-abhingige Aktivierung des ScSch9 — ScCst6 - Signalwegs

(A) Die Phosphorylierung von endogenem ScSch9 in 5% CO, wurde mittels LC-MS/MS detektiert. Dabei wurden
Phosphorylierungen von mehreren Aminosauren, die als Angriffsstellen fiir TORC1 und Pkh1/2 bekannt waren,
registriert. Dies zeigt eine Aktivierung von ScSch9 in 5% CO, durch beide Aktivatoren, TORC1 und Pkh1/2.

(B) S. cerevisiae WT, behandelt mit DMSO als Losungsmittelkontrolle oder 200 nm Rapamycin, sowie Mutanten
bekannter Sch9-Aktivatoren wurden auf ihren Einfluss auf die SCNCE103 °® Expression untersucht. Die
ScNCE103 Expression wurde auf den WT in 5% CO, normalisiert. Einzelmutanten von TOR1, PKH1/2 und SNF1
hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von ScNCE103 ©2 Die Inaktivierung von TORC1 durch
Rapamycin dagegen fihrte zu einer Hochregulation von ScNCE103 ©2 Epenso zeigte sich bei gleichzeitiger
Hemmung von PKH1 und Deletion von PKH2 (pkhlts Apkh2) eine statistisch signifikante Erhohung von
ScNCE103 “. Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung von > 3 unabhingigen Experimenten.
Die Signifikanz (bestimmt mit Students t-Test, zweiseitig, ungepaart) beziglich der jeweiligen Kontrolle
(dargestellt in identischem Muster) wurde definiert als * p<0,05.

(C) Die ScNCE103 Expression von Asch9 + SCH9 sowie von SCH9 mit S/T zu A-Mutationen bekannter
Aktivierungsstellen wurde in unterschiedlichen CO,-Bedingungen bestimmt und auf den WT in 5% CO,
normalisiert. Die Revertante (Asch9 + SCH9) war hinsichtlich des ScNCE103 Regulationsmusters vergleichbar
zum WT. Eine Mutation aller 6 TORC1-Stellen in SCH9 (Asch9 + SCH9 **) zeigte keinen Einfluss auf NCE103 unter
beiden Bedingungen. Eine T570A Mutation der Pkh1/2-Phosphorylierungsstelle in SCH9 hingegen fiihrte zu
signifikanter Hochregulation von ScNCE103 °2 Dje Kombination der Mutationen (Asch9 + SCH9 ™" ®*) hatte
keinen zusatzlichen Effekt auf SCNCE103 “°*. Die Balken zeigen den Mittelwert + Standardabweichung von > 5
unabhangigen Experimenten. Die Signifikanz (bestimmt mit Students t-Test, zweiseitig, ungepaart) beziiglich
Asch9 + SCH9 wurde definiert als * p<0,05 und ** p<0.01.
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4. Diskussion

Eine rasche Anpassung an sich dndernde CO,-Bedingungungen ist fiir alle Lebewesen von zentraler
Bedeutung. Insbesondere Pilze, die sowohl die Umwelt als auch den menschlichen Korper besiedeln,
mussen ihren Metabolismus an unterschiedliche CO,-Konzentrationen anpassen, um in den
unterschiedlichen 6kologischen Nischen lebensfahig und kompetitiv zu sein. Zu hohe CO,-Level in
den Zellen kénnen toxisch wirken und das Wachstum der Pilze hemmen (Jain & Agrawal, 1994). Zu
niedrige CO,-Level wiederum kénnen durch Substratmangel zum Erliegen wichtiger Zellreaktionen,
beispielsweise Carboxylierungen, fiihren (Aguilera et al, 2005b). Dariber hinaus beeinflusst CO,
wahrend der spontanen Umwandlung in HCO; durch Bildung von Wasserstoffionen den
intrazellularen pH-Wert und die Osmolaritdt, wodurch eine Vielzahl von Signalwegen, z. B.
Ras/cAMP/PKA oder HOG (High-Osmolarity-Glycerol), beeinflusst werden (Giannattasio et al, 2013).
Fiir die CO,-Anpassung sind Carboanhydrasen, welche die reversible Umwandlung von CO, in HCO3
katalysieren, essentiell. Das wird darin deutlich, dass eine Deletion der Carboanhydrase bei vielen
Bakterien- und Pilzarten (z. B. E. coli, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
S. cerevisiae, C. albicans, C. neoformans) in Luft letal ist (Bahn et al, 2005; Burghout et al, 2010;
Cottier et al, 2012; Gotz et al, 1999; Langereis et al, 2013; Merlin et al, 2003). Einzig
Sordaria macrospora ist in Luft trotz deletierter Carboanhydrase lebensfahig, allerdings mit drastisch

reduziertem Wachstum (Lehneck et al, 2014).

4.1. Identifizierung von Sch9 als Cst6-spezifische Kinase mit Einfluss auf
die NCE103 Regulation

Die Expression der Carboanhydrase NCE103 wird durch den transkriptionellen Aktivator Cst6/Rcal
reguliert. Daten in C. albicans legen nahe, dass Cst6/Rcal hochstwahrscheinlich durch
Phosphorylierung und Dephosphorylierung in seiner Aktivitat moduliert wird (Cottier et al, 2012). Um
die Enzyme zu identifizieren, die verantwortlich fiir diese posttranskriptionellen Modifikationen sind

und dadurch die CO,-Anpassung ermdoglichen, wurde eine S. cerevisiae Bibliothek aus 111 Kinase-
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und 44 Phosphatasemutanten untersucht (Tabelle 2). Damit beschrankte sich die Untersuchung
zunachst auf nicht-essentielle Gene. Dies beinhaltete das Risiko, dass mogliche Kandidatengene
aufgrund der beschrankten Mutantenverfigbarkeit ibersehen werden kénnten. Die Cst6/Rcal-
spezifische Kinase ist jedoch zumindest in dieser Funktion voraussichtlich nicht notwendig fir
Wachstum und Uberleben des Pilzes, da sie einen hemmenden Einfluss auf die Expression der
Carboanhydrase hat. Allerdings kdnnte eine Essentialitdit der Kinase in anderen, fir die Zelle
lebenswichtigen Funktionen begriindet sein. Trotz dieser Einschrankung wurde die Serin/Threonin-
Proteinkinase Sch9 aufgrund des veranderten NCE103 Regulationsmusters von Asch9 als

vielversprechender Kandidat fiir eine Phosphorylierung von Cst6 identifiziert.

