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   N i n e  s a m  m u t a n t s  t h a t  u n d e r g o  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  2 9  

w i t h o u t  r e q u i r i n g  s t a r v a t i o n  i n  S c h i z o s a c c h a r o m y c e s  3 0  

p o m b e  w e r e  p r e v i o u s l y  i s o l a t e d .  I n  t h i s  s t u d y ,  w e  3 1  

i d e n t i f i e d  a  n o n s e n s e  m u t a t i o n  o n  t h e  p k a 1  l o c u s  i n  t h e  3 2  

s a m 6  m u t a n t .  p k a 1  e n c o d e s  a  c a t a l y t i c  s u b u n i t  o f  p r o t e i n  3 3  

k i n a s e  A  ( P K A ) .  R e p l a c e m e n t  a n d  o v e r e x p r e s s i o n  o f  p k a 1  3 4  

s u p p r e s s e d  t h e  K C l  s e n s i t i v i t y  a n d  h y p e r - m a t i n g  3 5  

p h e n o t y p e  o f  s a m 6 ,  c o n f i r m i n g  t h a t  s a m 6  i s  a n  a l l e l e  o f  3 6  

p k a 1 .  T o  c h a r a c t e r i z e  f u r t h e r  t h e  r e g u l a t i o n  o f  P k a 1 ,  w e  3 7  

t e s t e d  t h e  p h y s i c a l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  P k a 1  a n d  C g s 1  ( a  3 8  

r e g u l a t o r y  s u b u n i t  o f  P K A ) .  P k a 1  a n d  C g s 1  p h y s i c a l l y  3 9  

i n t e r a c t e d  u n d e r  g l u c o s e - l i m i t e d  c o n d i t i o n s  b u t  n o t  u n d e r  4 0  

g l u c o s e - r i c h  c o n d i t i o n s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  4 1  

P k a 1 - C g s 1  c o m p l e x  w a s  d e t e c t e d  u n d e r  g l u c o s e - l i m i t e d  4 2  

c o n d i t i o n s  b y  B l u e  N a t i v e  P A G E .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  P k a 1  4 3  

p r o t e i n  w a s  f o u n d  t o  b e  p h o s p h o r y l a t e d  u n d e r  g l u c o s e  4 4  

s t a r v e d  c o n d i t i o n s ,  a n d  a t  t h e  s a m e  t i m e  i t s  l o c a l i z a t i o n  4 5  

s h i f t e d  f r o m  t h e  n u c l e u s  t o w a r d s  t h e  c y t o p l a s m  ( m a i n l y  4 6  

t h e  v a c u o l e s ) ,  s u g g e s t i n g  a  s t r o n g  r e l a t i o n s h i p  a m o n g  4 7  

p h o s p h o r y l a t i o n ,  c o m p l e x  f o r m a t i o n ,  a n d  t h e  c y t o p l a s m i c  4 8  

d i s t r i b u t i o n  o f  P k a 1 .  4 9  

 5 0  

K e y  w o r d s :  f i s s i o n  y e a s t ;  S c h i z o s a c c h a r o m y c e s  p o m b e ;  5 1  

p r o t e i n  k i n a s e  A ;  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  5 2  



 3 

   T h e  f i s s i o n  y e a s t  S c h i z o s a c c h a r o m y c e s  p o m b e  i s  a n  5 3  

e x c e l l e n t  m o d e l  o r g a n i s m  i n  m o l e c u l a r  a n d  c e l l u l a r  5 4  

b i o l o g y  i n  t h e  e f f o r t  t o  u n d e r s t a n d  t h e  m i t o t i c - m e i o t i c  5 5  

d e c i s i o n  m e c h a n i s m .  S .  p o m b e  c e l l s  p r o l i f e r a t e  t h r o u g h  5 6  

m i t o t i c  c e l l  c y c l e  u n d e r  n u t r i t i o n a l l y  r i c h  c o n d i t i o n s .  5 7  

W h e n  n u t r i e n t s  ( n i t r o g e n  o r 	 c a r b o n )  a r e  l i m i t e d ,  S .  5 8  

p o m b e  c e l l s  a r r e s t  a t  t h e  G 1  p h a s e  o f  t h e  c e l l  c y c l e  a n d  5 9  

h e t e r o t h a l l i c  c e l l s  o f  a n  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e  ( h +  a n d  h - )  6 0  

m a t e  t o  i n i t i a t e  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  t h r o u g h  a  p r o c e s s  6 1  

t h a t  i n c l u d e s  c o n j u g a t i o n ,  m e i o s i s ,  a n d  s p o r u l a t i o n .   6 2  

   T h e  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  t h a t  p r e c e d e s  m e i o s i s  i s  6 3  

r e g u l a t e d  b y  a t  l e a s t  f o u r  d i s t i n c t  s i g n a l i n g  p a t h w a y s :  t h e  6 4  

c y c l i c  A M P  ( c A M P )  p a t h w a y ,  t h e  s t r e s s - r e s p o n s i v e  6 5  

S t y 1 / S p c 1  p a t h w a y ,  t h e  p h e r o m o n e - s i g n a l i n g  p a t h w a y ,  a n d  6 6  

t h e  T O R  p a t h w a y s . 1 - 5 )  A m o n g  t h e s e ,  t h e  c A M P  p a t h w a y  i s  6 7  

t h e  m a j o r  g l u c o s e - s e n s i n g  p a t h w a y  i n  S .  p o m b e .  W h e n  6 8  

g l u c o s e  i s  a b u n d a n t ,  a  h e t e r o t r i m e r i c  g u a n i n e  n u c l e o t i d e -6 9  

b i n d i n g  p r o t e i n  ( G p a 2 )  b e c o m e s  a c t i v a t e d , 6 )  a n d  t h i s  t h e n  7 0  

a c t i v a t e s  a d e n y l a t e  c y c l a s e  ( C y r 1 )  t o  g e n e r a t e  c A M P  f r o m  7 1  

A T P . 7 )  C y r 1  i n t e r a c t s  w i t h  i t s  a s s o c i a t e d  p r o t e i n  c a l l e d  7 2  

C a p 1 ,  w h i c h  p l a y s  p a r t l y  t h e  r e g u l a t o r y  r o l e  o f  a d e n y l a t e  7 3  

c y c l a s e . 8 , 9 )  T h e  c g s l  g e n e  e n c o d e s  t h e  r e g u l a t o r y  ( R )  7 4  

s u b u n i t  o f  p r o t e i n  k i n a s e  A  ( P K A ) .  M u t a n t s  d e f e c t i v e  i n  7 5  

c g s l  a r e  s t e r i l e  d u e  t o  c o n s t i t u t i v e  a c t i v a t i o n  o f  c a t a l y t i c  7 6  

( C )  s u b u n i t  ( P k a 1 )  o f  P K A .  A n y  g e n e t i c  m a n i p u l a t i o n  t h a t  7 7  

i n c r e a s e s  t h e  l e v e l  o f  i n t r a c e l l u l a r  c A M P  o r  t h e  a c t i v i t y  o f  7 8  

P K A  r e n d e r s  S .  p o m b e  c e l l s  i n c a p a b l e  o f  s e x u a l  7 9  

d i f f e r e n t i a t i o n ,  w h e r e a s  a n y  m a n i p u l a t i o n  t h a t  d e c r e a s e s  8 0  
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t h e  c A M P  l e v e l  o r  P K A  a c t i v i t y  p r o p e l s  c e l l s  t o w a r d  8 1  

s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n . 1 0 )  S t e r i l i t y  c a u s e d  b y  h i g h e r  c A M P  8 2  

l e v e l s  i s  r e v e r s e d  b y  o v e r e x p r e s s i o n  o f  t h e  m o c 1 - m o c 4  8 3  

g e n e s . 1 1 , 1 2 )  P k a 1  p h o s p h o r y l a t e s  t h e  Z n - f i n g e r  p r o t e i n  R s t 2 ,  8 4  

w h i c h  o t h e r w i s e  i n d u c e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s t e 1 1 ,  e n c o d i n g  8 5  

a  k e y  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  f o r  m e i o s i s . 1 3 )  8 6  

   I n  e u k a r y o t i c  o r g a n i s m s ,  P K A  i s  a n  e v o l u t i o n a r i l y  8 7  

c o n s e r v e d  s e r i n e / t h r e o n i n e  k i n a s e  t h a t  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  8 8  

r e g u l a t i o n  o f  d i v e r s e  c e l l  r e g u l a t o r y  p a t h w a y s . 1 4 )  I t  8 9  

m o d u l a t e s  m a n y  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  b y  p h o s p h o r y l a t i n g  9 0  

o t h e r  p r o t e i n s ,  a n d  i s  a l s o  p h o s p h o r y l a t e d  b y  o t h e r  k i n a s e s  9 1  

o r  b y  i t s e l f . 1 5 )  I n  e u k a r y o t i c  c e l l s ,  t h e  m a j o r  t a r g e t  o f  9 2  

c A M P  i s  P K A ,  a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  P K A  p l a y s  a  p i v o t a l  r o l e  9 3  

i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  a d a p t a t i o n  t o  e x t e r n a l  c o n d i t i o n s  a n d  9 4  

t h e  i n d u c t i o n  o f  i n t r i n s i c  c e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i o n .  T h e  9 5  

a c t i v i t y  o f  P K A  i s  a l s o  r e g u l a t e d  b y  i t s  t w o  R - s u b u n i t s ,  9 6  

w h i c h  f o r m  a  d i m e r  t h a t  b i n d s  t o  t h e  t w o  C - s u b u n i t s ,  b y  9 7  

f o r m i n g  a  P K A  h o l o e n z y m e  c o m p l e x . 1 6 )  T i g h t  i n t e r a c t i o n  9 8  

b e t w e e n  t h e  R -  a n d  C - s u b u n i t s  r e q u i r e s  a  n e g a t i v e l y  9 9  

c h a r g e d  t h r e o n i n e  i n  t h e  a c t i v a t i o n  l o o p  r e g i o n  o f  t h e  C -1 0 0  

s u b u n i t s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c A M P . 1 7 )  T h e  P K A  h o l o e n z y m e  1 0 1  

c o m p l e x  i s  p r i m a r i l y  l o c a l i z e d  i n  t h e  c y t o p l a s m  o r  b o u n d  1 0 2  

t o  s p e c i f i c  c y t o p l a s m i c  o r g a n e l l e s  v i a  a n c h o r i n g  p r o t e i n s ,  1 0 3  

d e p e n d i n g  o n  t h e  t y p e  o f  R - s u b u n i t .  A c t i v a t i o n  o f  P K A  1 0 4  

o c c u r s  t h r o u g h  t h e  b i n d i n g  o f  c A M P  t o  R - s u b u n i t s ,  c a u s i n g  1 0 5  

d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  C - s u b u n i t s .  T h e  f r e e  C - s u b u n i t s  t h e n  1 0 6  

t r a n s l o c a t e  t o  t h e  n u c l e u s  a n d  r e g u l a t e  c A M P - s t i m u l a t e d  1 0 7  

t r a n s c r i p t i o n . 1 8 )  I n  S .  p o m b e ,  t h e  C -  a n d  t h e  R -  s u b u n i t s  o f  1 0 8  
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P K A  a r e  m o s t l y  l o c a l i z e d  i n  t h e  n u c l e u s  u n d e r  g l u c o s e  r i c h  1 0 9  

c o n d i t i o n s  a n d  a r e  e x p o r t e d  t o  t h e  c y t o p l a s m  u p o n  g l u c o s e  1 1 0  

s t a r v a t i o n . 1 9 )   1 1 1  

   W e  h a v e  i s o l a t e d  n i n e  s a m  ( s k i p s  s t a r v a t i o n  f o r  m a t i n g )  1 1 2  

m u t a n t s  t h a t  u n d e r g o  m a t i n g  a n d  s p o r u l a t i o n  w i t h o u t  1 1 3  

r e q u i r i n g  n i t r o g e n  o r  g l u c o s e  s t a r v a t i o n ,  s i m i l a r l y  t o  1 1 4  

∆ p k a 1  a n d  ∆ c y r 1  m u t a n t s .  A m o n g  t h e  n i n e  s a m  m u t a n t s ,  1 1 5  

t w o  a r e  d o m i n a n t  ( s a m 3  a n d  s a m 9 ) ,  a n d  s e v e n  ( s a m 1 ,  1 1 6  

s a m 2 ,  s a m 4 ,  s a m 5 ,  s a m 6 ,  s a m 7 ,  a n d  s a m 8 )  a r e  1 1 7  

r e c e s s i v e . 2 0 )  W e  i d e n t i f i e d  s a m 4  a s  a n  a l l e l e  o f  r a d 2 4 ,  1 1 8  

w h i c h  e n c o d e s  a  1 4 - 3 - 3  p r o t e i n . 2 1 )  B e s i d e s  t h i s ,  w e  1 1 9  

a n a l y z e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  t w o  s u p p r e s s o r  g e n e s ,  m s a 1  1 2 0  

a n d  m s a 2 , 2 2 , 2 3 )  b o t h  o f  w h i c h  e n c o d e  R N A  b i n d i n g  1 2 1  

p r o t e i n s  t h a t  n e g a t i v e l y  r e g u l a t e  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  1 2 2  

T h r o u g h  a n a l y s i s  o f  s a m 3  a n d  s a m 9 ,  w e  i d e n t i f i e d  1 2 3  

s l a 1 2 4 , 2 5 )  a s  a n  i n d u c e r  o f  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  a n d  z d s 1  1 2 4  

a s  i n v o l v i n g  b o t h  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  C a C l 2  1 2 5  

t o l e r a n c e . 2 6 )  1 2 6  

   I n  t h i s  s t u d y ,  t o  i d e n t i f y  t h e  o t h e r  s a m  m u t a n t s ,  w e  1 2 7  

s e q u e n c e d  t h e  g e n e s  p o s s i b l y  i n v o l v e d  i n  r e g u l a t i o n  o f  1 2 8  

s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n .  W e  f o u n d  t h a t  s a m 6  i s  a  n o n s e n s e  1 2 9  

a l l e l e  o f  p k a 1 .  W e  f u r t h e r  f o u n d  t h a t  P k a 1  a n d  C g s 1  1 3 0  

i n t e r a c t  w i t h  e a c h  o t h e r  u n d e r  g l u c o s e - s t a r v e d  c o n d i t i o n s  1 3 1  

t o  f o r m  a  c o m p l e x .  F i n a l l y  w e  f o u n d  t h a t  g l u c o s e  1 3 2  

s t a r v a t i o n  c a u s e s  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  P k a 1  p r o t e i n  a n d  1 3 3  

a  s h i f t  i n  i t s  l o c a l i z a t i o n .  1 3 4  

 1 3 5  

M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  1 3 6  
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 1 3 7  