4.1.1. Funktion von Sch9

Sch9 ist in den Hefespezies S. cerevisiae, C. glabrata und C. albicans in Funktion und Struktur
weitgehend konserviert. In S. cerevisiae reguliert Sch9 Zellzahl und ZellgroRe und die
Deletionsmutante Asch9 bildet kleinere Kolonien aus im Vergleich zum WT (Jorgensen et al, 2002;
Jorgensen et al, 2004). Zudem beeinflusst Sch9 iber Rim15 die Lebensdauer der Zellen als Reaktion
auf Kalorienrestriktion und Nahrstoffangebot (Fabrizio et al, 2001; Kaeberlein et al, 2005; Wei et al,
2008). Sch9 hat zudem einen weitreichenden Einfluss auf die Stressresistenz: Eine Deletion von SCH9
beeinflusst die Resistenz gegenlber Hitze, osmotischem und oxidativem Stress, wenngleich Studien
teilweise zu entgegengesetzten Ergebnissen hinsichtlich der Sensitivitit kommen (Fabrizio et al,
2001; Morano & Thiele, 1999; Pascual-Ahuir & Proft, 2007; Qie et al, 2015; Weinberger et al, 2010).
Weiterhin kontrolliert Sch9 die Translation durch Regulation der Ribosom-Biogenese (Huber et al,
2009; Huber et al, 2011; Jorgensen et al, 2004; Wei & Zheng, 2009). In C. albicans beeinflusst Sch9,
analog zu S. cerevisiae, Wachstum und Stressresistenz (Liu et al, 2010). Zudem reguliert Sch9 in
Abhangigkeit von O,- und CO,-Konzentrationen die Hyphenbildung von C. albicans (Stichternoth et al,

2011) sowie die Virulenz (Liu et al, 2010). AuRerdem wurde eine Rolle von CaSch9 in der
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Chromosomensegregation aufgrund einer Bindung in den Zentromerregionen angenommen, in

S. cerevisiae ist dies jedoch nicht der Fall (Varshney et al, 2015).

Orthologe Gene zu SCH9 finden sich auch in weit entfernt verwandten Pilzen wie
Fusarium graminearum, Magnaporthe oryzae und Trichoderma reesei (Chen et al, 2014; Lv et al,
2015). Hier fuhrt eine Deletion von Sch9 zu reduzierter Konidienbildung, vermindertem Wachstum
und erhohter Sensitivitdt gegeniiber Stress. Dies beweist die starke Konservierung von Sch9 und
weist auf eine Rolle als genereller Regulator in der Anpassung an sich andernde Umweltbedingungen

hin.

4.1.2. Regulation von Sch9

Sch9 zahlt zur hochkonservierten Familie der AGC Kinasen, welche Teil einer Signalkaskade sind und
wiederum selbst durch Phosphorylierung aktiviert werden. Der katalytische Kern wird von einem
kleineren N-terminalen Teil, einer Ca**-Lipid-bindenden Domaine, und einem C-terminalen Teil,
notwendig fiir Substratbindung und Katalyse, gebildet (Jacinto & Lorberg, 2008). Die Aktivierung von
Sch9 erfolgt durch Phosphorylierung der Erkennungssequenz T*-F-C-G-T-X-E-Y (*Phosphorylierung)
im T-Loop (Pearce et al, 2010), wodurch N- und C-terminaler Teil miteinander verbunden werden.
Dies erfolgt durch die PDK1-Orthologen Pkh1 und Pkh2 an T570 (Voordeckers et al, 2011). AuRerdem
besitzt Sch9 ein C-terminales hydrophobes Motiv, welches, zusatzlich zu anderen C-terminalen
Resten, durch TORC1 phosphoryliert wird und dadurch die Sch9-Aktivitdit moduliert (Urban et al,

2007).

Die Carboanhydrase, Sch9 und ubergeordnete Aktivatoren sind (iber die Pilzgrenze hinweg
konserviert. Sch9 wurde in Sdugetieren aufgrund ahnlicher Funktionen zunachst mit PKB/Akt, unter
anderem aktiviert durch PDK1, spater mit S6K1, aktiviert durch mTOR, gleichgesetzt (Sobko, 2006;
Urban et al, 2007). Im Gegensatz dazu sind jedoch keine orthologen Gene von Cst6/Rcal in

Saugetieren bekannt. Die humane, membranstiandige Carboanhydrase IX, welche Tumor-assoziiert
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exprimiert ist, wird unter Hypoxie durch den Transkriptionsfaktor Hif-1a hochreguliert (Wykoff et al,
2000). Hif-1a wiederum wird durch mTORC1 und S6K1 reguliert (Dodd et al, 2015). Daher lag die
Vermutung nahe, dass Sch9 in S. cerevisiae ebenfalls durch TORC1 aktiviert wird und so die
Regulation der Carboanhydrase NCE103 steuert. Uberraschenderweise zeigte sich jedoch, dass eine
Aktivierung von Sch9 durch TORC1 nicht notwendig fir die Regulation von NCE103 in 5% CO, ist.
Zwar fithrte eine Hemmung von TORC1 durch Rapamycin zur Hochregulation von NCE103 “©* (1,85 +
0,46), allerdings ist dieser Effekt nicht Sch9-abhangig, bewiesen durch spezifische Mutagenese der
TORC1-Phosphorylierungsstellen. Stattdessen scheint Rapamycin anderweitig Einfluss auf die
Genexpression zu nehmen. Dariber hinaus wurde gezeigt, dass Rapamycin nicht in jedem Fall
identische Effekte hervorruft wie die Hemmung von TORC1 (Thoreen & Sabatini, 2009). Die LC-
MS/MS Ergebnisse zeigten, dass TORC1 Sch9 in 5% CO, phosphoryliert. Allerdings hat diese
Phosphorylierung keinen unmittelbaren Einfluss auf die Sch9-vermittelte NCE103 Regulation.
Stattdessen ware ein modulatorischer Effekt auf Sch9 durch TORC1 moglich.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Phosphorylierung von Sch9 durch Pkh1/2 fir die
CO,-abhéngige Regulation der Sch9-Cst6/Rcal Signalkaskade unverzichtbar ist (Abb. 24). Eine
temperatursensitive Apkh1/2 Doppelmutante zeigte tatsdchlich eine signifikante Erhohung der
NCE103 “°* Expression (1,93 + 0,32) und damit eine verminderte Sch9-vermittelte Repression. Diese
Erhéhung von NCE103 “°* war deutlich geringer als bei Deletion von SCH9 (3,55 + 1,55). Dies ist
womoglich auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass PKH1 in der verwendeten Mutante nicht deletiert
ist, sondern dessen Transkription bei Kultivierung in 37 °C gehemmt wird. So ist es moglich, dass trotz
Inkubation in 37 °C noch immer geringe Mengen Pkhl in der Zelle vorliegen und zu partieller
Aktivierung von Sch9 fiihren. Bei kompletter Hemmung von Pkh1l und gleichzeitiger Deletion von
Pkh2 kommt es jedoch zum Absterben der Zellen. Folglich setzte die Nutzung dieser
temperatursensitiven Doppelmutante einen Kompromiss zwischen moglichst vollstandigem Abbau

von bereits synthetisiertem Pkh1 und ausreichendem Zelliiberleben zur RNA-Isolation voraus. Durch
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spezifische Mutagenese von Sch9 an T570 (T570A) wurde eindeutig bewiesen, dass eine
Phosphorylierung an dieser Stelle essentiell ist fiir die Regulation der NCE103 Expression in 5% CO,.
Ein zusatzlicher Einfluss von Snfl auf die NCE103 Expression kann nicht ausgeschlossen werden. Da
unbekannt ist, an welcher Stelle Snfl Sch9 phosphoryliert, ist eine spezifische Mutagenese wie bei
TORC1 und Pkh1/2 ausgeschlossen. Die Testung von Dreifachmutanten kénnte genaueren Aufschluss
geben, allerdings ist fraglich ob die Zellen lebensfdahig waren. Zudem sind alle bekannten Sch9-
Aktivatoren an einer Vielzahl von Regulationsvorgangen beteiligt und greifen Ubergeordnet in
Signalwege ein, wodurch direkte Effekte auf die CO,-Anpassung kaum von unspezifischen Effekten
der Mutanten abzugrenzen waéren.

Sch9 konnte auch direkt durch CO, beeinflusst werden, ohne dass libergeordnete Regulatoren
beteiligt sind. Bisher sind allerdings keine derartigen Funktionen von Sch9 bekannt. Auch O,-
Konzentrationen kdnnten die Aktivierung von Sch9 regulieren, denn Stichternoth et al. zeigten, dass
Sch9 die Hyphenbildung in C. albicans nur unter hohen CO,-Bedingungen (>1%) und Hypoxie (<10%)
hemmt, nicht aber unter einer der beiden Bedingungen allein (Stichternoth et al, 2011). Folglich
scheinen auch 0O,-Konzentrationen kritisch fur die Sch9-Aktivitat zu sein. In dieser Arbeit wurde die
0O,-Konzentration jedoch auBen vor gelassen. So fanden alle Experimente unter atmospharischen
Sauerstoffbedingungen statt. Es ware daher moglich, dass sich der CO,-abhangige Einfluss von Sch9

auf die NCE103 Regulation dndert, sobald zuséatzlich hypoxische Bedingungen eintreten.

4.2. Bedeutung von weiteren auffilligen Kinasen mit Einfluss auf die
Expression von NCE103

Neben Sch9 waren auch Deletionsmutanten anderer Kinasen auffallig in ihrem NCE103
Regulationsmuster (Abb. 7). So zeigte Abud32 eine starke Hochregulation der NCE103 Expression,
jedoch unabhangig von CO,. Interessanterweise wurde S. cerevisiae Bud32 unabhangig von seiner
Rolle im EKC/KEOPS Komplex bereits mit Sch9 in Verbindung gebracht. Bud32 wird an S258 durch

Sch9 phosphoryliert und diese Phosphorylierung erméglicht wiederum die Phosphorylierung des
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Glutaredoxin-Proteins Grx4 durch Bud32 (Peggion et al, 2008). Inwiefern Bud32 und Sch9 auch
hinsichtlich der CO,-Anpassung interagieren, bleibt fraglich. Moglich ware, dass Bud32 zwischen Sch9
und Cst6 geschaltet ist. Jedoch spricht dagegen, dass Sch9 zum einen in der Lage ist Cst6 direkt zu
phosphorylieren und zum anderen die Erkennungssequenz fiir Sch9-vermittelte Phosphorylierung
mit der Stelle Ubereinstimmt, welche bereits als wahrscheinlichste Regulationsstelle in Cst6
identifiziert wurde. Die Untersuchung der Beteiligung von Bud32 an der Regulation von NCE103
wurde erschwert durch enorme Wachstumsdefekte von Abud32, wodurch viele Experimente nicht

durchfihrbar waren.

Neben Abud32 zeigte auch Atpd3 ein stark verandertes Regulationsmuster mit Hochregulation von
NCE103 “°%. Tpd3 ist, gemeinsam mit Cdc55, die strukturgebende Untereinheit des Protein-
Phosphatase-2A-Komplexes, welcher durch PPH21/22 codiert wird. Aufgrund einer Interaktion mit
phosphoryliertem Tap42 wurde der Protein-Phosphatase-2A-Komplex mit der nahrstoffabhangigen
Signaltransduktion Giber TOR in Verbindung gebracht (Zabrocki et al, 2002). Dariliber hinaus wird eine
Dephosphorylierung von Sch9 durch Tpd3 diskutiert, da die Uberexpression von TPD3 und die
Deletion von SCH9 einen vergleichbaren Phanotyp aufweisen (Sugajska et al, 2001). Tpd3 kénnte also
durchaus eine Rolle in der Regulation von NCE103 spielen, wenn auch nicht als Cst6-Kinase, dann

doch zumindest als mogliche Phosphatase von Sch9.

4.3. Identifizierung von Cst6 S266 als entscheidende Phosphorylierungs-
stelle fiir die NCE103 Regulation

Um wichtige Phosphorylierungsstellen mit Einfluss auf die Regulation von NCE103 in Cst6 zu
identifizieren, wurde der Unterschied des Cst6-Phosphorylierungsmusters zwischen 5% CO, und Luft
zunachst mithilfe von Massenspektrometrie untersucht. Dafiir wurde CST6 in S. cerevisiae WT
Uberexprimiert, um ausreichend Protein zur Detektion einzelner phosphorylierter Peptide zu
garantieren. Beim Vergleich der detektierten Cst6-Phosphorylierungen in 5% CO, und Luft zeigten

sich jedoch keine eindeutigen Unterschiede, obwohl eine Vielzahl von Phosphorylierungen detektiert
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wurden (Abb. 20). Dies kénnte einerseits auf die Experiment-bedingte Uberexpression von CST6
zurlickzufihren sein, wodurch das endogene Phosphorylierungsmuster beeintrachtigt werden
kénnte. Im Fall einer CST6-Uberexpression kdnnte trotz Luft-Bedingungen teilweise eine hemmend
wirkende Phosphorylierung an spezifischen Regulationsstellen auftreten. Dies wiirde eine
tibermiRige NCE103 Expression, hervorgerufen durch die CST6 Uberexpression, vermeiden.
Andererseits konnten nicht detektierte Phosphorylierungsunterschiede auch im Messverfahren
begriindet sein, denn es kénnen keine Aussagen zur Quantitdt von Phosphorylierungen getroffen
werden. Einzig das Vorhandensein oder Fehlen eines Phosphatrestes wird detektiert, nicht aber die
Haufigkeit der Phosphorylierung. Moglich ware also auch, dass eine Carboanhydrase-Regulation tGber

einen geringeren Anteil an spezifisch phosphoryliertem Cst6 erfolgt.