   S t r a i n s  a n d  m e d i a .  T h e  S .  p o m b e  s t r a i n s  u s e d  i n  t h i s  1 3 8  

s t u d y  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  1 .  S t a n d a r d  y e a s t  c u l t u r e  m e d i a  1 3 9  

a n d  g e n e t i c  m a n i p u l a t i o n s  w e r e  u s e d  a s  d e s c r i b e d  1 4 0  

p r e v i o u s l y . 2 7 )  T h e  S .  p o m b e  s t r a i n s  w e r e  g r o w n  o n  Y E S -1 4 1  

r i c h  m e d i u m  ( 0 . 5 %  y e a s t  e x t r a c t ,  3 %  g l u c o s e ,  a n d  2 2 5  1 4 2  

m g / L  o f  a d e n i n e ,  h i s t i d i n e ,  l e u c i n e ,  u r a c i l ,  a n d  l y s i n e  1 4 3  

h y d r o c h l o r i d e )  o r  P o m b e  M i n i m u m  ( P M )  s y n t h e t i c  m e d i u m  1 4 4  

( 0 . 3 %  p o t a s s i u m  h y d r o g e n  p h t h a l a t e ,  0 . 2 2 %  s o d i u m  1 4 5  

p h o s p h a t e ,  0 . 5 %  a m m o n i u m  c h l o r i d e ,  2 %  g l u c o s e ,  1 4 6  

v i t a m i n s ,  m i n e r a l s ,  a n d  s a l t s ) ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 2 5  1 4 7  

m g / L  o f  a d e n i n e ,  l e u c i n e ,  a n d / o r  u r a c i l  w h e n  n e c e s s a r y .  1 4 8  

N i t r o g e n - f r e e  P M  m e d i u m  ( 1 %  g l u c o s e  w i t h o u t  a m m o n i u m  1 4 9  

c h l o r i d e )  w a s  u s e d  t o  c u l t u r e  S .  p o m b e  w h e n  m a t i n g  1 5 0  

e f f i c i e n c y  w a s  m e a s u r e d .  E l e c t r o p o r a t i o n  w a s  u s e d  t o  1 5 1  

t r a n s f o r m  f i s s i o n  y e a s t  c e l l s . 2 8 )  E s c h e r i c h i a  c o l i  D H 5 α  1 5 2  

g r o w n  i n  L u r i a - B e r t a n i  ( L B )  m e d i u m  ( 1 %  p o l y p e p t o n e ,  1 5 3  

0 . 5 %  y e a s t  e x t r a c t ,  1 %  s o d i u m  c h l o r i d e ,  p H  7 . 2 )  h o s t e d  1 5 4  

a l l  p l a s m i d  m a n i p u l a t i o n s  b y  t h e  s t a n d a r d  m e t h o d s  a s  1 5 5  

d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y . 2 9 )  1 5 6  

 1 5 7  

   P l a s m i d  c o n s t r u c t i o n .  A l l  t h e  p r i m e r s  u s e d  i n  t h i s  1 5 8  

s t u d y  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  2 .  T h e  p S L F 3 7 2 ( L ) - p k a 1  p l a s m i d  1 5 9  

w a s  c o n s t r u c t e d  b y  a m p l i f y i n g  t h e  p k a 1  g e n e  w i t h  P k a 1 F -1 6 0  

B g l I I  a n d  P k a 1 R - N o t I  p r i m e r s .  T h e  P C R  p r o d u c t  w a s  t h e n  1 6 1  

d i g e s t e d  w i t h  B g l I I  a n d  N o t I  a n d  i n s e r t e d  i n t o  1 6 2  

p S L F 3 7 2 ( L ) ,  w h i c h  b e a r s  t h e  n m t  p r o m o t e r ,  a n d  t h r e e  1 6 3  

c o p i e s  o f  t h e  H A  e p i t o p e  i n  i t s  C - t e r m i n a l  r e g i o n .  T o  1 6 4  

T a b l e 1  
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c o n s t r u c t  p S L F 1 7 2 ( L ) - p k a 1 ,  t h e  p k a 1  g e n e  f r o m  1 6 5  

p S L F 3 7 2 ( L ) - p k a 1  w a s  d i g e s t e d  w i t h  B g l I I  a n d  N o t I .  T h e  1 6 6  

d i g e s t e d  f r a g m e n t  w a s  c l o n e d  i n t o  t h e  B g l I I  a n d  N o t I  1 6 7  

s i t e s  o f  p S L F 1 7 2  ( L )  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  n m t  1 6 8  

p r o m o t e r .  T h e  c o n s t r u c t e d  p l a s m i d s  w e r e  v e r i f i e d  b y  1 6 9  

r e s t r i c t i o n  d i g e s t i o n  a n d  s e q u e n c e  a n a l y s i s .  P l a s m i d  1 7 0  

m a n i p u l a t i o n  a n d  b a c t e r i a l  t r a n s f o r m a t i o n  w e r e  d o n e  b y  1 7 1  

s t a n d a r d  t e c h n i q u e s . 2 9 )  1 7 2  

 1 7 3  

   S t r a i n  c o n s t r u c t i o n .  T a g - i n t e g r a t e d  s t r a i n s  w e r e  1 7 4  

c o n s t r u c t e d  b y  a  P C R - b a s e d  m e t h o d . 3 0 )  A l l  t a g g i n g  w a s  1 7 5  

c o n f i r m e d  b y  c o l o n y  P C R  a n d  i m m u n o b l o t t i n g  w i t h  1 7 6  

s p e c i f i c  a n t i b o d i e s .  T o  c o n s t r u c t  t h e  p k a 1 ( G 1 3 8 2 A ) - 3 H A  1 7 7  

m u t a n t  s t r a i n ,  a  f r a g m e n t  o f  5 0 0  b p  f r o m  t h e  5 ’  r e g i o n  o f  1 7 8  

t h e  m u t a t e d  p k a 1  l o c u s  o f  s a m 6  w a s  a m p l i f i e d  b y  P C R  1 7 9  

u s i n g  t h e  P k a 1 - W  a n d  P k a 1 - X  p r i m e r s .  S i m i l a r l y ,  t h e  3 ’  1 8 0  

r e g i o n  o f  p k a 1  w a s  a m p l i f i e d  u s i n g  t h e  p k a 1 - Y  a n d  P k a 1 -1 8 1  

Z  p r i m e r s .  B o t h  f r a g m e n t s  w e r e  a t t a c h e d  t o  t h e  k a n M X 6  1 8 2  

m o d u l e  b y  P C R  u s i n g  p F A 6 a – 3 H A – k a n M X 6 .  T h e  r e s u l t i n g  1 8 3  

t a g g e d  f r a g m e n t s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  S .  p o m b e  s t r a i n  1 8 4  

S P 8 7 0 .  G 4 1 8 - r e s i s t a n t  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  s e l e c t e d ,  a n d  1 8 5  

p r o p e r  i n t e g r a t i o n  w a s  v e r i f i e d  b y  P C R  a n d  s e q u e n c e  1 8 6  

a n a l y s i s .  T h e  r e s u l t i n g  s t r a i n  w a s  n a m e d  D R G 1 6 .   1 8 7  

 1 8 8  

   M a t i n g  a n d  s p o r u l a t i o n  e f f i c i e n c y  a s s a y .  M a t i n g  a n d  1 8 9  

s p o r u l a t i o n  e f f i c i e n c y  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  1 9 0  

e q u a t i o n :  1 9 1  

M a t  ( % )  =  ( 2 Z  +  2 A  +  0 . 5 S ) / ( H  +  2 Z  +  2 A  +  0 . 5 S )  1 9 2  

T a b l e 2  
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w h e r e  Z  s t a n d s  f o r  t h e  n u m b e r  o f  z y g o t e s ,  A  f o r  t h e  1 9 3  

n u m b e r  o f  a s c i ,  S  f o r  t h e  n u m b e r  o f  f r e e  s p o r e s ,  a n d  H  f o r  1 9 4  

t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  t h a t  f a i l e d  t o  m a t e .  1 9 5  

 1 9 6  

   W e s t e r n  b l o t t i n g .  S a m p l e s  f o r  W e s t e r n  b l o t t i n g  w e r e  1 9 7  

p r e p a r e d  b y  t h e  s i m p l e  a l k a l i - S D S  m e t h o d 3 1 )  o r  t h e  b o i l i n g  1 9 8  

S D S - g l a s s  b e a d  m e t h o d . 3 2 )  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  w h e n  t h e y  1 9 9  

r e a c h e d  a  d e n s i t y  o f  a p p r o x i m a t e l y  1  x  1 0 8  c e l l s  i n  a n  2 0 0  

a p p r o p r i a t e  m e d i u m .  T h e  h a r v e s t e d  c e l l s  w e r e  w a s h e d  2 0 1  

t w i c e  w i t h  d H 2 O  a n d  d i s s o l v e d  i n  1 0 0  µ L  o f  d H 2 O ,  a n d  t h e  2 0 2  

s a m p l e s  w e r e  b o i l e d  a t  9 5 ° C  f o r  5  m i n .  S u b s e q u e n t l y ,  1 2 0  2 0 3  

µ L  o f  2 X  L a e m m l i  b u f f e r  ( 4 %  S D S ,  2 0 %  g l y c e r o l ,  0 . 6  M  β -2 0 4  

m e r c a p t o e t h a n o l ,  8  M  u r e a ,  a n d  0 . 1 2  M  T r i s - H C l ,  p H  6 . 8 )  2 0 5  

w a s  a d d e d  a n d  t h e  s a m p l e s  w e r e  v i g o r o u s l y  v o r t e x e d  w i t h  2 0 6  

a n  e q u a l  v o l u m e  o f  a c i d - w a s h e d  g l a s s  b e a d s  u s i n g  a  b e a d  2 0 7  

h o m o g e n i z e r  a t  2 , 5 0 0  r p m  f o r  3  m i n .  T h e  s a m p l e s  w e r e  2 0 8  

b o i l e d  a t  9 5 ° C  f o r  5  m i n  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  x  g  f o r  2 0 9  

1 5  m i n  a t  4 ° C  t o  r e m o v e  t h e  g l a s s  b e a d s  a n d  l a r g e  d e b r i s .  2 1 0  

A n  e q u a l  v o l u m e  o f  c e l l  e x t r a c t  w a s  l o a d e d  o n t o  S D S -2 1 1  

P A G E  u s i n g  a  1 0 %  p o l y a c r y l a m i d e  g e l ,  a n d  t h e n  2 1 2  

t r a n s f e r r e d  t o  I m m o b i l o n  t r a n s f e r  m e m b r a n e s  ( M i l l i p o r e ,  2 1 3  

B e d f o r d ,  M A )  u s i n g  a  w e t - t y p e  t r a n s f e r  s y s t e m .  T o  b l o c k  2 1 4  

u n s p e c i f i c  b i n d i n g ,  t h e  m e m b r a n e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  2 1 5  

b l o c k i n g  b u f f e r  ( P B S  c o n t a i n i n g  5 %  n o n - f a t  d r y  m i l k )  2 1 6  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  0 . 1 %  T w e e n  2 0  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2 1 7  

1  h .  T o  d e t e c t  M y c  f u s i o n  p r o t e i n s ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  2 1 8  

i n c u b a t e d  w i t h  a  M y c  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( S a n t a  C r u z  2 1 9  

B i o t e c h n o l o g y ,  S a n t a  C r u z ,  C A )  d i l u t e d  1 : 3 , 0 0 0  i n  P B S - T  2 2 0  
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( 1 3 7  m M  N a C l ,  8  m M  N a 2 H P O 4 . 1 2 H 2 O ,  2 . 7  m M  K C l ,  1 . 5  m M  2 2 1  

K H P O 4 ,  a n d  0 . 1 %  T w e e n  2 0 )  c o n t a i n i n g  5 %  d r y  m i l k .  T h e  2 2 2  

m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  3  t i m e s  w i t h  P B S - T ,  a n d  t h e n  2 2 3  

i n c u b a t e d  w i t h  h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e - c o n j u g a t e d  a n t i  2 2 4  

m o u s e  s e c o n d a r y  I g G  ( S a n t a  C r u z  B i o t e c h n o l o g y )  d i l u t e d  2 2 5  

1 : 3 0 0 0  i n  P B S - T  c o n t a i n i n g  5 %  d r y  m i l k .  2 2 6  

   T o  d e t e c t  H A  f u s i o n  p r o t e i n s ,  t h e  m e m b r a n e  w a s  2 2 7  

i n c u b a t e d  w i t h  a n  H A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( S a n t a  C r u z  2 2 8  

B i o t e c h n o l o g y )  d i l u t e d  1 : 3 , 0 0 0  i n  P B S - T  c o n t a i n i n g  5 %  2 2 9  

d r y  m i l k .  T h e  m e m b r a n e  w a s  w a s h e d  3  t i m e s  w i t h  P B S - T  2 3 0  

e v e r y  5  m i n ,  a n d  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  a n  a n t i - m o u s e  2 3 1  

s e c o n d a r y  I g G ,  d i l u t e d  1 :  3 , 0 0 0  i n  P B S - T  c o n t a i n i n g  5 %  2 3 2  

d r y  m i l k .  T h e  m e m b r a n e  w a s  a g a i n  w a s h e d  3  t i m e s  w i t h  2 3 3  

P B S - T  e v e r y  5  m i n ,  a n d  t h e n  s e c o n d a r y  a n t i b o d i e s  w e r e  2 3 4  

d e t e c t e d  b y  t h e  c h e m i l u m i n e s c e n c e  ( E C L )  s y s t e m ,  a s  2 3 5  

d e s c r i b e d  b y  t h e  m a n u f a c t u r e r  ( G E  H e a l t h c a r e ,  T o k y o ) .  2 3 6  

 2 3 7  

   B l u e  N a t i v e  P A G E .  B l u e  N a t i v e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  2 3 8  

e l e c t r o p h o r e s i s  ( B N - P A G E )  i s  a  m e t h o d  o f  i s o l a t i n g  i n t a c t  2 3 9  

p r o t e i n  c o m p l e x e s .  W e  f o l l o w e d  t h e  m a n u f a c t u r e r ’ s  2 4 0  

i n s t r u c t i o n s  ( I n v i t r o g e n ,  T o k y o ) .  P r o t e i n  c o m p l e x e s  w e r e  2 4 1  

s e p a r a t e d  b y  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  m a s s  u s i n g  t h i s  s t a n d a r d  2 4 2  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m .  I n  t h e  f i r s t  2 4 3  

d i m e n s i o n ,  s e p a r a t i o n  o f  t h e  c o m p l e x e s  u n d e r  n a t i v e  2 4 4  

c o n d i t i o n s  o c c u r s  a c c o r d i n g  t o  m o l e c u l a r  m a s s ,  a n d  i n  t h e  2 4 5  

s e c o n d  d i m e n s i o n ,  w h e r e  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  p e r f o r m e d  2 4 6  

u n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s ,  t h e  i n d i v i d u a l  s u b u n i t s  o f  t h e  2 4 7  
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c o m p l e x e s  a r e  r e s o l v e d ,  a g a i n  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e i r  2 4 8  

m o l e c u l a r  m a s s . 1 0 , 3 3 )  2 4 9  

   C e l l s  w e r e  g r o w n  i n  Y E S  m e d i u m  t o  m i d - l o g a r i t h m i c  2 5 0  

p h a s e ,  t h e n  h a r v e s t e d  ( 1  t o  2  x  1 0 8  c e l l s )  b y  2 5 1  

c e n t r i f u g a t i o n .  T h e y  w e r e  w a s h e d  o n c e  w i t h  d H 2 O  a n d  2 5 2  

s t o r e d  a t  - 8 0 ° C .  T h e  c e l l  p e l l e t s  w e r e  d i s s o l v e d  w i t h  4 X  2 5 3  