Als wahrscheinlichste Regulationsstelle in S. cerevisiae Cst6 galt initial S266: Gemeinsam mit 2
anderen potentiellen Phosphorylierungsstellen, S268 und S440, ist S266 in C. albicans und C. glabrata
konserviert. S266 wurde mittels Massenspektrometrie als phosphoryliert detektiert, S268 und S440
dagegen nicht (Abb. 20). Zudem liegt S266 innerhalb der einzigen, in Cst6 vorhandenen
Erkennungssequenz fiir Sch9-vermittelte Phosphorylierungen und wurde in C. albicans als notwendig
fir die CO,-abhangige Herunterregulation der Carboanhydrase identifiziert (Cottier et al, 2012). So
zeigte eine C. albicans S124A Mutante (C. albicans S124 entspricht S266 in S. cerevisiae) eine von CO,
unabhangig erhohte NCE103 Expression. Dies war nicht der Fall bei phosphoablativer Mutation der
beiden anderen konservierten Serinreste (Cottier et al, 2012). Durch Vergleich des Cst6-
Phosphorylierungsmusters in S. cerevisiste WT und Asch9 sollte S266 als regulatorische
Phosphorylierungsstelle bestatigt werden. Jedoch zeigte sich auch in Asch9 eine Phosphorylierung
von S266. Stattdessen wurden S199 und S344 als phosphoryliert im WT, aber nicht phosphoryliert in
Asch9 detektiert. Beide Stellen waren im WT allerdings nur in 2 von 10 Messungen phosphoryliert
detektierbar. Folglich scheinen beide keine hochfrequenten Phosphorylierungsstellen zu sein und es
besteht die Moglichkeit, dass sie aufgrund ihrer Seltenheit im Auftreten in Asch9 zufillig nicht
detektiert wurden. Weder $199 noch S344 liegen innerhalb der genauen Erkennungssequenz R-(R/K)-
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X-S fur Sch9-vermittelte Phosphorylierungen. Selbst grundlegende Merkmale der Sch9-
Erkennungssequenz, eine hydrophobe Aminosdure an Position +1 relativ zum phosphorylierten Rest
und mehrere basische Aminosauren an den Position -7 bis -2, werden nicht erfillt. Zwar sind sowohl
S199 als auch S344 von Valin, einer hydrophoben Aminosaure gefolgt, jedoch weisen beide keine
basischen Aminosauren auf den vorangehenden Positionen auf. Beide Stellen sind zudem in
variablen Proteinregionen lokalisiert, was nicht zur Hypothese der konservierten Regulationsstelle in
S. cerevisiae, C. albicans und C. glabrata passt. Zusammengefasst scheinen S199 und S344 nicht als

realistische Sch9-abhadngige Regulationsstellen in Betracht zu kommen.

Um S266 in S. cerevisiae Cst6 zweifelsfrei als Sch9-Phosphorylierungsstelle mit Einfluss auf die
NCE103 Expression zu charakterisieren, wurden phosphoablative (S266A) und phosphomimetische
(5266D) Mutationen hinsichtlich der Regulation von NCE103 getestet. Tatsachlich zeigte sich fur
S266A eine Hochregulation von NCE103 °* (Abb. 22). Durch Verlust dieser Phosphorylierungsstelle
kommt es nicht mehr zur vollstiandigen Repression der NCE103 Expression in 5% CO,, womit ein
entscheidender Einfluss von S266 fiir die NCE103 Regulation bewiesen wurde. S266 wurde entgegen
den Erwartungen bei Deletion von SCH9 phosphoryliert detektiert (Abb. 20). Das kénnte in der
gemeinsamen Erkennungssequenz R-(R/K)-X-S von Kinasen der AGC-Familie begriindet sein. Bei
Deletion von Sch9 koénnte eine andere verwandte Kinase, moglicherweise PKA, Cst6 an S266
phosphorylieren, um eine UberschieRende NCE103 Expression zu vermeiden. Vor allem im
Hintergrund der CST6-Uberexpression, welche die Hochregulation der NCE103 Expression zuséatzlich
verstarken wiirde, ware dieser Regulationsweg denkbar. Die hohe Anzahl detektierter Phosphatreste
in Cst6 legt, neben Sch9, die Beteiligung weiterer Kinasen an der Cst6-Regulation nahe, obwohl
anhand detektierter Phosphorylierungen keine Rickschlisse auf deren biologische Bedeutung

gezogen werden kénnen.
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4.4. Alternative Regulationsmechanismen von NCE103

Obwohl Sch9 als Cst6-spezifische Kinase identifiziert wurde, welche die Expression von NCE103 CO,-
abhangig reguliert, bleiben Fragen hinsichtlich der Carboanhydrase-Regulation offen. Inwiefern die
Sch9-vermittelte Phosphorylierung von Cst6/Rcal die Induktion von NCE103 im Detail hemmt, ist
spekulativ. Aufgrund des Phosphatrestes konnte die Bindung von Cst6/Rcal an den Promoter von
NCE103 sterisch behindert werden, wodurch die Initiation der RNA-Polymerase und damit die
Transkription inhibiert werden. Zudem konnte eine Phosphorylierung von Cst6 die Bindung von
Cofaktoren oder anderen Proteinkomplexen, die zur Induktion von NCE103 nétig sind, stéren und auf
diesem Weg die Carboanhydrase-Expression vermindern. Jedoch sind bisher keinerlei Cofaktoren
bekannt. Tatsadchlich kénnte aber auch schon der Cst6-Transport in den Zellkern durch die
Phosphorylierung gehemmt werden. Cst6 scheint anhand von Vorhersagen basierend auf der
Aminosauresequenz mit hoher Wahrscheinlichkeit im Zellkern lokalisiert zu sein (87%). Deutlich
unwahrscheinlicher (13%) ist eine Lokalisation im Zytosol (http://psort.hgc.jp/ (Horton et al, 2007)).
Auch immunhistochemisch ist in der Yeast GFP Fusion Localization Database nur eine nukleare
Lokalisation nachgewiesen (http://yeastgfp.yeastgenome.org/ (Huh et al, 2003)). Dies wiirde einem
durch Phosphorylierung verhinderten Transport von Cst6 in den Zellkern widersprechen, da dann
auch zytosolisches Cst6 detektierbar sein musste. Jedoch wurde auch gezeigt, dass Cst6 unter
Einfluss von Hypoxie sehr rasch aus dem Zellkern in das Zytosol relokalisiert, bei Sauerstoff-Uberfluss
dagegen entsprechend schnell wieder zuriick in den Nukleus gelangt (Dastidar et al, 2012). Dies
kénnte auch fir die Anpassung an sich dndernde CO,-Level der Fall sein. Zudem impliziert es, dass
Cst6 auch Sauerstoff-abhdngig reguliert wird und dadurch die Transkription von Zielgenen

beeinflusst.

4.4.1. Acal als weiterer Aktivator der NCE103 Expression
Eine Deletion von NCE103 wurde als letal unter Luftbedingungen beschrieben (Gotz et al, 1999), eine

Deletion von CST6 dagegen zeigt lediglich eine Wachstumsverzégerung in Luft. Obwohl anhand des
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beschriebenen Modells (Abb. 3) ohne Cst6 keine Induktion von NCE103 in Luft stattfinden dirfte,

Luft

wurde flr Acst6 eine leicht erhéhte Expression von NCE103 im initialen Screening detektiert,

wenn auch deutlich geringer als im WT (Abb. 7). Dieser Unterschied der Expression von NCE103 coz
(0,97 £ 0,2) und NCE103 buft (2,7 + 1,65) in Acst6 war signifikant (p=0,05) und auch im Western Blot
(Abb. 14) wurden erhohte Proteinlevel in Luft detektiert. Folglich scheint es auch ohne Cst6 zu einer
Induktion von NCE103 zu kommen, wenngleich diese auch gering ausféllt. Dies erklart, weshalb Acst6
in Luft lebensfahig ist, Ance103 jedoch nicht. Vermutlich gibt es neben Cst6 einen weiteren Aktivator
von NCE103. In S. cerevisiae ist bekannt, dass Cst6 entweder als Homodimer oder als Heterodimer
gemeinsam mit dessen Paralog Acal am ATF/CREB-Motiv binden kann (Garcia-Gimeno & Struhl,
2000). Moglich waére folglich, dass Acal im Falle einer Deletion von CST6 allein am NCE103 Promoter

bindet und zumindest eine leichte Induktion zur Folge hat. Allerdings ist ACA1 weder in C. glabrata

noch in C. albicans zu finden, sondern spezifisch fiir S. cerevisiae.

4.4.2. HOG-Signalweg

Neben Cst6 und Acal gibt es in S. cerevisiae noch einen weiteren Transkriptionsfaktor der ATF/CREB-
Familie, der Repressor Skol. Skol wird bei osmotischem Stress durch die MAP Kinase Hogl
phosphoryliert, wodurch Skol vom Repressorkomplex dissoziiert und die Expression von Stressgenen
nicht mehr unterdrickt (Proft et al, 2001; Rep et al, 2001). Sko1 und Cst6 teilen sich tatsachlich viele
Zielgene, unter anderem NCE103, ROX1 und HSP12 (Liu et al, 2016). Fir das gemeinsame Zielgen
GRE2 wurde beschrieben, dass es nur dann durch Cst6 und Acal reguliert wird, wenn Sko1l deletiert
ist (Rep et al, 2001). Moglich wére daher, dass Skol am NCE103 Promoter bindet, wenn Cst6 nicht
bereits vorher gebunden ist. Zudem wurde gezeigt, dass Skol und Cst6 identische Bindestellen ihrer
Zielgene ansteuern (Liu et al, 2016), was die Hypothese des Konkurrierens um Bindestellen
bekraftigt. Interessanterweise sind einige Kinasen und Phosphatasen, die zum HOG-Signalweg
gehoren, im initialen RT-PCR Screening mit einer vom WT abweichenden NCE103 Regulation

aufgefallen. Dazu gehoren Pbs2, Ptc2 und Ssk22, deren Deletionsmutanten eine verringerte
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Induktion der NCE103 “™ Expression zeigten, sowie Ste20, das bei Deletion die Expression von
NCE103 “ erhohte (Tabelle 15, Abb. 25A). Daher ist ein Einfluss des HOG-Signalweges auf die
Carboanhydrase-Regulation denkbar. CO,-Konzentration und Osmolaritdt stehen in engem
Zusammenhang (Abb. 25B und C). Hohe extrazelluldre CO,-Konzentrationen haben durch Diffusion
auch hohe intrazellulire CO,-Konzentrationen zur Folge. CO, wird spontan in HCO; und H*
umgewandelt. Letzteres kann (ber H'-Austauscher gegen Natrium oder Kalium aus der Zelle
transportiert werden (Banuelos et al, 1998) (Abb. 25B). Dadurch steigt die intrazelluldre
Konzentration von Natrium/Kalium, wodurch wiederum die Osmolaritat der Zellen gegeniiber dem
Extrazellularraum ansteigt. Dies flihrt zu einer Inaktivierung des HOG-Signalwegs (Abb. 25B). In Luft
dagegen fallen trotz Aktivitit der Carboanhydrase entsprechend geringere Mengen an H' an,
wodurch der Transport von Natrium/Kalium in die Zellen vermindert ist. Wenn die Osmolaritat in der
Zelle zu stark absinkt, 16st dies hyperosmotischen Stress aus. Dadurch wird der HOG-Signalweg

aktiviert (Abb. 25C).
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Abb. 25 Méglicher Zusammenhang zwischen CO,-Adaptation und HOG-Signalweg

(A) Bei hyperosmotischem Stress wird der HOG-Signalweg Gber zwei osmosensorische Wege (Sho1l, SIn1; gelb
dargestellt) aktiviert, welche jeweils eine MAP Kinase-Kaskade (blau dargestellt) aktiviert. Beide fiihren zur
Phosphorylierung (= Aktivierung) von Hogl. Dariiber hinaus kann Hogl durch Ptc2 (griin dargestellt)
dephosphoryliert und damit inaktiviert werden. Alle Komponenten des HOG-Signalweges, deren Mutanten im
initialen Screening die NCE103 Regulation beeinflussten, sind rot umrandet. Die Abbildung wurde modifiziert
nach (Babazadeh et al, 2014).

(B) In 5% CO, kommt es durch die spontane Umwandlung in HCO5 zur Bildung groRer Mengen H". Diese kdnnen
tiber Na*/H"-Austauscher gegen Na® und K" aus der Zelle transportiert werden. Erhohte intrazelluldre Level an
Na* und K" beeinflussen die Osmolaritit der Zelle und fiihren zur Hemmung des HOG-Signalweges.

(C) In Luft fallen entsprechend geringere Mengen H' in der Zelle an. Dadurch ist auch der Transport von Na*
und K" in die Zellen vermindert. In der Folge sinkt die Osmolaritit der Zelle im Vergleich zum Extrazellularraum,
was hyperosmotischen Stress auslost. Dadurch wird der HOG-Signalweg aktiviert.
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Unter 5% CO, ware folglich zum einen der Signalweg tber Pkh1/2 und Sch9 aktiv, der die Induktion
von NCE103 hemmt. Zum anderen wiirde keine Aktivierung des HOG-Signalweges erfolgen, wodurch
Skol unphosphoryliert vorliegt und als Repressor wirkt (Abb. 26A). Interessanterweise wurde
gezeigt, dass Sch9 mit Hogl und Skol interagiert und Skol in vitro phosphoryliert, allerdings an
anderer Stelle als Hogl (Pascual-Ahuir & Proft, 2007). Wenn Hogl ebenfalls aktiv ist und Sko1l
phosphoryliert, fihrt diese doppelte Phosphorylierung dazu, dass Skol aktivierend wirkt. Die
Auswirkungen der Sch9-vermittelten Phosphorylierung allein sind dagegen spekulativ, aber eventuell
wird die Repressorwirkung von Skol abgeschwacht. In Luft dagegen ist Sch9 inaktiv, Cst6 und
eventuell Acal sind aktiv und induzieren die NCE103 Expression (Abb. 26B). Gleichzeitig fihren die
geringen HCO; Level zu einer Aktivierung des HOG-Signalweges, wodurch phosphoryliertes Pbs2
Hogl phosphoryliert. In der Folge phosphoryliert Hogl Skol. Skol wirkt dann als Aktivator und
induziert ebenfalls die NCE103 Expression. Einen vergleichbaren Regulationsmechanismus konnten
Proft und Struhl bereits 2002 fiir Skol zeigen: Skol kann demnach sowohl von Hogl als auch von
PKA, welche wie Sch9 zur Familie der AGC Kinasen gehort, phosphoryliert werden. Dabei
beeinflussen sich die Phosphorylierungen durch beide Aktivatoren gegenseitig und regulieren die
Aktivitat von Skol als Aktivator oder Repressor (Proft & Struhl, 2002). SKO1 Homologe existieren
zudem sowohl in C. albicans als auch in C. glabrata.