N a t i v e  P A G E  s a m p l e  b u f f e r  ( 2 5  µ L )  p l u s  d H 2 O  ( 7 2  µ L ) ,  1  2 5 4  

m M  p h e n y l m e t h y l s u l f o n y l  f l u o r i d e  ( P M S F ,  1  µ L )  a n d  2 5 5  

p r o t e a s e  i n h i b i t o r  ( 2  µ L ) .  S a m p l e s  w e r e  v o r t e x e d  2 5 6  

v i g o r o u s l y  w i t h  e q u a l  v o l u m e s  o f  a c i d - w a s h e d  g l a s s  b e a d s  2 5 7  

u s i n g  a  b e a d  h o m o g e n i z e r  a t  2 , 5 0 0  r p m  f o r  3  m i n .  A f t e r  2 5 8  

c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 , 0 0 0 g  f o r  1 5  m i n  a t  4 ° C ) ,  t h e  p r o t e i n  2 5 9  

c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  e s t i m a t e d .  2 6 0  

A p p r o x i m a t e l y  5 0  µ g  o f  p r o t e i n  w a s  l o a d e d  p e r  l a n e  f o r  2 6 1  

e l e c t r o p h o r e s i s .  2 6 2  

   G e l  s t r i p s  w e r e  c u t  f r o m  t h e  g e l  a f t e r  B N - P A G E ,  s t r i p s  2 6 3  

w e r e  t r a n s f e r r e d  i n d i v i d u a l l y  t o  1 5  m L  c o n i c a l  t u b e s ,  a n d  2 6 4  

5  m L  o f  r e d u c i n g  s o l u t i o n  [ 0 . 5  m L  o f  s a m p l e  r e d u c i n g  2 6 5  

a g e n t  ( 1 0 X ) ,  1  m L  o f  L D S  s a m p l e  b u f f e r  ( 4 X )  a n d  3 . 5  m L  2 6 6  

o f  H 2 O ]  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  S a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  2 6 7  

f o r  1 5  m i n  w i t h  s h a k i n g  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  t h e  2 6 8  

r e d u c i n g  s o l u t i o n  w a s  t h e n  d e c a n t e d .  T h e n  5  m L  o f  2 6 9  

a l k y l a t i n g  s o l u t i o n  [ 1  m L  o f  L D S  s a m p l e  b u f f e r  ( 4 X ) ,  2 7 0  

3 . 7 2  m L  o f  H 2 O ,  a n d  2 8  µ L  o f  D M A ]  w a s  a d d e d  t o  e a c h  2 7 1  

t u b e ,  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  2 7 2  

s h a k i n g ,  a n d  t h e n  d e c a n t e d .  T h e n  5  m L  o f  q u e n c h i n g  2 7 3  

s o l u t i o n  [ 0 . 5 0  m L  o f  s a m p l e  r e d u c i n g  a g e n t  ( 1 0 X ) ,  3  m L  2 7 4  

o f  L D S  s a m p l e  b u f f e r  ( 4 X ) ,  1  m L  o f  E t O H ,  a n d  3 . 5  m L  o f  2 7 5  
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H 2 O ]  w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e  a n d  t h e  m i x t u r e  w a s  2 7 6  

i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  q u e n c h i n g  s o l u t i o n  2 7 7  

w a s  d e c a n t e d  a n d  t h e  g e l  s t r i p s  w e r e  u s e d  f o r  2 -2 7 8  

d i m e n s i o n a l  S D S - P A G E .  2 7 9  

 2 8 0  

   C o - i m m u n o p r e c i p i t a t i o n .  S .  p o m b e  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  2 8 1  

Y E S  a n d / o r  Y E S - g l u c o s e  s t a r v e d  ( 0 . 1 %  g l u c o s e )  m e d i u m  2 8 2  

t o  m i d - l o g a r i t h m i c  p h a s e ,  t h e n  h a r v e s t e d  ( 2  x  1 0 8  c e l l s )  2 8 3  

b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  w a s h e d  o n c e  w i t h  i c e - c o l d  s t o p  2 8 4  

b u f f e r  ( 1 5 0  m M  N a C l ,  5 0  m M  N a F ,  1 0  m M  E D T A ,  a n d  1  2 8 5  

m M  N a N 3  p H  8 ) .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  l y s e d  i n  1 0 0  µ L  o f  2 8 6  

i c e - c o l d  l y s i s  b u f f e r  [ 5 0  m M  T r i s - H C l  p H 7 . 0 ,  1 5 0  m M  2 8 7  

N a C l ,  0 . 8 %  N o n i d e t - P 4 0 ,  5  m M  E D T A ,  1 0 %  g l y c e r o l ,  1  2 8 8  

m M  p h e n y l m e t h a n e s u l f o n y l  f l u o r i d e  ( P M S F ) ,  a n d  p r o t e a s e  2 8 9  

i n h i b i t o r ] .  T h e  s a m p l e s  w e r e  v o r t e x e d  v i g o r o u s l y  w i t h  0 . 5  2 9 0  

m m  d i a m e t e r  z i r c o n i a / s i l i c a  b e a d s  u s i n g  a  b e a d  2 9 1  

h o m o g e n i z e r  a t  2 , 5 0 0  r p m  f o r  3  m i n .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  2 9 2  

( 1 0 , 0 0 0 g  f o r  1 5  m i n  a t  4 ° C ) ,  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  2 9 3  

t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  e s t i m a t e d .  2 9 4  

   A n  H A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a n d  a  M y c  a n t i b o d y  w e r e  2 9 5  

u s e d  i n  t h e  i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  H A  a n d  M y c  f u s i o n  2 9 6  

p r o t e i n s ,  i n  w h i c h  1  m g  o f  e a c h  c e l l  e x t r a c t  w a s  i n c u b a t e d  2 9 7  

w i t h  1  µ g  o f  H A  a n t i b o d y  a n d  1  µ g  o f  M y c  a n t i b o d y  f o r  4  2 9 8  

h  a t  4 ° C .  T h e n  4 0  µ L  o f  p r o t e i n  A  s e p h a r o s e  b e a d s  a n d  t h e  2 9 9  

s a m e  v o l u m e  o f  p r o t e i n  G  s e p h a r o s e  b e a d s  w e r e  w a s h e d  3 0 0  

t w i c e  w i t h  0 . 5  m L  o f  l y s i s  b u f f e r .  T h e  c l e a n e d  p r o t e i n  A  3 0 1  

s e p h a r o s e  b e a d s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  H A  a n t i b o d y  m i x t u r e  3 0 2  

a n d  t h e  p r o t e i n  G  s e p h a r o s e  b e a d s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  M y c  3 0 3  
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a n t i b o d y  m i x t u r e ,  f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  r o t a t i o n  f o r  3 0 4  

4  h  a t  4 ° C .  S e p h a r o s e  b e a d s  w e r e  c o l l e c t e d  b y  3 0 5  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 , 0 0 0 g  o v e r  1 0  m i n  a t  4 ˚ C .  T h e  3 0 6  

s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  b y  a s p i r a t i o n  a n d  t h e  b e a d s  3 0 7  

w e r e  w a s h e d  6  t o  8  t i m e s  u s i n g  0 . 5  m L  l y s i s  b u f f e r  3 0 8  

i n c l u d i n g  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  a n d  P M S F .  T h e  b e a d  p e l l e t  3 0 9  

w a s  s u s p e n d e d  i n  3 0  µ L  l y s i s  b u f f e r  ( i n c l u d i n g  p r o t e a s e  3 1 0  

i n h i b i t o r  a n d  P M S F ) ,  a n d  6 0  µ L  o f  2 X  L a e m m l i  b u f f e r  ( 4 %  3 1 1  

S D S ,  2 0 %  g l y c e r o l ,  0 . 6  M  β - m e r c a p t o e t h a n o l ,  8  M  u r e a ,  3 1 2  

a n d  0 . 1 2  M  T r i s / H C l  p H  6 . 8 )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  m i x t u r e  3 1 3  

w a s  v o r t e x e d .  T h e  s u s p e n d e d  b e a d s  w e r e  b o i l e d  a t  9 5 ° C  f o r  3 1 4  

5  m i n  t o  d i s s o c i a t e  t h e  i m m u n o c o m p l e x e s  f r o m  t h e  b e a d s .  3 1 5  

A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 , 0 0 0 g  f o r  1 0  m i n  a t  4 ° C ) ,  t h e  3 1 6  

s u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  i n  a  n e w  E p p e n d o r f  t u b e  a n d  3 1 7  

u s e d  f o r  S D S - P A G E  a n d  W e s t e r n  b l o t t i n g .  3 1 8  

 3 1 9  

   F l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p y .  C e l l s  w e r e  g r o w n  i n  Y E S  3 2 0  

l i q u i d  m e d i u m  a n d  t h e n  s h i f t e d  t o  Y E S  m e d i u m  c o n t a i n i n g  3 2 1  

0 . 1 %  g l u c o s e  a t  3 0 ˚ C .  P k a 1 - G F P  w a s  o b s e r v e d  i n  l i v i n g  3 2 2  

c e l l s  u n d e r  a  B X 5 1  m i c r o s c o p e  ( O l y m p u s ,  T o k y o ) .  3 2 3  

F l u o r e s c e n c e  i m a g e s  w e r e  t a k e n  w i t h  a  d i g i t a l  c a m e r a  3 2 4  

D P 7 0  ( O l y m p u s )  c o n n e c t e d  t o  t h e  m i c r o s c o p e .   3 2 5  

 3 2 6  

R e s u l t s  3 2 7  

 3 2 8  

   S e q u e n c i n g  o f  t h e  p k a 1  l o c u s  o f  t h e  s a m 6  m u t a n t  3 2 9  

   B e c a u s e  t h e  p h e n o t y p e s  ( s u c h  a s  h y p e r - m a t i n g  a n d  K C l  3 3 0  

s e n s i t i v i t y )  o f  r e c e s s i v e  s a m  m u t a n t s  a r e  c h a r a c t e r i s t i c s  3 3 1  
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o f  p k a 1  m u t a n t s ,  w e  s e q u e n c e d  t h e  p k a 1  l o c u s  o f  t h e  3 3 2  

r e c e s s i v e  s a m  m u t a n t s .  T h e  g e n o m i c  D N A s  o f  t h e  p k a 1  3 3 3  

l o c u s  f r o m  t h e  r e c e s s i v e  s a m  m u t a n t s  w e r e  a m p l i f i e d  b y  3 3 4  

p r i m e r  s e t s  P k a 1 - F 1  a n d  P k a 1 - R 2 ,  a n d  t h e  a m p l i f i e d  3 3 5  

f r a g m e n t s  w e r e  s e q u e n c e d  d i r e c t l y  w i t h  t h e  p r i m e r s  3 3 6  

i n d i c a t e d  i n  F i g .  1 .  I n  s a m 6 ,  a  m u t a t i o n  w a s  f o u n d  a t  t h e  3 3 7  

p o s i t i o n  o f  t h e  1 , 3 8 2  n u c l e o t i d e ,  w h i c h  a l t e r e d  t h e  T G G  3 3 8  

( T r p )  c o d o n  t o  T A G  ( s t o p  c o d o n ) .  S e q u e n c i n g  o f  t h e  p k a 1  3 3 9  

l o c u s  o f  t h e  o t h e r  s a m  m u t a n t s  ( s a m 1 ,  s a m 2 ,  s a m 5 ,  s a m 7 ,  3 4 0  

a n d  s a m 8 )  w e r e  d o n e  a n d  w e  f o u n d  t h a t  e a c h  o f  t h e m  3 4 1  

c o n t a i n e d  a  s i n g l e  m u t a t i o n  o n  t h e  p k a 1  l o c u s  ( d a t a  n o t  3 4 2  

s h o w n ) ,  b u t  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  h a s  n o t  b e e n  e x p l o r e d  3 4 3  

y e t .   3 4 4  

 3 4 5  

   C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  s a m 6  m u t a n t  b y  r e p l a c e m e n t  o f  3 4 6  

p k a 1  3 4 7  

   T o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  p h e n o t y p e s  o f  t h e  s a m 6  m u t a n t  3 4 8  

w e r e  r e v e r s e d  b y  e x o g e n o u s  e x p r e s s i o n  o f  p k a 1 ,  w e  f i r s t  3 4 9  

i n t r o d u c e d  t h e  e x o g e n o u s  p k a 1  g e n e  o n  t h e  p l a s m i d  3 5 0  

p S L F 1 7 2 L - p k a 1  i n  t h e  s a m 6  m u t a n t .  O v e r e x p r e s s i o n  o f  3 5 1  

p k a 1  r e s t o r e d  t h e  p h e n o t y p e  o f  t h e  s a m 6  m u t a n t  w i t h  3 5 2  

r e s p e c t  t o  1  M  K C l  s e n s i t i v i t y  a n d  t h e  s a m  ( s k i p  s t a r v a t i o n  3 5 3  

f o r  m a t i n g )  p h e n o t y p e  ( F i g .  2  A ,  B ,  a n d  C ) .  3 5 4  

O v e r e x p r e s s i o n  o f  p k a 1  r e n d e r e d  t h e  c e l l s  t o  e l o n g a t e  a n d  3 5 5  

t o  g r o w  a s  p s e u d o h y p h a e ,  w h i c h  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  3 5 6  

p h e n o t y p e s  c a u s e d  b y  p k a 1  o v e r e x p r e s s i o n  ( F i g .  2 B ) . 3 4 )  3 5 7  

F u r t h e r m o r e ,  w e  r e p l a c e d  t h e  p k a 1  l o c u s  o f  t h e  s a m 6  3 5 8  

m u t a n t  w i t h  w i l d - t y p e  p k a 1  b y  g e n o m i c  i n t e g r a t i o n .  A s  3 5 9  

F i g . 1  
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e x p e c t e d ,  t h e  s a m 6  m u t a n t  p h e n o t y p e s  w e r e  s u p p r e s s e d  b y  3 6 0  

g e n o m i c  r e p l a c e m e n t  w i t h  w i l d - t y p e  p k a 1  ( F i g .  3  A  a n d  B ) .  3 6 1  

T o  c o n f i r m  f u r t h e r  t h a t  t h e  m u t a t i o n  i n  s a m 6  o f  t h e  p k a 1  3 6 2  

l o c u s  i s  t h e  s o l e  m u t a t i o n  t h a t  l e a d s  t o  t h e  s a m  p h e n o t y p e s ,  3 6 3  

w e  i n t r o d u c e d  t h e  p k a 1  l o c u s  ( G 1 3 8 2 A )  o f  s a m 6  m u t a n t  3 6 4  

i n t o  t h e  w i l d - t y p e  s t r a i n  b y  g e n o m i c  i n t e g r a t i o n .  3 6 5  