In diesem hypothetischen System wiirde eine Deletion von Sch9 bei 5% CO, zwar zu einer Aktivierung
von Cst6 und eventuell auch Acal und damit Induktion von NCE103 fihren, allerdings wiirden hohe
HCO;  Konzentrationen zu einer Hemmung des HOG-Signalweges fiihren. Dadurch wiirde Skol als
Repressor fungieren und die ungehemmte Induktion der NCE103 Expression drosseln. Exakt das ist
auch auf Proteinebene zu sehen (Abb. 14). Zwar sind die Nce103 Level bei 5% CO, in Asch9 erhoht,
erreichen jedoch keinesfalls das gleiche Niveau wie unter Luft-Bedingungen. Die mogliche Beteiligung
des HOG-Signalweges an der Carboanhydrase-Regulation wiirde auch die verminderte NCE103 "™
Expression in Apbs2 erklaren, denn dann wiirde der komplette zweite Aktivierungsweg lber Skol

inaktiviert werden. Interessant ware es, die Auswirkungen von SKO1/CST6/ACA1 Doppel- oder
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Dreifachmutanten sowie einer HOGI1/SCH9 Doppelmutante auf die NCE1I03 Expression in
unterschiedlichen CO,-Bedingungen zu Uberprifen. Moéglicherweise konnte so eine Beteiligung des

HOG-Signalweges an der Regulation der Carboanhydrase bewiesen werden.
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Abb. 26 Madogliche Regulationswege der Carboanhydrase-Expression unter verschiedenen CO,-Bedingungen
(A) Hoch-CO,-Bedingungen (5%) fuhren zur Aktivierung von Sch9 tber Pkh1/2. Sch9 kénnte auch direkt Gber
CO, aktiviert werden. Aktives, phosphoryliertes Sch9 phosphoryliert wiederum Cst6, eventuell auch Acal,
wodurch beide Aktivatoren gehemmt werden und die NCE103 Expression nicht induzieren kénnen. Parallel
scheint auch der HOG-Signalweg die Carboanhydrase-Expression zu beeinflussen. In 5% CO, ist dieser inaktiv,
dadurch wirkt der Transkriptionsfaktor Skol als Repressor und hemmt ebenfalls die NCE103 Expression. Zudem
ist eine Phosphorylierung von Skol durch Sch9 beschrieben, welche ebenfalls Einfluss auf die Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors haben kénnte.

(B) In Luft (niedrig-CO,-Bedingungen) ist Sch9 aufgrund fehlender Phosphorylierung inaktiv, Cst6 und Acal
dagegen aktiv, was eine Induktion der NCE103 Expression zur Folge hat. Geringe HCO;-Level resultieren in
geringerer Osmolaritat der Zellen und Aktivierung des HOG-Signalweges. Pbs2 phosphoryliert Hogl und Hogl
phosphoryliert Sko1l, wodurch Skol vom Repressorkomplex abgespalten wird und als Aktivator wirkt.

4.4.3. pH-Regulation
Die durch die Umwandlung von CO, in HCO; entstehenden Protonen (H') miissen nicht zwangslaufig
Uber Antiporter aus der Zelle transportiert werden, sondern kénnten zundchst auch intrazellular

verbleiben und so beispielsweise liber die Stressantwort auf schwache Sduren (weak acid response)
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den pH-Wert der Zelle beeinflussen (Kane, 2016). Dabei diffundieren bei geringem extrazellularem
pH schwache Sauren in die Zelle und zerfallen dort aufgrund des neutraleren pH in Sdureanionen und
Protonen (Giannattasio et al, 2013). Dadurch kommt es zur intrazelluldren Ansauerung, welche durch
die bei der CO,-Fixierung entstehenden Protonen verstarkt werden wiirde. Veranderungen des
intrazelluldaren pH-Wertes wiederum beeinflussen in S. cerevisiae die Ladung von Metaboliten, die
Funktion und Faltung von Proteinen, die Membranpermeabilitdt sowie Wachstum und Proliferation
(Orij et al, 2011). Interessanterweise wurde fiir C. albicans gezeigt, dass Saurestress die Expression
von NCE103 in Abhangigkeit des Transkriptionsfaktors Mnll erhéht (Ramsdale et al, 2008). Folglich
ist neben der Osmolaritdt bzw. dem HOG-Signalweg auch ein Einfluss des pH-Wertes auf die CO,-

Anpassung moglich, jedoch gibt es hierfliir anhand der gewonnenen Ergebnisse keine Indizien.
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5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Anpassung an vorherrschende CO,-Bedingungen der Umwelt ist essentiell fiir das Uberleben von
Mikroorganismen, die sich andernden Umweltbedingungen ausgesetzt sind. Carboanhydrasen sind
hochkonservierte Enzyme, die weitestgehend in allen Domanen des Lebens zu finden sind
(Eukaryonten, Bakterien, Archden). Sie dienen der Umwandlung von CO, in dessen fixierte Form
HCO;, wodurch metabolische Anspriiche der Zellen auch unter atmospharisch niedrigen CO,-
Bedingungen erfiillt werden kdnnen. Eine Deletion der Carboanhydrase ist fiir fast alle Organismen
letal, wenn nicht ausreichend CO, zur Verfligung steht. Darin zeigt sich die zentrale Bedeutung der
Carboanhydrase fiir das Uberleben in 6kologischen Nischen, in denen verfiigbares CO, stark limitiert

ist.

In dieser Arbeit wurde die Regulation der Carboanhydrase NCE103 im Modellorganismus
S. cerevisiae, sowie in den humanpathogenen Pilzen C. albicans und C. glabrata untersucht. Dabei
wurde mit Pkh1/2/Sch9 die dem Transkriptionsfaktor Cst6/Rcal Ubergeordnete Signalkaskade
identifiziert, die fur die Phosphorylierung von Cst6/Rcal und damit flr die CO,-abhéngige Regulation
von NCE103 verantwortlich ist. Zudem wurde gezeigt, dass dieser Regulationsmechanismus
hochkonserviert ist und auf C. albicans und C. glabrata libertragen werden kann. Die CO,-Adaptation
Uber Carboanhydrasen ist ein zentraler Prozess, der neben der CO,-Homdostase auch eine Vielzahl
weiterer Zellfunktionen steuert und beeinflusst. Dazu gehoéren die Regulation des pH-Wertes von
Zellen und Organellen, der Membrantransport von Metaboliten, die Biofilmbildung, die Zellatmung
und biosynthetische Reaktionen wie Gluconeogenese, Harnstoff- und Fettsduresynthese (Bahn &
Mubhlschlegel, 2006; Henry, 1996; Raven, 2006; Sharabi et al, 2009; Supuran, 2008b). Zudem ist die
Aktivitat der Carboanhydrase Voraussetzung fir die Aktivierung weiterer wichtiger CO,-abhangiger
Signalwege, wie z. B. dem Adenylylcyclase/cAMP/PKA-Signalweg (Klengel et al, 2005). Daher stellen
die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse einen signifikanten Beitrag zum Grundverstandnis der

CO,-Adaptation in Hefepilzen dar und eroffnen neue Moglichkeiten und Ziele zur gezielten
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therapeutischen Behandlung von Pilzerkrankungen. Vor allem fiir C. albicans und C. glabrata
Biofilme, die medizinische Implantate wie Katheter, Herzschrittmacher oder kiinstliche Gelenke
besiedeln und ausgepragte rdaumliche CO,-Gradienten aufweisen, ist die Ausrichtung auf
pilzspezifische Komponenten der CO,-Anpassung eine vielversprechende neue Therapieoption (Hall

et al, 2010; Nobile & Johnson, 2015).

Es zeigte sich, dass die NCE103 Expression neben der identifizierten Regulationskaskade Gber Pkh1/2
/Sch9/Cst6 zusatzlich von weiteren Faktoren und Signalwegen reguliert wird und damit deutlich
komplexer ist als zundchst angenommen. Nicht alle beobachteten Effekte lassen sich durch die
Funktion von Sch9 erklaren. So erscheint eine Beteiligung des HOG-Signalweges wahrscheinlich, da
mehrere Komponenten die CO,-abhdngige NCE103 Regulation beeinflussten. Um die daraus
abgeleitete Hypothese zum Zusammenspiel von Osmolaritat und CO,-Anpassung zu Uberprifen, sind
weiterfihrende Experimente notwendig. Auch ein Einfluss des Cst6-Paralogs Acal auf die NCE103
Expression in S. cerevisiae scheint moglich und sollte in Zukunft genauer untersucht werden.
Zusatzlich zu den genannten alternativen Regulationswegen sind durch die starke Vernetzung der
CO,-Regulation mit anderen Zellfunktionen auch diverse Rickkopplungsmechanismen denkbar, die

vor allem bei Deletionen einzelner Schlisselfaktoren zum Tragen kommen.

Wie initial vermutet, ist die CO,-Regulation durch Cst6/Rcal in den humanpathogenen Hefen
C. albicans und C. glabrata konserviert. Auch die Funktion der {ibergeordneten Kinase Sch9
hinsichtlich der NCE103 Regulation ist vergleichbar. Auf Grundlage dieser Experimente ist eine
weiterfiihrende Ubertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse auf andere Candida-Arten méglich.
Interessanterweise besitzen auch Aspergillus fumigatus und Aspergillus nidulans CO,-abhangig
regulierte Carboanhydrasen und weisen Homologe von Cst6/Rcal auf (Han et al, 2010). Folglich
besteht die Moglichkeit, dass der in dieser Arbeit identifizierte und charakterisierte Regulationsweg

nicht nur in Hefepilzen, sondern auch in anderen Ascomyzeten eine Rolle spielt.
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9. Anhang
9.1. Zusitzliche Daten

Tabelle X1: SCNCE103 Expression aller getesteten Kinase- und Phosphatasemutanten

Aufgelistet sind die Mittelwerte der ScNCE103 Expression in 5% CO, und Luft mit jeweils dazugehorigen
Standardabweichungen (SD). Zudem ist die Vervielfachung der Expression als Quotient aus Expression in Luft
und 5% CO, dargestellt sowie dessen Standardabweichung. Alle Mutanten wurden mindestens 2x gemessen.