I n t e g r a t i o n  w a s  v e r i f i e d  b y  c o l o n y  P C R  a n d  s e q u e n c i n g .  3 6 6  

C o n s t r u c t e d  s t r a i n  D R G 1 6  ( p k a 1 - G 1 3 8 2 A )  s h o w e d  a  3 6 7  

p h e n o t y p e  i d e n t i c a l  t o  t h e  s a m 6  m u t a n t  a n d  t h e  p k a 1  3 6 8  

d e l e t i o n  m u t a n t  ( F i g .  3 A  a n d  B ) ,  i n d i c a t i n g  a  t r u n c a t e d  3 6 9  

v e r s i o n  o f  P k a 1  d u e  t o  t h e  n o n s e n s e  m u t a t i o n  a b o l i s h e d  i t s  3 7 0  

f u n c t i o n  o f  P k a 1 .  A l l  t h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  s a m 6  i s  3 7 1  

t h e  a l l e l e  o f  p k a 1 .   3 7 2  

 3 7 3  

   K C l  d i d  n o t  k i l l  c e l l s  b u t  o n l y  a t t e n u a t e d  g r o w t h  3 7 4  

   I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  t h e  p k a 1  d e l e t i o n  m u t a n t  i s  3 7 5  

s e n s i t i v e  t o  a  m e d i u m  c o n t a i n i n g  K C l , 3 5 )  b u t  i t  i s  n o t  c l e a r  3 7 6  

h o w  m u c h  K C l  a f f e c t s  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  p k a 1  m u t a n t .  W e  3 7 7  

c o m p a r e d  t h e  K C l  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  p k a 1  m u t a n t  w i t h  3 7 8  

o t h e r  m u t a n t s ,  s u c h  a s  s t y 1 ,  w h i c h  e n c o d e s  a  k e y  3 7 9  

c o m p o n e n t  o f  t h e  s t r e s s - s i g n a l i n g  p a t h w a y  a n d  i s  3 8 0  

r e s p o n s i b l e  f o r  g r o w t h  i n  h i g h  s a l t  m e d i a , 3 6 )  a n d  o f  m o c 1 ,  3 8 1  

w h i c h  i s  a l s o  r e q u i r e d  f o r  g r o w t h  u n d e r  h i g h -  s a l t  3 8 2  

c o n d i t i o n s . 3 2 )  T h e  w i l d - t y p e  a n d  t h e  m u t a n t s  c e l l s  w e r e  3 8 3  

p r e - c u l t u r e d  o n  Y E S  m e d i u m  a t  m i d - l o g  p h a s e  a n d  r e -3 8 4  

c u l t u r e d  i n  Y E S  m e d i u m  c o n t a i n i n g  1  M  K C l  f o r  7 2  h ,  a n d  3 8 5  

t h e n  s p o t t e d  o n  a  Y E S  p l a t e .  U n d e r  t h i s  p r o c e d u r e ,  c e l l s  3 8 6  

s u r v i v i n g  u n d e r  K C l  s t r e s s  s h o u l d  g r o w  o n  p l a t e s ,  b u t  3 8 7  

F i g . 2  

 

 

 

 

 

F i g . 3  
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c e l l s  d y i n g  u n d e r  K C l  s t r e s s  s h o u l d  n o t  g r o w  a f t e r  r e m o v a l  3 8 8  

o f  K C l  s t r e s s .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 0 ˚ C  f o r  7 2  h ,  t h e  s a m 6  3 8 9  

m u t a n t  a s  w e l l  a s  t h e  ∆ p k a 1  m u t a n t  s h o w e d  n o r m a l  g r o w t h  3 9 0  

o n  Y E S  p l a t e s ,  l i k e  t h e  w i l d  t y p e ,  b u t  t h e  ∆ s t y 1  m u t a n t  d i d  3 9 1  

n o t  g r o w ,  a n d  t h e  ∆m o c 1  m u t a n t  g r e w  o n l y  m o d e r a t e l y  ( F i g .  3 9 2  

4 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  s a m 6  a n d  ∆ p k a 1  m u t a n t s  r e m a i n  3 9 3  

v i a b l e  d u r i n g  e x p o s u r e  t o  h i g h  s a l t  ( 1  M  K C l  o v e r  7 2  h  o f  3 9 4  

e x p o s u r e ) ,  b u t  d o  n o t  g r o w  u n d e r  h i g h  s a l t  c o n d i t i o n s  ( F i g .  3 9 5  

2 A ) .  U n d e r  f a v o r a b l e  c o n d i t i o n s  t h e y  c o n t i n u e  t o  g r o w .  3 9 6  

T h u s ,  1  M  K C l  c o n f e r s  s e n s i t i v i t y  t o  p k a 1  c e l l s  ( F i g .  2 ) ,  3 9 7  

b u t  i t  d o e s  n o t  k i l l  t h e m  ( F i g .  4 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  3 9 8  

s i g n i f i c a n c e  a n d  m e c h a n i s m  o f  K C l  s e n s i t i v i t y  t o  p k a 1  3 9 9  

m u t a n t  i s  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  s t y 1  a n d  m o c 1  m u t a n t s .   4 0 0  

 4 0 1  

   I n  v i v o  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  P k a 1  a n d  C g s 1  i n  S .  p o m b e  4 0 2  

   I n  e u k a r y o t e s ,  g e n e r a l l y  t h e  c a t a l y t i c  s u b u n i t  ( C )  a n d  4 0 3  

t h e  r e g u l a t o r y  s u b u n i t  ( R )  o f  P K A  a s s o c i a t e ,  a n d  t h e  4 0 4  

b i n d i n g  o f  c A M P  t o  t h e  R  s u b u n i t  l e a d s  t o  d i s s o c i a t i o n  o f  4 0 5  

t h e  R - C  c o m p l e x , 1 5 )  b u t  i t  i s  n o t  k n o w n  w h e t h e r  t h e  R -  a n d  4 0 6  

C -  s u b u n i t s  o f  P K A  f r o m  S .  p o m b e  a l s o  i n t e r a c t  a t  l o w  4 0 7  

c A M P  l e v e l s .  T o  d e t e r m i n e  t h i s ,  c e l l  e x t r a c t s  w e r e  4 0 8  

p r e p a r e d  f r o m  s t r a i n  D R G 3 3  ( P k a 1 – 3 H A  C g s 1 – 1 3 M y c ) .  A  4 0 9  

M y c  a n t i b o d y  w a s  u s e d  t o  p r e c i p i t a t e  t h e  C g s 1 – 1 3 M y c  4 1 0  

p r o t e i n ,  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e s  w e r e  a n a l y z e d  b y  W e s t e r n  4 1 1  

b l o t t i n g  u s i n g  t h e  H A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .  C o n v e r s e l y ,  4 1 2  

t h e  H A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w a s  u s e d  t o  4 1 3  

i m m u n o p r e c i p i t a t e  P k a 1 – 3 H A ,  a n d  C g s 1 – 1 3 M y c  w a s  4 1 4  

d e t e c t e d  w i t h  a  M y c  a n t i b o d y .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  4 1 5  

F i g . 4  
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u n d e r  g l u c o s e  l i m i t e d  c o n d i t i o n s ,  P k a 1 - 3 H A  w a s  p r e s e n t  i n  4 1 6  

t h e  M y c  i m m u n o p r e c i p i t a t e d  s a m p l e  a n d ,  r e c i p r o c a l l y ,  t h a t  4 1 7  

C g s 1 – 1 3 M y c  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  H A  i m m u n o p r e c i p i t a t e d  4 1 8  

s a m p l e  ( F i g .  5 A ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  P k a 1  i n t e r a c t s  w i t h  C g s 1  4 1 9  

i n  v i v o ,  b u t  u n d e r  g l u c o s e - r i c h  c o n d i t i o n s  n o  i n t e r a c t i o n  4 2 0  

w a s  d e t e c t e d  b e t w e e n  P k a 1  a n d  C g s 1  ( F i g .  5 B ) ,  i n d i c a t i n g  4 2 1  

t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  R -  a n d  C -  s u b u n i t s  o f  P K A  4 2 2  

d e p e n d s  o n  g l u c o s e  c o n d i t i o n s .  4 2 3  

 4 2 4  

   P k a 1  a n d  C g s 1  f o r m e d  a  c o m p l e x  u n d e r  g l u c o s e - s t a r v e d  4 2 5  

c o n d i t i o n s  4 2 6  

   T o  t e s t  w h e t h e r  S .  p o m b e  P K A  f o r m s  a  c o m p l e x  o f  t w o  4 2 7  

m o l a r  P k a 1  a n d  t w o  m o l a r  C g s 1 ,  w e  p e r f o r m e d  B l u e  4 2 8  

N a t i v e  P A G E  t o  d e t e r m i n e  t h e  s i z e  o f  t h e  P K A  c o m p l e x .  4 2 9  

I n  t h i s  m e t h o d ,  p r o t e i n s  r e m a i n  i n  t h e i r  n a t i v e  s t a t e ,  i n  4 3 0  

c o n t r a s t  w i t h  t h e  c r o s s - l i n k e d  m e t h o d s .  C e l l  e x t r a c t s  w e r e  4 3 1  

p r e p a r e d  f r o m  s t r a i n s  D R G 2 1  ( P k a 1 - 1 3 M y c ) ,  D R G 3 1  4 3 2  

( Δ c g s 1 ,  P k a 1 - 1 3 M y c ) ,  D R G 3 2  ( C g s 1 - 1 3 M y c ) ,  a n d  D R G 3 4  4 3 3  

( Δ p k a 1 ,  C g s 1 - 1 3 M y c )  a f t e r  t h e y  w e r e  g r o w n  o n  Y E S  ( 3 %  4 3 4  

g l u c o s e )  o r  Y E S  ( 0 . 1 %  g l u c o s e )  m e d i u m .  A  c o m p l e x  o f  4 3 5  

a b o u t  2 2 0  k D a  w a s  d e t e c t e d  b y  B N - P A G E  w h e n  c e l l s  w e r e  4 3 6  

g r o w n  o n  l o w - g l u c o s e  m e d i u m .  T h e  m o l e c u l a r  m a s s  o f  t h e  4 3 7  

c o m p l e x  a s  m e a s u r e d  b y  B N - P A G E  w a s  m u c h  g r e a t e r  t h a n  4 3 8  

t h e  m o l e c u l a r  m a s s  o f  P k a 1 - 1 3 M y c  ( a b o u t  7 7 k D a )  a n d  4 3 9  

C g s 1 - 1 3 M y c  ( a b o u t  6 6 k D a )  a s  d e t e c t e d  b y  S D S - P A G E  ( F i g .  4 4 0  

6  A ,  E ,  a n d  F ) ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  P k a - C g s 1  c o m p l e x  4 4 1  

c o n t a i n s  m o r e  t h a n  1  m o l a r  o f  e a c h ,  b u t  i t  w a s  n o t  c l e a r  4 4 2  

w h e t h e r  t h e  P k a - C g s 1  c o m p l e x  c o n t a i n s  2  m o l a r  o f  e a c h .  4 4 3  

F i g . 5  
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N o  c o m p l e x  b a n d  w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  c e l l s  g r o w i n g  o n  4 4 4  

g l u c o s e - r i c h  m e d i u m ,  w h i c h  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  4 4 5  

s h o w n  i n  F i g .  5 .  C e l l s  l a c k i n g  c g s 1  o r  p k a 1  d i d  n o t  f o r m  4 4 6  

a  c o m p l e x  o n  t h e  g l u c o s e - l i m i t e d  m e d i u m  ( F i g .  6 ) .  T h e  4 4 7  

s m a l l e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  b a n d s  o b s e r v e d  i n  t h e  l a n e  o f  4 4 8  

C g s 1 - M y c  ( 0 . 1 %  G )  m a y  i n d i c a t e  t h a t  m o s t  C g s 1  e x i s t s  i n  4 4 9  

f r e e  f o r m .  T h e  p r o t e i n s ,  s e p a r a t e d  b y  B N - P A G E  i n  t h e  4 5 0  

f i r s t  d i m e n s i o n ,  w e r e  f u r t h e r  s e p a r a t e d  b y  S D S - P A G E  i n  4 5 1  

t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  d e t e c t e d  w i t h  a  4 5 2  

M y c  a n t i b o d y .  D u r i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  t h e  s e c o n d  4 5 3  

d i m e n s i o n ,  t h e  c o m p l e x  w a s  s e p a r a t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  4 5 4  

m o l e c u l a r  m a s s e s  o f  t h e  i n d i v i d u a l  s u b u n i t s ,  a n d  t h e  4 5 5  

p r o t e i n s  w e r e  d e t e c t e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g  ( F i g .  6 B ,  C ,  4 5 6  

a n d  D ) .  T h e  p r o t e i n s  f r o m  s t r a i n s  D R G 2 1  ( P k a 1 - 1 3 M y c )  4 5 7  

a n d  D R G 3 2  ( C g s 1 - 1 3 M y c )  t h a t  g r e w  u n d e r  g l u c o s e -4 5 8  

s t a r v e d  c o n d i t i o n s  h a d  s t r o n g  s i g n a l s  a n d  s e p a r a t e d  i n  a  4 5 9  

p a t t e r n  s i m i l a r  t o  t h e  c e l l s  g r o w n  u n d e r  g l u c o s e - r i c h  4 6 0  

c o n d i t i o n s  ( 3 %  g l u c o s e ) .  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  4 6 1  

C -  a n d  R -  s u b u n i t s  o f  P K A  e x i s t  a s  a  c o m p l e x  i n  g l u c o s e -4 6 2  

s t a r v e d  c e l l s  a n d  a r e  r e l e a s e d  u n d e r  g l u c o s e - r i c h  4 6 3  

c o n d i t i o n s .  4 6 4  

 4 6 5  

   T h e  P k a 1  p r o t e i n  w a s  p h o s p h o r y l a t e d  u n d e r  g l u c o s e -4 6 6  

s t a r v e d  c o n d i t i o n s  4 6 7  

   P r o t e i n  k i n a s e s  a r e  o f t e n  r e g u l a t e d  b y  p h o s p h o r y l a t i o n ,  4 6 8  

e i t h e r  i n  a n  a u t o c a t a l y t i c  w a y  o r  b y  o t h e r  k i n a s e s . 3 7 )  W e  4 6 9  

o b s e r v e d  t h a t  t h e  P k a 1  p r o t e i n  w a s  i n  a  h i g h e r  m o l e c u l a r  4 7 0  

f o r m  w h e n  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  c e l l s  g r o w i n g  o n  a  4 7 1  

F i g . 6  
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g l u c o s e - l i m i t e d  m e d i u m ,  b u t  n o t  w h e n  s a m p l e s  w e r e  4 7 2  

c o l l e c t e d  f r o m  t h e  c e l l s  g r o w i n g  o n  a  g l u c o s e - r i c h  m e d i u m  4 7 3  

( F i g .  5 A  a n d  B ) .  T h i s  l e a d  u s  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  4 7 4  

g l u c o s e  s t a r v a t i o n  i n d u c e s  a  b a n d  s h i f t  i n  t h e  P k a 1  p r o t e i n .  4 7 5  

W e  t e s t e d  t h e  e f f e c t s  o f  d i f f e r e n t  l e v e l s  o f  g l u c o s e  o n  4 7 6  

b a n d  s h i f t  i n  t h e  P k a 1  p r o t e i n  i n  t h e  Y M S M 1 0 1  ( P k a 1 -4 7 7  

G F P )  s t r a i n  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g .  T h e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  4 7 8  

0 . 1 %  g l u c o s e  h a d  a  d r a m a t i c  e f f e c t  o n  P k a 1  b a n d  s h i f t ,  4 7 9  

w h e r e a s  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g l u c o s e  f a i l e d  t o  i n d u c e  4 8 0  

a n y  c l e a r  b a n d  s h i f t  i n  P k a 1  ( F i g .  7 A ) .  T o  t e s t  f u r t h e r  t h e  4 8 1  

c o n d i t i o n s  o f  b a n d  s h i f t  i n  P k a 1 ,  t h e  s t r a i n  Y M S M 1 0 1  4 8 2  

( P k a 1 - G F P )  w a s  c u l t u r e d  i n  Y E S  ( 3 %  g l u c o s e )  t o  m i d - l o g  4 8 3  

p h a s e  ( 5  x  1 0 6 / m L ) .  T h e n  t h e  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d ,  w a s h e d  4 8 4  

w i t h  g l u c o s e - f r e e  Y E S  m e d i u m ,  a n d  f u r t h e r  i n c u b a t e d  i n  4 8 5  

t h e  s a m e  m e d i u m .  T h e y  w e r e  c o l l e c t e d  a t  t h e  i n d i c a t e d  4 8 6  

t i m e s  a n d  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d .  A s  F i g .  7 B  4 8 7  

i n d i c a t e s ,  t h e  P k a 1 - G F P  b a n d  s h i f t e d  t o  t h e  u p p e r  p o s i t i o n  4 8 8  

u n d e r  g l u c o s e - s t a r v e d  c o n d i t i o n s .  T h i s  b a n d  s h i f t  s t a r t e d  4 8 9  

a t  1  h  a f t e r  g l u c o s e  s t a r v a t i o n ,  a n d  r e a c h e d  a  s t e a d y  l e v e l  4 9 0  

a f t e r  6  h .  P h o s p h a t a s e  t r e a t m e n t  u s i n g  λ P P a s e  d o w n s h i f t e d  4 9 1  

t h e  P k a 1  b a n d ,  a n d  a  c o n c o m i t a n t  a d d i t i o n  o f  p h o s p h a t a s e  4 9 2  

i n h i b i t o r  i n h i b i t e d  b a n d  s h i f t  i n  P k a 1  ( F i g .  7 C ) .  T h e s e  4 9 3  

r e s u l t s  c l e a r l y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  P k a 1  p r o t e i n  i s  4 9 4  

p h o s p h o r y l a t e d  u n d e r  g l u c o s e - s t a r v a t i o n  c o n d i t i o n s .  W e  4 9 5  

f u r t h e r  e x a m i n e d  t h e  r e l e v a n c e  o f  t h e  R - s u b u n i t  o f  P K A  t o  4 9 6  

t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  P k a 1 .  T h e  r e s u l t s  s h o w e d  t h a t  C g s 1  4 9 7  

i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  P k a 1  ( F i g .  7 D ) .  4 9 8  

 4 9 9  F i g . 7  
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   C e l l u l a r  d y n a m i c s  o f  P k a 1 - G F P  u n d e r  g l u c o s e  5 0 0  

s t a r v a t i o n  5 0 1  

   I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  t h e  P k a 1  p r o t e i n  r e s i d e s  i n  t h e  5 0 2  

n u c l e u s  u n d e r  g l u c o s e - r i c h  c o n d i t i o n s  a n d  i s  e x p o r t e d  t o  5 0 3  

t h e  c y t o p l a s m  u n d e r  g l u c o s e - s t a r v e d  c o n d i t i o n s . 1 9 )  T h e  5 0 4  

P k a 1  p r o t e i n  w a s  i n  a  p h o s p h o r y l a t e d  f o r m  u n d e r  t h e  5 0 5  

g l u c o s e - s t a r v e d  c o n d i t i o n s  ( F i g .  7 A ) .  W e  t e s t e d  t o  5 0 6  

d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e r e  i s  a n y  r e l a t i o n s h i p  a m o n g  P k a 1  5 0 7  

p h o s p h o r y l a t i o n ,  c o m p l e x  f o r m a t i o n ,  a n d  l o c a l i z a t i o n .  T o  5 0 8  

e x a m i n e  t h e  t i m e  p o i n t  o f  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  P k a 1  p r o t e i n  5 0 9  

u n d e r  g l u c o s e  s t a r v a t i o n ,  w e  u s e d  a  s t r a i n  t h a t  c o n t a i n s  5 1 0  

t h e  P k a 1  p r o t e i n  w i t h  G F P  t a g g i n g .  T h e  P k a 1 - G F P  s t r a i n  5 1 1  

w a s  f i r s t  c u l t u r e d  o n  Y E S  m e d i u m  c o n t a i n i n g  3 %  g l u c o s e  5 1 2  

a t  e a r l y  l o g  p h a s e ,  a n d  t h e n  s h i f t e d  t o  g r o w t h  o n  Y E S  5 1 3  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  g l u c o s e .  T h e n  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e  5 1 4  

P k a 1 - G F P  p r o t e i n  w a s  o b s e r v e d  b y  d i r e c t  f l u o r e s c e n c e .  A t  5 1 5  

0  h ,  t h e  P k a 1 - G F P  p r o t e i n  w a s  f o u n d  i n  t h e  n u c l e u s .  A t  6  5 1 6  

h ,  P k a 1 - G F P  w a s  d e t e c t e d  m o s t l y  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  5 1 7  

n u c l e u s ,  a n d  a t  8  h  i t  s t a r t e d  t o  f o r m  d o t  s t r u c t u r e s .  A t  5 1 8  

2 4  h ,  t h e  P k a 1 - G F P  p r o t e i n  w a s  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  5 1 9  

t h e  c y t o p l a s m  ( F i g .  8 ) .  T h i s  o b s e r v a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  5 2 0  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  P k a 1  p r o t e i n  o c c u r s  i n  t h e  n u c l e u s ,  5 2 1  

b e c a u s e  t h e  P k a 1  p r o t e i n  w a s  f u l l y  p h o s p h o r y l a t e d  b e f o r e  5 2 2  

6  h  o f  g l u c o s e  s t a r v a t i o n ,  a t  w h i c h  t i m e  t h e  P k a 1  p r o t e i n  5 2 3  

r e m a i n e d  i n  t h e  n u c l e u s .  W e  t h e n  t e s t e d  w h e t h e r  t h e  d o t  5 2 4  

s t r u c t u r e  o b s e r v e d  a t  8 - 1 0  h  c o - l o c a l i z e d  w i t h  v a c u o l e s  o r  5 2 5  

s t r e s s  g r a n u l e s .  V a c u o l e s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  F M 4 - 6 4 ,  a n d  5 2 6  

s t r e s s  g r a n u l e s  w e r e  o b s e r v e d  b y  c o - l o c a l i z a t i o n  w i t h  5 2 7  
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P a b p - R F P . 3 8 )  T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  P k a 1  c o - l o c a l i z e d  5 2 8  

w i t h  t h e  v a c u o l e s ,  b u t  n o t  w i t h  P a b p - R F P .  5 2 9  

 5 3 0  

D i s c u s s i o n   5 3 1  

 5 3 2  

  I n  t h i s  s t u d y  w e  f o u n d  t h a t  s a m 6  w a s  a  n o n s e n s e  a l l e l e  5 3 3  

o f  p k a 1 ,  w h i c h  e n c o d e s  a  C -  s u b u n i t  o f  P K A .  A m o n g  n i n e  5 3 4  

s a m  m u t a n t s ,  t h i s  i s  t h e  s e c o n d  e x a m p l e  o f  i d e n t i f i c a t i o n  5 3 5  

o f  i t s  m u t a n t  l o c u s  n e x t  t o  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  s a m 4  a s  a  5 3 6  

r a d 2 4  a l l e l e . 2 1 )  I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  t h e  S .  p o m b e  ∆ p k a 1  5 3 7  

c e l l s  a r e  d e - r e p r e s s e d  f o r  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  e v e n  i n  5 3 8  

t h e  p r e s e n c e  o f  r i c h  n u t r i t i o n ,  a n d  t h a t  ∆ p k a 1  s p o r e s  a r e  5 3 9  

a p p a r e n t l y  i m p a i r e d  i n  g e r m i n a t i o n  a n d  o f t e n  f a i l  t o  5 4 0  

r e s u m e  v e g e t a t i v e  g r o w t h . 1 0 , 3 9 )  T h e s e  p k a 1  d e l e t i o n  5 4 1  

m u t a n t  p h e n o t y p e s  w e r e  s i m i l a r l y  o b s e r v e d  i n  s a m 6 ,  5 4 2  

w h i c h  w a s  s e l e c t e d  t o  u n d e r g o  s e x u a l  d i f f e r e n t i a t i o n  5 4 3  

u n d e r  n u t r i e n t - r i c h  c o n d i t i o n s .  W e  f o u n d  t h a t  t h e  5 4 4  

p h e n o t y p e s  o f  t h e  s a m 6  a n d  p k a 1  d e l e t i o n  m u t a n t s  w e r e  5 4 5  

i n d i s t i n g u i s h a b l e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  a  n o n s e n s e  m u t a t i o n  a t  5 4 6  

p o s i t i o n  4 6 1  a a  o f  P k a 1  a b o l i s h e d  i t s  f u n c t i o n .  B e c a u s e  5 4 7  

t h i s  m u t a t i o n  s i t e  i s  l o c a t e d  i n  t h e  k i n a s e  d o m a i n  o f  P k a 1 ,  5 4 8  

P k a 1  i s  n o t  f u n c t i o n a l  e v e n  i f  t h e  t r u n c a t e d  P k a 1  i s  5 4 9  

s y n t h e s i z e d .   5 5 0  

   I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  t h e  c A M P  p a t h w a y  i s  r e q u i r e d  5 5 1  

f o r  s u r v i v a l  o f  s a l t  s t r e s s  i n  S .  p o m b e , 3 5 )  b u t  t h e  5 5 2  

m e c h a n i s m  i s  n o t  y e t  c l e a r l y  u n d e r s t o o d .  B o t h  t h e  p k a 1  5 5 3  

d e l e t i o n  m u t a n t  a n d  a  s a m 6  m u t a n t  w e r e  s e n s i t i v e  t o  K C l .  5 5 4  

B u t  w e  f o u n d  t h a t  a  c o n d i t i o n  ( e x p o s u r e  t o  1 M  K C l  f o r  7 2  5 5 5  

F i g . 8  
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h )  t h a t  k i l l s  t h e  s t y 1  m u t a n t  d i d  n o t  k i l l  t h e  p k a 1  d e l e t i o n  5 5 6  

m u t a n t .  A p p a r e n t l y ,  s e n s i t i v i t y  t o  K C l  i s  d i f f e r e n t  i n  t h e  5 5 7  

p k a 1  d e l e t i o n  m u t a n t  t h a n  i n  t h e  s t y 1  m u t a n t .  A  5 5 8  

c o m p a r i s o n  o f  m u t a n t s  o n  a  p l a t e  c o n t a i n i n g  1  M  K C l  d i d  5 5 9  

n o t  i d e n t i f y  t h i s  d i f f e r e n c e  ( F i g .  2 A  v e r s u s  F i g .  4 ) ,  s i n c e  5 6 0  

g a i n - o f - f u n c t i o n  i n  t h e  c A M P  p a t h w a y  r e s c u e d  t h e  s a l t -5 6 1  

s e n s i t i v e  g r o w t h  d e f e c t  o f  t h e  d e l e t i o n  m u t a n t  o f  p l b 1 ,  5 6 2  

w h i c h  e n c o d e s  t h e  p h o s p h o l i p a s e  B  h o m o l o g ,  t h e  c A M P  5 6 3  

p a t h w a y  w a s  p r o p o s e d  t o  b e  a  p o t e n t i a l  t a r g e t  o f  P l b 1  i n  5 6 4  

S .  p o m b e . 3 5 )  F u r t h e r  s t u d y  o f  t h e  c o n n e c t i o n  w i t h  p l b 1  i s  5 6 5  

n e c e s s a r y  t o  u n d e r s t a n d  t h e  K C l - s e n s i t i v e  p h e n o t y p e  o f  5 6 6  

t h e  p k a 1  m u t a n t s .  5 6 7  

   C e l l s  c o n t a i n i n g  h i g h  i n t r a c e l l u l a r  c A M P  a c t i v a t e  P K A ,  5 6 8  

w h e r e a s  l o w e r  c A M P  h a s  a n  o p p o s i t e  e f f e c t  o n  c e l l s .  I n  5 6 9  

b o t h  f i s s i o n  y e a s t  a n d  b u d d i n g  y e a s t ,  t h e  l e v e l s  o f  5 7 0  

i n t r a c e l l u l a r  c A M P  a r e  h i g h  d u r i n g  m i t o t i c  g r o w t h . 7 )  5 7 1  

C o n d i t i o n s  u n f a v o r a b l e  t o  g r o w t h  i n  t h e s e  t w o  y e a s t s  l e a d  5 7 2  

t o  d o w n r e g u l a t i o n  o f  P K A ,  w h i c h  t r i g g e r s  a d a p t a t i o n  t o  5 7 3  

t h e  a d v e r s e  c o n d i t i o n s .  D i s r u p t i o n  o f  p k a 1  s l o w s  c e l l  5 7 4  

g r o w t h  b u t  i s  n o t  l e t h a l  i n  S .  p o m b e .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  a t  5 7 5  

l e a s t  o n e  o f  t h e  t h r e e  C - s u b u n i t s  o f  P K A  i s  r e q u i r e d  f o r  5 7 6  

s u r v i v a l  i n  S .  c e r e v i s i a e . 4 0 )  T h i s  d i f f e r e n c e  m a k e s  S .  5 7 7  

p o m b e  m u c h  m o r e  t r a c t a b l e  t o  f u n c t i o n a l  a n a l y s i s  o f  P K A .  5 7 8  