ScNCE103 < ) ScNCE103 “*" sD Luft/CO, )
S.c. WT 1,00 5,64 2,63 5,64 2,63
Aakl1 1,54 0,90 5,81 2,48 5,13 4,62
Aalk1 0,67 0,35 1,89 0,16 3,22 1,28
Aalk2 1,16 0,11 5,22 4,17 4,42 3,28
Aark1 1,66 0,92 3,31 2,67 2,87 3,19
Aatg1 0,77 0,14 2,84 1,93 3,51 1,85
Abck1 1,42 0,78 5,36 1,30 4,16 1,38
Abub1 1,52 0,64 13,11 3,99 9,14 2,78
Abud32 3,38 0,79 36,54 8,97 10,85 1,55
Acdc55 1,31 0,34 12,32 2,36 9,86 3,20
Achk1 1,12 0,03 3,36 1,79 2,99 1,51
Ackat 0,95 0,31 2,86 1,44 3,44 2,57
Acka2 0,86 0,03 1,96 0,44 2,27 0,42
Acla4 0,76 0,59 5,52 0,14 10,21 7,72
Acmk1 0,75 0,21 2,64 1,09 4,05 2,96
Acmk2 1,06 0,13 5,74 2,01 5,55 2,57
Acmp2 1,49 0,45 3,33 1,61 2,16 0,42
Acnat 1,35 0,68 3,94 3,07 2,68 0,93
Acnb1 1,61 0,09 6,36 1,48 3,92 0,69
Acst6 0,97 0,20 2,70 1,65 2,75 1,45
Actk1 1,44 0,74 7,65 4,14 5,35 2,57
Actk2 1,71 0,48 7,30 2,78 4,35 1,47
Actk3 1,57 0,38 5,94 2,15 3,80 1,30
Adbf2 1,34 0,32 5,88 1,81 4,34 0,32
Adbf20 1,08 0,07 4,50 1,31 4,15 0,95
Adcr2 0,88 0,25 3,01 0,70 3,46 0,20
Adun1 0,79 0,27 3,01 1,40 3,76 1,35
Aelm1 1,24 0,08 3,76 0,50 3,06 0,60
Adenv? 1,10 0,09 5,79 2,29 5,37 2,53
Afpk1 1,07 0,57 2,64 0,79 2,66 0,68
Afrk1 1,01 0,10 4,63 0,61 4,58 0,16
Afus3 1,34 0,32 4,35 0,08 3,34 0,75
Agal83 0,81 0,37 2,51 0,34 3,37 1,13
Agen2 1,29 0,17 3,94 1,01 3,02 0,38
Agin4 0,96 0,38 3,45 1,66 3,53 0,33
Agpa2 0,84 0,01 5,44 5,04 6,53 6,12
Ahal5 1,21 0,37 2,27 1,13 1,97 1,08
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ScNCE103 SD ScNCE103 ““* sD Luft/CO, SD
Ahog1 1,07 0,34 4,18 1,07 3,91 1,41
Ahrk1 0,65 0,13 2,72 0,88 4,14 0,55
Ahsl1 1,65 0,19 4,02 2,59 2,54 1,87
Aime2 1,00 0,45 2,97 0,38 3,80 2,79
dire1 1,02 0,58 2,59 0,13 3,07 1,88
disr1 0,79 0,26 4,16 2,01 6,03 4,56
Akccd 0,92 0,18 3,60 0,41 3,94 0,33
Akdx1 1,62 0,06 4,20 2,51 2,57 1,46
Akin1 0,82 0,31 3,16 2,01 3,99 2,23
Akin2 1,17 0,00 3,34 1,73 2,85 1,48
Akin3 1,53 0,42 4,12 0,24 2,82 0,94
Akind 1,28 0,04 5,28 2,04 4,09 1,47
Akin82 0,93 0,14 3,21 0,59 3,45 0,12
Akkq8 0,84 0,43 4,95 2,59 5,84 0,09
Akns1 1,03 0,39 3,88 0,21 4,03 1,32
Aksp1 1,18 0,71 3,08 0,41 3,05 1,49
Akss1 0,88 0,50 1,71 0,41 2,15 0,74
Alcb5 0,78 0,31 2,86 1,38 3,60 0,33
Altp1 1,09 0,05 3,68 0,54 3,35 0,33
Amck1 1,73 0,86 6,47 4,03 4,24 3,16
Amek1 1,21 0,01 3,92 0,82 3,23 0,64
Amih1 1,45 0,57 3,76 0,51 2,98 1,45
Amkk1 1,10 0,86 4,56 3,60 4,14 0,04
Amkk2 0,94 0,23 4,50 3,43 5,37 4,95
Amrk1 0,58 0,19 2,81 1,98 4,70 2,58
Amsg5 1,11 0,30 3,60 0,37 3,31 0,56
Anem1 0,97 0,39 3,79 0,37 4,32 2,11
Annk1 0,83 0,20 2,32 0,43 2,82 0,15
Anpr1 0,89 0,50 3,81 0,22 5,01 2,56
Aocaf 1,57 0,47 5,72 2,54 3,55 0,55
Apbs2 1,23 0,65 2,66 2,36 2,30 0,60
4pho13 1,34 0,60 5,06 0,99 4,67 3,24
Apho85 1,21 0,08 5,77 2,47 4,70 1,72
Apkh1 0,85 0,39 2,09 0,83 2,49 0,18
Apkh2 0,85 0,02 2,71 0,08 3,20 0,00
Apkh3 0,69 0,48 1,84 0,47 3,21 1,57
Apkp1 1,17 0,26 4,33 3,49 3,46 2,10
Apkp2 1,54 1,29 2,96 1,20 2,74 1,81
Appg1 0,96 0,20 3,48 0,14 3,71 0,65
Apph21 1,14 0,68 5,64 4,49 4,57 1,22
Apph22 1,69 0,75 6,10 1,85 4,28 3,01
Apph3 0,89 0,16 3,06 1,91 3,72 2,84
Appq1 1,01 0,05 2,88 0,18 2,86 0,34
Apps1 0,73 0,18 4,58 0,58 6,41 0,78
Appt1 1,05 0,03 3,81 0,59 3,62 0,65
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ScNCE103 SD ScNCE103 ““* sD Luft/CO, SD
Appz1 1,53 0,73 4,20 1,22 2,89 0,59
Appz2 1,13 0,18 5,11 3,86 4,31 2,73
Aprk1 0,93 0,54 2,70 0,02 3,47 2,00
Aprr1 1,46 0,58 4,05 2,83 2,71 1,19
Aprr2 1,03 0,21 3,24 1,31 3,07 0,66
Apsk1 0,90 0,26 3,91 0,29 4,49 0,96
Apsk2 0,80 0,02 3,41 1,77 4,30 2,32
Apsr1 0,98 0,60 4,31 1,07 5,01 1,98
Apsr2 1,35 0,44 3,54 1,54 2,58 0,30
Aptc1 1,31 0,74 7,53 3,47 7,57 6,60
Aptc2 0,96 0,25 1,74 0,88 1,80 0,78
Aptc3 1,58 0,42 4,52 0,53 2,91 0,44
Aptc4 1,12 0,06 3,88 0,49 3,47 0,25
Aptc5 0,84 0,03 3,30 0,88 3,94 1,20
Aptc6 1,15 0,27 5,79 3,76 4,74 1,97
Aptc7 1,30 0,62 2,77 0,72 2,33 0,92
Aptk1 0,94 0,23 2,41 1,49 2,43 0,97
Aptk2 2,44 2,09 8,65 9,08 2,98 0,97
Aptp1 2,07 0,72 3,99 2,64 2,13 1,51
Aptp2 0,72 0,25 3,45 0,77 5,36 2,98
Aptp3 1,05 0,25 3,91 0,74 3,92 1,66
Arck1 1,04 0,26 2,66 0,16 2,65 0,82
Arck2 0,96 0,28 3,24 0,30 3,47 0,71
Arim11 1,78 0,51 3,24 0,24 1,91 0,68
Arim15 1,03 0,34 4,30 2,72 3,96 1,34
Artk1 0,82 0,33 3,92 1,23 5,50 3,69
Artr1 0,90 0,44 9,62 5,15 10,57 0,61
Arts1 1,55 0,79 3,56 0,90 2,47 0,68
Asak1 0,56 0,04 3,13 1,27 5,50 1,88
Asap155 1,17 0,08 7,61 0,78 6,52 0,22
Asap185 1,30 0,14 4,06 0,58 3,13 0,11
Asap4 1,71 0,46 6,54 6,03 3,39 2,45
Asatd 1,01 0,20 2,08 0,98 2,22 1,27
Asch9 3,55 1,55 6,12 2,98 1,91 0,70
Asdp1 1,26 0,25 2,45 0,30 1,95 0,14
4sip1 1,06 0,27 3,64 3,08 3,15 2,08
Asip2 0,91 0,33 2,41 0,48 2,93 1,58
Asiw14 1,25 0,14 4,85 5,79 3,64 4,23
Askm1 1,10 0,08 3,08 0,67 2,80 0,42
Asks1 1,02 0,01 3,41 0,32 3,32 0,29
Asky1 1,08 0,80 2,07 2,21 1,76 0,78
Aslt2 0,93 0,05 4,92 1,64 5,33 1,95
Asmk1 1,33 0,23 4,58 2,04 3,63 2,17
Asnf1 1,29 0,47 6,14 2,80 5,31 2,82
Asnf4 0,98 0,37 2,99 1,42 3,57 2,80
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ScNCE103 SD ScNCE103 ““* sD Luft/CO, SD
Aspo7 0,94 0,20 7,33 1,39 7,87 0,44
Assk2 1,73 1,33 5,17 2,16 3,52 1,06
Assk22 0,55 0,20 2,04 0,41 3,82 0,62
Assn3 1,35 0,11 4,03 0,49 2,97 0,12
Aste11 1,20 0,84 4,51 3,27 4,01 1,58
Aste20 1,98 1,50 3,03 2,43 1,56 0,65
Aste7 1,79 0,74 5,21 4,14 2,93 1,69
Aswet 1,18 0,20 5,90 5,11 4,70 3,55
Atda1 1,73 0,19 4,17 1,67 2,47 1,23
Atel1 1,35 0,78 2,68 0,13 2,35 1,27
Ator1 1,51 0,37 10,48 4,96 7,78 5,27
Atos3 0,91 0,72 2,04 0,17 3,16 2,31
Atpd3 2,16 0,65 9,60 2,58 4,80 1,85
Atpk1 1,30 0,12 2,65 0,76 2,07 0,77
Atpk2 0,86 0,39 2,99 0,06 3,89 1,81
Atpk3 1,17 0,66 2,76 1,88 3,03 2,13
Avhs1 0,87 0,22 3,15 1,69 3,76 2,27
Ayak1 1,31 0,06 3,19 0,62 2,42 0,36
Aych1 1,14 0,56 4,78 2,44 4,17 0,08
Ayck1 1,10 0,14 4,01 2,35 3,58 2,05
Ayck2 1,82 0,98 6,04 4,28 3,23 1,33
Ayck3 0,75 0,08 3,85 1,82 5,02 1,90
Aygk3 0,89 0,02 2,99 0,50 3,35 0,47
Aypk1 0,92 0,47 6,37 0,19 8,04 4,30
Aypk2 1,19 0,76 7,30 7,81 5,07 3,31
Aypk3 1,04 0,13 4,84 3,82 4,74 3,81
AYPL150W 0,97 0,32 2,62 0,76 2,71 0,11
Ayvh1 1,70 0,82 5,51 0,73 3,77 2,24
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