H e r e ,  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  i n  S .  p o m b e ,  w e  f o u n d  i n t e r a c t i o n  5 7 9  

b e t w e e n  P k a 1  a n d  C g s 1 .  T h i s  i n t e r a c t i o n  o c c u r r e d  u n d e r  5 8 0  

g l u c o s e - l i m i t e d  c o n d i t i o n s ,  b u t  n o t  u n d e r  g l u c o s e - r i c h  5 8 1  

c o n d i t i o n s .  B y  B N - P A G E ,  w e  f o u n d  t h a t  P k a 1  a n d  C g s 1  5 8 2  

f o r m e d  a  c o m p l e x  u n d e r  g l u c o s e - l i m i t e d  c o n d i t i o n s  b u t  n o  5 8 3  
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c o m p l e x  f o r m a t i o n  w a s  d e t e c t e d  u n d e r  g l u c o s e - r i c h  5 8 4  

c o n d i t i o n s .  T h e  m o l e c u l a r  s i z e  o f  t h e  P k a 1 - C g s 1  c o m p l e x  5 8 5  

c o n f i r m s  t h a t  t h e  c o m p l e x  i s  m u l t i m e r i c .  O u r  r e s u l t s  5 8 6  

c l e a r l y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  c o m p l e x  b e t w e e n  5 8 7  

P k a 1  a n d  C g s 1  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  g l u c o s e  c o n c e n t r a t i o n ,  5 8 8  

w h i c h  h a s  o n l y  b e e n  a s s u m e d  a s  a  m o d e l  i n  S .  p o m b e .  5 8 9  

   W e  f o u n d  t h a t  t h e  P k a 1  p r o t e i n  i s  p h o s p h o r y l a t e d  u n d e r  5 9 0  

g l u c o s e - s t a r v e d  c o n d i t i o n s .  V e r y  r e c e n t l y ,  i t  w a s  r e p o r t e d  5 9 1  

t h a t  c A M P  d e f i c i e n c y  a n d  o t h e r  s t r e s s e s  r e s u l t  i n  t h e  5 9 2  

p h o s p h o r y l a t i o n  o f  P k a 1  i n  S .  p o m b e . 1 4 )  T h i s  i s  c o n s i s t e n t  5 9 3  

w i t h  o u r  r e s u l t s ,  a l t h o u g h  o u r  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  o f  5 9 4  

g l u c o s e  s t a r v a t i o n  w e r e  m o r e  p h y s i o l o g i c a l  t h a n  t h e  5 9 5  

e x p e r i m e n t s  d o n e  i n  a  d e l e t i o n  m u t a n t  o f  c y r 1 .  T h e  c A M P -5 9 6  

P K A  p a t h w a y  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  a  g l u c o s e - s e n s i n g  5 9 7  

p a t h w a y  i n  S .  p o m b e ,  a n d  c A M P  i s  m a i n t a i n e d  i n  c e l l s  b y  5 9 8  

u p t a k e  o f  g l u c o s e  f r o m  t h e  e n v i r o n m e n t . 6 )  I t  w a s  c l e a r l y  5 9 9  

o b s e r v e d  i n  o u r  s t u d y  a n d  i n  o t h e r s  t h a t  l o w  g l u c o s e  i n  t h e  6 0 0  

m e d i u m  i s  a  c a u s e  o f  l o w  l e v e l s  o f  b a s a l  c A M P ,  w h i c h  6 0 1  

i n d u c e s  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  P k a 1 .  C g s 1  i s  r e q u i r e d  f o r  6 0 2  

t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  P k a 1 ,  s u g g e s t i n g  t h a t  R -  a n d  C -  6 0 3  

c o m p l e x  f o r m a t i o n  i s  i m p o r t a n t  f o r  P k a 1  p h o s p h o r y l a t i o n .   6 0 4  

   W e  a l s o  o b s e r v e d  t h a t  t h e  P k a 1  p r o t e i n  w a s  i n  t h e  6 0 5  

n u c l e u s  u n t i l  6  h  a n d  t h e n  m o v e d  t o w a r d  t h e  c y t o p l a s m .  6 0 6  

P h o s p h o r y l a t i o n  o f  t h e  P k a 1  p r o t e i n  o c c u r r e d  a t  t h e  s a m e  6 0 7  

t i m e  p o i n t ,  a n d  n o  o b v i o u s  c h a n g e  i n  b a n d  s h i f t i n g  6 0 8  

o c c u r r e d  a f t e r  6  h .  G l u c o s e  s t a r v a t i o n  a f t e r  6  h  m i g h t  b e  6 0 9  

t h e  t r a n s i t i o n  p o i n t  f o r  P k a 1  t o  m o v e  f r o m  t h e  n u c l e u s  t o  6 1 0  

t h e  c y t o p l a s m ,  b e c a u s e  a t  t h a t  t i m e  p o i n t  P k a 1  w a s  6 1 1  
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l o c a l i z e d  i n  t h e  n u c l e a r  p e r i p h e r a l  o f  m o s t  c e l l s  ( F i g .  8 ) .  6 1 2  

W e  f o u n d  t h a t  t h e  P k a 1  p r o t e i n  l o c a l i z e d  i n  t h e  v a c u o l e s  6 1 3  

w h e n  c e l l s  w e r e  s t a r v e d  f o r  6 - 1 0  h .  P k a 1  m i g h t  b e  6 1 4  

t r a n s p o r t e d  t o  t h e  v a c u o l e s ,  b e c a u s e  i t  i s  n o t  r e q u i r e d  t o  6 1 5  

b e  f u n c t i o n a l  u n d e r  g l u c o s e  s t a r v a t i o n .  I n  f a c t ,  s o m e  l o w e r  6 1 6  

m o l e c u l a r  w e i g h t  P k a 1  p r o t e i n s  w e r e  o b s e r v e d  o n  B N -6 1 7  

P A G E  u n d e r  g l u c o s e - s t a r v e d  c o n d i t i o n s  ( F i g .  6 ) ,  w h i c h  6 1 8  

m i g h t  r e f l e c t  p a r t i a l  d e g r a d a t i o n  o f  P k a 1  i n  t h e  v a c u o l e s .  6 1 9  

U n d e r  g l u c o s e - l i m i t e d  c o n d i t i o n s ,  a f t e r  2 4  h  b o t h  P K A  6 2 0  

s u b u n i t s  w e r e  d i s t r i b u t e d  i n  b o t h  c y t o p l a s m  a n d  n u c l e u s .  6 2 1  

I t  w a s  f o u n d  t h a t  i n  c e l l s  l a c k i n g  C g s 1 ,  P k a 1  b e c a m e  6 2 2  

c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  n u c l e u s  a n d  w a s  m o r e  d i f f u s e l y  p r e s e n t  6 2 3  

i n  t h e  c y t o p l a s m .  S i m i l a r l y ,  u n d e r  g l u c o s e - r i c h  c o n d i t i o n s  6 2 4  

b o t h  s u b u n i t s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  n u c l e u s ,  a n d  w e r e  6 2 5  

m o r e  d i f f u s e l y  p r e s e n t  i n  t h e  c y t o p l a s m .  T h e  n u c l e a r  6 2 6  

l o c a l i z a t i o n  o f  P k a 1  w a s  i n d e p e n d e n t  o f  C g s 1 . 1 9 )  6 2 7  

C o m b i n i n g  t h e s e  r e s u l t s  a n d  o u r s ,  t h e  P k a 1  a n d  C g s 1  6 2 8  

p r o t e i n s  r e m a i n  i n  t h e  c y t o p l a s m  a s  a  c o m p l e x  u n d e r  6 2 9  

g l u c o s e - s t a r v e d  c o n d i t i o n s ,  b u t  u n d e r  r i c h  c o n d i t i o n s ,  t h e  6 3 0  

b i n d i n g  o f  c A M P  w i t h  i t s  R - s u b u n i t  r e l e a s e  t h e  C - s u b u n i t  6 3 1  

t o  b e  i m p o r t e d  i n t o  t h e  n u c l e u s .  I n  m a m m a l i a n  c e l l s ,  i t  h a s  6 3 2  

b e e n  f o u n d  t h a t  t h e  C -  a n d  R - s u b u n i t s  r e s i d e  i n  t h e  6 3 3  

c y t o p l a s m ,  f o r m i n g  a n  i n a c t i v e  h o l o e n z y m e  c o m p l e x ,  a n d  6 3 4  

t h a t  t h e  P k a 1  p r o t e i n  i s  f u l l y  p h o s p h o r y l a t e d  w h e n  i t  6 3 5  

a s s e m b l e s  i n t o  a n  i n a c t i v e  c o m p l e x  a t  a  l o w e r  c A M P  6 3 6  

l e v e l . 1 5 , 1 8 )  A  s i m i l a r  m e c h a n i s m  i n  S .  p o m b e  i s  e n v i s a g e d  6 3 7  

b a s e d  o n  o u r  r e s u l t s .  6 3 8  

   I n  t h i s  s t u d y  w e  m o n i t o r e d  t h e  f o u r  e v e n t s  i n v o l v i n g  t h e  6 3 9  



 24 

P k a 1  p r o t e i n :  i n t e r a c t i o n  w i t h  C g s 1 ,  c o m p l e x  f o r m a t i o n  o f  6 4 0  

P k a 1  a n d  C g s 1 ,  t h e  p h o s p h o r y l a t i o n  o f  P k a 1 ,  a n d  t h e  6 4 1  

d i s t r i b u t i o n  o f  P k a 1 .  A l l  t h e s e  e v e n t s  a r e  c o n t r o l l e d  b y  6 4 2  

g l u c o s e  s t a r v a t i o n .  P h o s p h o r y l a t i o n  o f  P k a 1  o c c u r r e d  a t  6 4 3  

t h e  t i m e  o f  t h e  n u c l e a r  l o c a l i z a t i o n  o f  P k a 1 ,  a n d  t h e  P K A  6 4 4  

c o m p l e x  r e s i d e d  i n  t h e  c y t o p l a s m ,  s u g g e s t i n g  t h e  6 4 5  

p o s s i b i l i t y  t h a t  p h o s p h o r y l a t i o n  o c c u r s  i n  c e l l s  b e f o r e  6 4 6  

c o m p l e x  f o r m a t i o n ,  b u t ,  i t  i s  u n c l e a r  w h e t h e r  t h e  C -  a n d  6 4 7  

R -  s u b u n i t s  i n t e r a c t  i n  t h e  n u c l e u s  o r  o u t - s i d e  o f  t h e  6 4 8  

n u c l e u s  i n  S .  p o m b e  c e l l s .  H o w e v e r ,  u n d e r  t h e  n u t r i e n t -6 4 9  

r i c h  c o n d i t i o n s ,  b o t h  s u b u n i t s  r e m a i n  i n  t h e  n u c l e u s  a n d  6 5 0  

a r e  d i s t r i b u t e d  i n  t h e  c y t o p l a s m  u p o n  s t a r v a t i o n . 1 9 )  I t  i s  6 5 1  

n o t  c l e a r  y e t  w h i c h  e v e n t s ,  o f  p h o s p h o r y l a t i o n ,  c o m p l e x  6 5 2  

f o r m a t i o n ,  a n d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  P k a 1  o c c u r  f i r s t ,  o r  h o w  6 5 3  

t h e s e  e v e n t s  a r e  c o r r e l a t e d  w i t h  e a c h  o t h e r .  F u r t h e r  6 5 4  

a n a l y s i s  i s  n e c e s s a r y  t o  a n s w e r  t h e s e  q u e s t i o n s .  6 5 5  

 6 5 6  

A c k n o w l e d g m e n t s   6 5 7  

   T h i s  s t u d y  w a s  p a r t l y  s u p p o r t e d  b y  a  S a s a k a w a  6 5 8  

S c i e n t i f i c  R e s e a r c h  G r a n t  f r o m  T h e  J a p a n  S c i e n c e  S o c i e t y .  6 5 9  

W e  t h a n k  D r .  T .  K a i n o ,  D r .  T .  N a k a g a w a ,  a n d  D r .  Y .  6 6 0  

M a t s u o  f o r  h e l p f u l  d i s c u s s i o n  a n d  f o r  e x p e r i m e n t a l  s u p p o r t .  6 6 1  

 6 6 2  

6 6 3  
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R e f e r e n c e s  6 6 4  

1 ) K a w a m u k a i  M ,  N i p p o n  N o g e i k a g a k u  K a i s h  ( i n  J a p a n e s e ) ,  6 6 5  

7 3 ,  1 1 4 7 - 1 1 5 3  ( 1 9 9 9 ) .  6 6 6  

2 ) Y a m a m o t o  M ,  “ T h e  M o l e c u l a r  B i o l o g y  o f  6 6 7  

S a c c h a r o m y c e s  p o m b e , ”  e d .  E g e l  R ,  S p r i n g e r  V e r l a g ,  6 6 8  

B e r l i n ,  p p .  2 9 7 - 3 1 0  ( 2 0 0 4 ) .   6 6 9  

3 )  O z o e  F ,  K u r o k a w a  R ,  K o b a y a s h i  Y ,  J e o n g  H T ,  T a n a k a  6 7 0  

K ,  S e n  K ,  N a k a g a w a  T ,  M a t s u d a  H ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  6 7 1  

M o l .  C e l l .  B i o l . ,  2 2 ,  7 1 0 5 - 7 1 1 9  ( 2 0 0 2 ) .  6 7 2  

4 )  M a t s u o  T ,  O t s u b o  Y ,  U r a n o  J ,  T a m a n o i  F ,  a n d  6 7 3  

Y a m a m o t o  M ,  M o l .  C e l l .  B i o l . ,  2 7 ,  3 1 5 4 - 3 1 6 4  ( 2 0 0 7 ) .  6 7 4  

5 )  Y a m a m o t o  T G ,  C h i k a s h i g e  Y ,  O z o e  F ,  K a w a m u k a i  M ,  6 7 5  

a n d  H i r a o k a  Y ,  J .  C e l l  S c i . ,  1 1 7 ,  3 8 7 5 - 3 8 8 6  ( 2 0 0 4 ) .  6 7 6  

6 )  H o f f m a n  C S ,  B i o c h e m .  S o c .  T r a n s . ,  3 3 ,  2 5 7 - 2 6 0  ( 2 0 0 5 ) .  6 7 7  

7 )  K a w a m u k a i  M ,  F e r g u s o n  K ,  W i g l e r  M ,  a n d  Y o u n g  D ,  6 7 8  

C e l l  R e g u l . ,  2 ,  1 5 5 - 1 6 4  ( 1 9 9 1 ) .  6 7 9  

8 )  K a w a m u k a i  M ,  G e r s t  J ,  F i e l d  J ,  R i g g s  M ,  R o d g e r s  L ,  6 8 0  

W i g l e r  M ,  a n d  Y o u n g  D ,  M o l .  B i o l .  C e l l ,  3 ,  1 6 7 – 1 8 0  6 8 1  

( 1 9 9 2 ) .  6 8 2  

9 )  Z h o u  G L ,  Y a m a m o t o  T ,  O z o e  F ,  Y a n o  D ,  T a n a k a  K ,  6 8 3  

M a t s u d a  H ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  6 8 4  

B i o c h e m . ,  6 4 ,  1 4 9 – 1 5 9  ( 2 0 0 0 ) .  6 8 5  

1 0 )  M a e d a  T ,  W a t a n a b e  Y ,  K u n i t o m o  H ,  a n d  Y a m a m o t o  M ,  6 8 6  

J .  B i o l .  C h e m . ,  2 6 9 ,  9 6 3 2 - 9 6 3 7  ( 1 9 9 4 ) .  6 8 7  

1 1 )  P a u l  S K ,  O o w a t a r i  Y ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  F E B S  J . ,  6 8 8  

2 7 6 ,  5 0 7 6 - 5 0 9 3  ( 2 0 0 9 ) .  6 8 9  

1 2 )  K a w a m u k a i  M ,  B i o c h i m .  B i o p h y s .  A c t a  1 4 4 6 ,  9 3 - 1 0 1  6 9 0  

( 1 9 9 9 ) .  6 9 1  
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1 3 )  H i g u c h i  T ,  W a t a n a b e  Y ,  a n d  Y a m a m o t o  M ,  M o l .  C e l l .  6 9 2  

B i o l . ,  2 2 ,  1 - 1 1  ( 2 0 0 2 ) .  6 9 3  

1 4 )  M c I n n i s  B ,  M i t c h e l l  J ,  a n d  M a r c u s  S ,  B i o c h e m .  6 9 4  

B i o p h y s .  R e s .  C o m m u n . ,  3 9 9 ,  6 6 5 - 6 6 9  ( 2 0 1 0 ) .  6 9 5  

1 5 )  Y o n e m o t o  W ,  M c G l o n e  M L ,  G r a n t  B ,  a n d  T a y l o r  S S ,  6 9 6  

P r o t e i n  E n g . ,  1 0 ,  9 1 5 - 9 2 5  ( 1 9 9 7 ) .   6 9 7  

1 6 )  B e e n e  D L  a n d  S c o t t  J D ,  C u r r .  O p i n .  C e l l  B i o l . ,  1 9 ,  6 9 8  

1 9 2 – 1 9 8  ( 2 0 0 7 ) .  6 9 9  

1 7 )  L e v i n  L R  a n d  Z o l l e r  M J ,  M o l .  C e l l .  B i o l . ,  3 ,  1 0 6 6 -7 0 0  

1 0 7 5  ( 1 9 9 0 ) .  7 0 1  

1 8 )  P e p p e r k o k  R ,  H o t z - W a g e n b l a t t  A ,  K o n i g  N ,  G i r o d  A ,  7 0 2  

B o s s e m e y e r  D ,  a n d  K i n z e l  V ,  J .  C e l l  B i o l . ,  1 4 8 ,  7 1 5 - 7 2 6  7 0 3  

( 2 0 0 0 ) .   7 0 4  

1 9 )  M a t s u o  Y ,  M c I n n i s  B ,  a n d  M a r c u s  S ,  E u k a r y o t .  C e l l ,  7 ,  7 0 5  

1 4 5 0 – 1 4 5 9  ( 2 0 0 8 ) .  7 0 6  

2 0 )  K a t a y a m a  S ,  O z o e  F ,  K u r o k a w a  R ,  T a n a k a  K ,  N a k a g a w a  7 0 7  

T ,  M a t s u d a  H ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  7 0 8  

B i o c h e m . ,  6 0 ,  9 9 4 – 9 9 9  ( 1 9 9 6 ) .  7 0 9  

2 1 )  O o w a t a r i  Y ,  T o m a  K ,  O z o e  F ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  7 1 0  

B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  7 3 ,  1 5 9 1 – 1 5 9 8  ( 2 0 0 9 ) .  7 1 1  

2 2 )  J e o n g  H T ,  O z o e  F ,  T a n a k a  K ,  N a k a g a w a  T ,  M a t s u d a  H ,  7 1 2  

a n d  K a w a m u k a i  M ,  G e n e t i c s ,  1 6 7 ,  7 7 – 9 1  ( 2 0 0 4 ) .  7 1 3  

2 3 )  J e o n g  H T ,  O o w a t a r i  Y ,  A b e  M ,  T a n a k a  K ,  M a t s u d a  H ,  7 1 4  

a n d  K a w a m u k a i  M ,  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  6 8 ,  7 1 5  

1 6 2 1 – 1 6 2 6  ( 2 0 0 4 ) .  7 1 6  

2 4 )  T a n a b e  K ,  I t o  N ,  W a k u r i  T ,  O z o e  F ,  U m e d a  M ,  7 1 7  

K a t a y a m a  S ,  T a n a k a  K ,  M a t s u d a  H ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  7 1 8  

E u k a r y o t .  C e l l ,  2 ,  1 2 7 4 – 1 2 8 7  ( 2 0 0 3 ) .  7 1 9  
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2 5 )  T a n a b e  K ,  T a n a k a  K ,  M a t s u d a  H ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  7 2 0  

B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  6 8 ,  2 6 6 – 2 7 0  ( 2 0 0 4 ) .  7 2 1  

2 6 )  Y a k u r a  M ,  O z o e  F ,  I s h i d a  H ,  N a k a g a w a  T ,  T a n a k a  K ,  7 2 2  

M a t s u d a  H ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  G e n e t i c s ,  1 7 2 ,  8 1 1 - 8 2 5  7 2 3  

( 2 0 0 6 ) .   7 2 4  

2 7 )  A l f a  C ,  F a n t e s  P ,  H y a m s  J ,  M c L e o d  M ,  a n d  W a r b r i c k  7 2 5  

E ,  “ E x p e r i m e n t s  w i t h  f i s s i o n  Y e a s t :  A  L a b o r a t o r y  7 2 6  

C o u r s e  M a n u a l , ”  C o l d  S p r i n g  H a r b o r  L a b o r a t o r y  P r e s s ,  7 2 7  

C o l d  S p r i n g  H a r b o r ,  N Y  ( 1 9 9 3 ) .  7 2 8  

2 8 )  P r e n t i c e  H L ,  N u c l e i c  A c i d s  R e s . ,  2 0 ,  6 2 1  ( 1 9 9 2 ) .  7 2 9  

2 9 )  S a m b r o o k  J ,  F r i t s c h  E F ,  a n d  M a n i a t i s  T ,  “ M o l e c u l a r  7 3 0  

c l o n i n g ,  a  l a b o r a t o r y  m a n u a l ”  2 n d  e d n . ,  C o l d  S p r i n g  7 3 1  

H a r b o r  L a b o r a t o r y  P r e s s ,  C o l d  S p r i n g  H a r b o r ,  N . Y .  7 3 2  

( 1 9 8 9 ) .  7 3 3  

3 0 )  K r a w c h u k  M D  a n d  W a h l s  W P ,  Y e a s t ,  1 5 ,  1 4 1 9 – 1 4 2 7  7 3 4  

( 1 9 9 9 ) .  7 3 5  

3 1 )  M a t s u o  Y ,  A s a k a w a  K ,  T o d a  T ,  a n d  K a t a y a m a  S ,  7 3 6  

B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  7 0 ,  1 9 9 2 - 1 9 9 4  ( 2 0 0 6 ) .  7 3 7  

3 2 )  Y a k u r a  M ,  I s h i k u r a  Y ,  A d a c h i  Y ,  a n d  K a w a m u k a i  M ,  7 3 8  

B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m . ,  7 0 ,  1 7 4 0 - 1 7 4 9  ( 2 0 0 6 ) .  7 3 9  

3 3 )  N i j t m a n s  L G ,  H e n d e r s o n  N S ,  a n d  H o l t  I J ,  M e t h o d s ,  2 6 ,  7 4 0  

3 2 7 - 3 3 4  ( 2 0 0 2 ) .  7 4 1  

3 4 )  A m o a h - B u a h i n  E ,  B o n e  N ,  a n d  A r m s t r o n g  J ,  E u k a r y o t .  7 4 2  

C e l l ,  4 ,  1 2 8 7 - 1 2 9 7  ( 2 0 0 5 ) .  7 4 3  

3 5 )  Y a n g  P ,  D u  H ,  H o f f m a n  C S ,  a n d  M a r c u s  S ,  M o l .  G e n e t .  7 4 4  

G e n o m i c s ,  2 6 9 ,  1 1 6 – 1 2 5  ( 2 0 0 3 ) .  7 4 5  

3 6 )  D e g o l s  G ,  S h i o z a k i  K ,  a n d  R u s s e l l  P .  M o l .  C e l l .  7 4 6  

B i o l . , 1 6 ,  2 8 7 0 - 2 8 7 7  ( 1 9 9 6 ) .  7 4 7  
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3 7 )  T a y l o r  S S ,  B u e c h l e r  J A ,  a n d  Y o n e m o t o  W ,  A n n u .  R e v .  7 4 8  

B i o c h e m . ,  5 9 ,  9 7 1 - 1 0 0 5  ( 1 9 9 0 ) .  7 4 9  

3 8 )  O o w a t a r i  Y ,  J e o n g  H T ,  T a n a e  K ,  N a k a g a w a  T ,  a n d  7 5 0  

K a w a m u k a i  M ,  C u r r .  G e n e t . ,  5 7 , 1 9 1 - 2 0 0  ( 2 0 1 1 ) .  7 5 1  

3 9 )  H a t a n a k a  M  a n d  S h i m o d a  C ,  Y e a s t ,  1 8 ,  2 0 7 - 2 1 7  7 5 2  

( 2 0 0 1 ) .   7 5 3  

4 0 )  T o d a  T ,  C a m e r o n  S ,  S a s s  P ,  Z o l l e r  M ,  a n d  W i g l e r  M ,  7 5 4  

C e l l ,  5 0 , 2 7 7 - 2 8 7  ( 1 9 8 7 ) .  7 5 5  

7 5 6  
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F i g u r e  l e g e n d s .  7 5 7  

F i g .  1 .   T h e  M u t a t i o n  S i t e  o f  p k a 1  i n  t h e  s a m 6  M u t a n t .  7 5 8  

  T h e  p k a 1  g e n e  w a s  a m p l i f i e d  w i t h  p k a 1  F 1  a n d  R 2  7 5 9  

p r i m e r s .  T h e  D N A  s e q u e n c e  o f  t h e  a m p l i f i e d  p k a 1  r e g i o n  7 6 0  

w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  p r i m e r s  i n d i c a t e d  b y  a r r o w s .  A  7 6 1  

m u t a t i o n  w a s  f o u n d  a t  t h e  1 , 3 8 2  p o s i t i o n  f r o m  t h e  s t a r t  7 6 2  

c o d o n  i n  t h e  s a m 6  m u t a n t .  B y  t h i s  m u t a t i o n ,  t h e  T r p  7 6 3  

c o d o n  w a s  c h a n g e d  t o  a  s t o p  c o d o n  i n  t h e  s a m 6  m u t a n t .  7 6 4  

 7 6 5  

F i g .  2 .   S u p p r e s s i o n  o f  s a m 6  b y  p k a 1 .   7 6 6  

  A ,  T h e  H S 4 2 2  ( s a m 6 )  m u t a n t ,  w h i c h  e x p r e s s e d  p k a 1 ,  w a s  7 6 7  

g r o w n  o n  P M A U  m e d i u m .  T o  c h e c k  K C l  s e n s i t i v i t y ,  t h e  7 6 8  

i n d i c a t e d  c e l l s  w e r e  s p o t t e d  o n  P M A U  o r  P M A U  7 6 9  

c o n t a i n i n g  1  M  K C l  w i t h  a  s e r i a l  d i l u t i o n ,  a n d  w e r e  g r o w n  7 7 0  

f o r  5  d  a t  3 0 ˚ C .  B ,  T h e  m o r p h o l o g y  o f  t h e  c e l l s  w a s  7 7 1  

o b s e r v e d  i n  t h e  H S 4 2 2  ( s a m 6 )  m u t a n t ,  e x p r e s s e d  p k a 1  o r  7 7 2  

n o t .  C .  M a t i n g  e f f i c i e n c y  w a s  m e a s u r e d  b y  c u l t u r i n g  t h e  7 7 3  

i n d i c a t e d  s t r a i n s  f o r  2 4  h  i n  P M A U  m e d i u m .  T h e  c e l l s  7 7 4  

w e r e  f i x e d  w i t h  g l u t a r a l d e h y d e ,  a n d  m a t i n g  e f f i c i e n c y  7 7 5  

w a s  c a l c u l a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  “ M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s ” .  7 7 6  

 7 7 7  

F i g .  3 .  P h e n o t y p e s  o f  t h e  p k a 1  a n d  p k a 1 ( G 1 3 8 2 A )  7 7 8  

I n t e g r a t e d  S t r a i n s .  7 7 9  

  A ,  T h e  S P 8 7 0  ( w i l d  t y p e ) ,  H S 4 2 2  ( s a m 6 ) ,  J Z 6 3 3  ( ∆ p k a 1 ) ,  7 8 0  

D R G 1 0  ( p k a 1 + - 3 H A ) ,  D R G 6  ( s a m 6 - p k a 1 + - 3 H A ) ,  a n d  7 8 1  

D R G 1 6  ( p k a 1 - G 1 3 8 2 A - 3 H A )  s t r a i n s  w e r e  g r o w n  o n  Y E S  7 8 2  

a n d  Y E S  c o n t a i n i n g  1  M  K C l  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  f o r  3  d  7 8 3  

a t  3 0 ° C .  B ,  T h e  h y p e r  m a t i n g  p h e n o t y p e  o f  D R G 1 6  c e l l s  7 8 4  
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w a s  o b s e r v e d  m i c r o s c o p i c a l l y  a f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  3  d  a t  7 8 5  

3 0 ˚ C  o n  Y E S  m e d i u m .   7 8 6  

 7 8 7  

F i g .  4 .   V i a b i l i t y  o f  s a m 6  M u t a n t s  u n d e r  K C l  S t r e s s .  7 8 8  

   S P 8 7 0  ( w i l d  t y p e ) ,  H S 4 2 2  ( s a m 6 ) ,  T K 1 0 5  ( ∆ s t y 1 ) ,  M Y M 1  7 8 9  

( ∆m o c 1 ) ,  a n d  J Z 6 3 3  ( ∆ p k a 1 )  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  a t  3 0 ° C  i n  7 9 0  

Y E S  l i q u i d  m e d i u m  u n t i l  t h e y  r e a c h e d  t o  l o g  p h a s e ,  a n d  7 9 1  

t h e n  w e r e  r e - c u l t u r e d  f o r  7 2  h  o n  Y E S  m e d i u m  c o n t a i n i n g  7 9 2  

1  M  K C l  o r  n o t .  T h e y  w e r e  c o n c e n t r a t e d  t o  2  x  1 0 7  7 9 3  

c e l l s / m L ,  a n d  t h e n  d i l u t e d  s e q u e n t i a l l y  5 - f o l d .  T h e s e  c e l l s  7 9 4  

w e r e  s p o t t e d  o n  Y E S  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 0 ° C  f o r  3  d .   7 9 5  

 7 9 6  

F i g .  5 .   I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  P k a 1  a n d  C g s 1  i n  V i v o .   7 9 7  

  C e l l  e x t r a c t  w a s  p r e p a r e d  f r o m  S .  p o m b e  c e l l s  c a r r y i n g  7 9 8  

C g s 1 - 1 3 M y c ,  P k a 1 – 3 H A ,  P k a 1 – 3 H A ,  a n d  C g s 1 – 1 3 M y c ,  o r  7 9 9  

t h e  u n - t a g g e d  s t r a i n  ( t h e  w i l d  t y p e ) .  T h e  i n d i v i d u a l  c e l l  8 0 0  

e x t r a c t s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  a n  H A  a n t i b o d y  a n d  a  M y c  8 0 1  

a n t i b o d y .  P r o t e i n  A  S e p h a r o s e  b e a d s  w e r e  a d d e d  t o  t h e  8 0 2  

m i x t u r e s  t o  c o - i m m u n o p r e c i p i t a t e  P k a 1 ,  a n d  p r o t e i n  G  8 0 3  

S e p h a r o s e  b e a d s  w e r e  a d d e d  t o  c o - i m m u n o p r e c i p i t a t e  C g s 1 .  8 0 4  

T h e  c o - i m m u n o p r e c i p i t a t e s  w e r e  a n a l y z e d  b y  W e s t e r n  8 0 5  

b l o t t i n g  u s i n g  H A  a n d  M y c  a n t i b o d i e s .  A ,  I n t e r a c t i o n  o f  8 0 6  

P k a 1  a n d  C g s 1  i n  g l u c o s e - l i m i t e d  ( Y E S + 0 . 1 % G )  m e d i u m .  B ,  8 0 7  

I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  P k a 1  a n d  C g s 1  i n  g l u c o s e - r i c h  ( Y E S +  8 0 8  

3 % G )  m e d i u m .  T h e  s a m e  i m m u n o p r e c i p i t a t e d  s a m p l e s  w e r e  8 0 9  

l o a d e d  i n  p a n e l s  l  a n d  2 ,  a n d  t h e  s a m e  s a m p l e s  i n  p a n e l s  3  8 1 0  

a n d  4 .  8 1 1  

 8 1 2  
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F i g .  6 .   W e s t e r n  B l o t  A n a l y s i s  o f  P k a 1  F o l l o w e d  b y  B l u e  8 1 3  

N a t i v e  P A G E  a n d  T w o - d i m e n s i o n a l  S D S - P A G E .  8 1 4  

   A ,  C e l l s  e x t r a c t s  f r o m  S .  p o m b e  D R G 2 1  ( P k a 1 - 1 3 M y c ) ,  8 1 5  

D R G 3 2  ( C g s 1 - 1 3 M y c ) ,  D R G 3 1  ( Δ c g s 1 ;  P k a 1 - 1 3 M y c ) ,  a n d  8 1 6  

D R G 3 4  ( Δ p k a 1 ;  C g s 1 - 1 3 M y c )  g r o w i n g  o n  g l u c o s e - r i c h  8 1 7  

( l a n e s  1  a n d  2 )  o r  g l u c o s e - l i m i t e d  m e d i u m  ( l a n e s  3 ,  4 ,  5 ,  8 1 8  

a n d  6 )  w e r e  s e p a r a t e d  o n  4 %  t o  1 6 %  g e l s  b y  B N - P A G E .  8 1 9  

W e s t e r n  b l o t t i n g  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  a  M y c  a n t i b o d y  8 2 0  

( 1 / 3 , 0 0 0 ) ,  f o l l o w e d  b y  a n t i - m o u s e  I g G  ( 1 / 3 , 0 0 0 ) .  A r r o w s  8 2 1  

a n d  a r r o w h e a d s  i n d i c a t e  t h e  p o s i t i o n s  o f  t h e  P K A  c o m p l e x  8 2 2  

a n d  t h e  P k a 1  p r o t e i n  i t s e l f  r e s p e c t i v e l y .  B ,  G e l  s t r i p s  w e r e  8 2 3  

e x c i s e d  f r o m  t h e  f i r s t -  d i m e n s i o n a l  g e l ,  a n d  i n c u b a t e d  8 2 4  

w i t h  d i s s o c i a t i o n  b u f f e r s ,  a n d  p l a c e d  h o r i z o n t a l l y  o n  t o p  8 2 5  

o f  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n a l  g e l .  A r r o w h e a d  i n d i c a t e s  t h e  8 2 6  

P k a 1  p r o t e i n .  B ,  1 0 %  S D S - P A G E  w a s  t h e n  p e r f o r m e d  i n  t h e  8 2 7  

s e c o n d  d i m e n s i o n .  W h e n  t h e  g e l  s t r i p  w a s  t r e a t e d  w i t h  8 2 8  

d i s s o c i a t i o n  b u f f e r ,  t h e  p r o t e i n  c o m p l e x e s  d i s s o c i a t e d  i n t o  8 2 9  

t h e i r  c o n s t i t u e n t  p o l y p e p t i d e s ,  a n d  t h e  s u b u n i t s  o f  t h e  8 3 0  

p r o t e i n  c o m p l e x e s  s e p a r a t e d  d u r i n g  t w o - d i m e n s i o n a l  8 3 1  

e l e c t r o p h o r e s i s .  A f t e r  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  S D S - P A G E ,  8 3 2  

W e s t e r n  b l o t t i n g  o f  t h e  s t r a i n  D R G 2 1  ( P k a 1 - M y c )  g r o w i n g  8 3 3  

o n  g l u c o s e  r i c h - m e d i u m  ( Y E S  + 3 % G )  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  8 3 4  

a  M y c  a n t i b o d y  ( 1 / 3 , 0 0 0 )  a n d  s u b s e q u e n t  a n t i - m o u s e  I g G  8 3 5  

( 1 / 3 , 0 0 0 ) .  C  a n d  D ,  T w o - d i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  8 3 6  

p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  D R G 2 1  ( P k a 1 - M y c )  a n d  D R G 3 2  ( C g s 1 -8 3 7  

M y c )  s t r a i n s  g r o w i n g  u n d e r  g l u c o s e - l i m i t e d  c o n d i t i o n s .  8 3 8  

A r r o w h e a d s  i n d i c a t e  t h e  P k a 1  p r o t e i n  ( C )  a n d  t h e  C g s 1  8 3 9  

p r o t e i n  ( D ) .  E  a n d  F ,  P k a 1 - 1 3 M y c  a n d  C g s 1 - 1 3 M y c  w e r e  8 4 0  
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d e t e c t e d  b y  W e s t e r n  b l o t t i n g  w i t h  a  M y c  a n t i b o d y  8 4 1  

( 1 / 3 , 0 0 0 )  a n d  s u b s e q u e n t  a n t i - m o u s e  I g G  ( 1 / 3 , 0 0 0 )  o n  8 4 2  

S D S - P A G E  a l o n e .  N u m b e r s  t o  t h e  l e f t  i n d i c a t e  s i z e  8 4 3  

m a r k e r s  ( k D )  i n  a l l  f i g u r e s .  8 4 4  

 8 4 5  

F i g .  7 .    P k a 1  P h o s p h o r y l a t i o n  u n d e r  G l u c o s e - S t a r v e d  8 4 6  

C o n d i t i o n s .  8 4 7  

	 A ,  C e l l s  w e r e  c u l t u r e d  o n  Y E S  m e d i u m  c o n t a i n i n g  3 %  8 4 8  

g l u c o s e  a t  m i d - l o g  p h a s e ,  a n d  t h e n  s h i f t e d  t o  Y E S  m e d i u m  8 4 9  

c o n t a i n i n g  2 % ,  1 % ,  0 . 5 % ,  0 . 2 % ,  0 . 1 % ,  a n d  P M A U  m e d i u m  8 5 0  

c o n t a i n i n g  2 %  g l u c o s e .  T h e y  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  6  h ,  a n d  8 5 1  

s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  l o a d e d  o n t o  S D S - P A G E .  B .  8 5 2  

C e l l  e x t r a c t  w a s  p r e p a r e d  f r o m  c e l l s  c o n t a i n i n g  P k a 1 - G F P  8 5 3  

a t  t h e  t i m e  o f  g l u c o s e  s t a r v a t i o n  ( Y E S  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  8 5 4  

g l u c o s e ) .  T h e y  w e r e  g r o w n  a t  3 0 ° C .  S a m p l e s  w e r e  l o a d e d  8 5 5  

o n t o  S D S - P A G E ,  a n d  e p i t o p e - t a g g e d  P k a 1  p r o t e i n s  w e r e  8 5 6  

v i s u a l i z e d  b y  W e s t e r n  b l o t  d e v e l o p e d  w i t h  a n t i - G F P  8 5 7  

a n t i b o d i e s .  T u b u l i n  w a s  d e t e c t e d  w i t h  a  t u b u l i n  s p e c i f i c  8 5 8  

a n t i b o d y  ( S i g m a ,  S t .  L o u i s ,  M O )  a s  l o a d i n g  c o n t r o l .  C ,  F o r  8 5 9  

p h o s p h a t a s e  t r e a t m e n t s ,  i m m u n o p r e c i p i t a t e d  s a m p l e s  a t  6  h  8 6 0  

o f  g l u c o s e  s t a r v a t i o n  w e r e  t r e a t e d  w i t h  λ P P a s e  ( N e w  8 6 1  

E n g l a n d  B i o  L a b s ,  B e v e r l y ,  M A )  a n d  p h o s p h a t a s e  i n h i b i t o r  8 6 2  

f o r  1  h  o f  i n c u b a t i o n  a t  3 0 ° C  i n  a  w a t e r  b a t h  p r i o r  t o  S D S -8 6 3  

P A G E .  D ,  Y M S M 1 0 1  ( P k a 1 - G F P )  a n d  Y M S M 1 0 3  ( ∆ c g s 1 ,  8 6 4  

P k a 1 - G F P )  s t r a i n s  w e r e  c u l t u r e d  o n  Y E S  m e d i u m  t o  m i d -8 6 5  

l o g  p h a s e ,  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  a n d  w a s h e d  w i t h  8 6 6  

Y E S  m e d i u m  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  g l u c o s e .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  8 6 7  

r e - s u s p e n d e d  i n  Y E S  m e d i u m  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  g l u c o s e  a n d  8 6 8  
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i n c u b a t e d  a t  3 0 ° C  f o r  t h e  i n d i c a t e d  t i m e s .  8 6 9  

 8 7 0  

F i g .  8 .    C e l l u l a r  L o c a l i z a t i o n  o f  t h e  P k a 1 - G F P  P r o t e i n .  8 7 1  

 Y M 1 0 1  ( P k a 1 - G F P )  a n d  D R G 1 0 1 P  ( P k a 1 - G F P ,  P a b p - R F P )  8 7 2  

c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  Y E S  m e d i u m  a t  3 0 ° C  t o  e a r l y - l o g  8 7 3  

p h a s e  a n d  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  c e l l s  w e r e  8 7 4  

w a s h e d  t w i c e  w i t h  Y E S  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  g l u c o s e  m e d i u m  8 7 5  

a n d  r e - s u s p e n d e d  i n  Y E S  m e d i u m  c o n t a i n i n g  0 . 1 %  g l u c o s e .  8 7 6  

Y M 1 0 1  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  v a c u o l e - s t a i n i n g  d y e  F M 4 -8 7 7  

6 4  ( I n v i t r o g e n ,  C a r l s b a d ,  C A )  f o r  4 0 - 4 5  m i n  ( l e f t - h a n d  8 7 8  

p a n e l ) .  P k a 1 - F G P  a n d  P a b p - R F P  l o c a l i z a t i o n  w a s  8 7 9  

m o n i t o r e d  w i t h  a  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  ( r i g h t - h a n d  8 8 0  

p a n e l ) .  B a r ,  1 0 µM .  8 8 1  



Table 1.   S. pombe Strains Used in This Study 

Strain                                                    Genotype                                                                           Source 

 

SP870            h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18                                                                            8) 

HS422           h90 ade6.216 leu1.32 ura4-D18, sam6                                                                 20) 

JZ633           h90 ade6.216 leu1.32 ura4-D18 pka1::ura4                                                          13) 

JZ858           h90 ade6.216 leu1.32 ura4-D18 cgs1::ura4                                                           13) 

MYM1         h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18moc1:: kanMX6                                                    32) 

TK105         h90 leu1.32 ura4-D18 sty1::ura4                                                                           22)  

YMSM101  h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18 pka1-GFP(S65T)-kanMX6                                    19) 

DRG6          h90 ade6.216 leu1.32 ura4-D18 pka1:: pka1(WT)-3HA-kanMX6, sam6                 This study 

DRG10        h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18 pka1-3HA-kanMX6                                              This study 

DRG16        h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18 pka1::pka1 (G1382A)-3HA- kanMX6                   This study 

DRG21        h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18 pka1-13Myc-kanMX6                                          This study 

DRG31        h90 ade6.216 leu1.32 ura4-D18 cgs1::ura4 pka1-13Myc-kanMX6                        This study  

DRG32        h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18 cgs1-13Myc-kanMX6                                           This study 

DRG33        h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18 pka1-3HA-kanMX6 cgs1-13Myc-hphMX6            This study 

DRG34        h90 ade6.216 leu1.32 ura4-D18 pka1::ura4 cgs1-13Myc-kanMX6                        This study 

DRG101P    h90 ade6.210 leu1.32 ura4-D18 pka1-GFP(S65T)-kanMX6 pabp-mRFP-hphMX6 This study 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Table 2.   Oligonucleotide Primers Used in This Study 

Primer name                 Sequence  

Pka1-F1            5’-CTTTGAAGGACTCAGAGTCG -3’ 

Pka1-F2            5’-TAGTAGCCAAAGCAGCCATC -3’ 

Pka1-FM1        5’-GACCTTTTTGCCTCGACC-3’ 

Pka1-R1           5’-ACGAGCCAGTGCCCAATG-3’ 

Pka1-R2           5’-CATCAGAGCAGGCTAATTGC-3’ 

Pka1-RM1        5’-AGGAACATACGGAACCTC-3’ 

Pka1-F-BglII    5’-ACATTAGATCT (BglII) CATGGATACGACTGC-3’ 

Pka1-R-NotI      5’-CACGCGGCCGC (NotI) AAAAGTCCTTAAAGATAG-3’ 

Pka1-W             5’- TTGCCAAACGCGTCTCTAC-3’   

Pka1-X              5’-GGGGATCCGTCGACCTGCAGCGTACGAAAAGTCCTTAAAGATAGAAG-3’                                                               

Pka1-Y              5’- GTTTAAACGAGCTCGAATTCATCGATGCGTTGAGCAACGAATGCC-3’                      

Pka1-Z              5’- TTTGGGAGCCTGTGCTTAG-3’                          

Cgs1-W             5’- GATCGTACAAGTTTCCGTC-3’                             

Cgs1-X             5’- GGGGATCCGTCGACCTGCAGCGTACGATGCTTTAGTTGATGGAGGTG-3’ 

Cgs1-Y             5’- GTTTAAACGAGCTCGAATTCATCGATTGGTCATGCATGCATGTG-3’ 

Cgs1-Z             5’- TGCGTTACTCCAATGCCAAG-3’                           

 

Restriction enzyme sites are underlined. 

 



W.T. ---- agc tgg gac aag atc ctt act cgg aaa att gag gtt ccg tat
sam6 ---- agc tag gac aag atc ctt act cgg aaa att gag gtt ccg tat
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Figure 7, GUPTA et. al.
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