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T h e  D N A  s e q u e t ,  ce  c o d i n g  f o r  t h e  s e x u a l  i n d u c e r  g l y c o p r o t e i n  o f  V o l v o x  car ter i  a n d  i t s  N - t e r m i n a l  s i g n a l  I ~ p t i d e  w a s  p l a c e d  u n d e r  t h e  c o n t r o l  
o f  t h e  r e p r e s s i b l e  a c i d  p h o s p h a t a s e  p r o m o t e r  o f  t h e  y e a s t  S a c c h a r o m y c e s  cerev is iae  i n  a y e a s t - - E ,  coil  s h u t t l e  v e c t o r .  Y e a s t  t r a n s f o r m e d  b y  t h i s  
c o n s t r u c t  s y n t h e s i z e d  a n d  m e c r e l e d  i n t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  i n d u c e r  i n  a m o u ~ l t s  t w o  t o  t h r e e  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  h i g h e r  t h a n  

o b s e r v e d  i n  t h e  V o l v o x  s y s t e m .  

S e x u a l  i n d u c e r  ( Volvo~c carteri); H e t e r o t o g o u s  e x p r e s s i o n  (Saccharor,~yeex cerevisiae);  S e c r e t i o n  

I. I N T R O D U C T I O N  

T h e  s e x u a l  p h e r o m o n e  ( s e x u a l  i n d u c e r )  o f  t h e  m u l t i -  
c e l l u l a r  g r e e n  f l a g e l l a t e  V o l v o x  c a r t e r i  i s  a g l y c o p r o t e i n  
s y n t h e s i z e d  a n d  r e l e a s e d  b y  s p e r m  c e l l s  [1,2] .  It  is o n e  
o f  t h e  m o s t  p o t e n t  b i o l o g i c a l  e f f e c t o r  m o l e c u l e s  k n o w n  
e x h i b i t i n g  f u l l  e f f e c t i v e n e s s  a t  6 × l 0  -j7 M .  A s i n g l e  
s e x u a l  m a l e  p r o d u c e s  e n o u g h  i n d u c e r  t o  c o n v e r t  m a n y  
m i l l i o n s  o f  a s e x u a l l y  g r o w i n g  m a l e s  a n d  f e m a l e s  t o  t h e  
s e x u a l  p a t h w a y .  

O n l y  r e c e n t l y  t h e  i n d u c e r  w a s  i s o l a t e d  in a m o u n t s  
s u f f i c i e n t  f o r  o b t a i n i n g  a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  d a t a  [3] 
a n d  b o t h  t h e  g e n e  a n d  t h e  e D N A  o f  t h e  i n d u c e r  w e r e  
c l o n e d  [3 ,4] .  H o w e v e r ,  i s o l a t i o n  o f  t h e  g i y c o p r o t e i n  
f r o m  l / o l v o x  c u l t u r e s  is  s t i l l  a d i f f i c u l t  t a s k  a n d  p r o d u c e s  
a m o u n t s  h a r d l y  e x c e e d i n g  t h e  r a n g e  o f  1 0 - 1 0 0 / , t g .  T h i s  
fac t  l i m i t s  t h e  p o s s i b i l i t y  f o r  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  t h i s  
f a s c i n a t i n g  m o l e c u l e .  

I n  t h i s  p a p e r  w e  r e p o r t  t h e  h e t e r o l o g o u s  e x p r e s s i o n  
o f  t h e  i n d u c e r  e D N A  in y e a s t ,  p r o d u c i n g  a g i y c o s y l a t e d  
p o l y p e p t i d e .  T h e  v e c t o r  c o n s t r u c t  a l l o w s  t h e  s e c r e t i o n  
o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  i n d u c e r  i n t o  t h e  g r o w t h  m e d i u m .  

2.  M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
2.  i -  S t r ~ / n s  

T h e  y e a s t  s t r a i n  A H 2 2  ( a .  leu2 3, l eo2  ~t2. h i s , . s t , ,  c a n l )  w a s  u s e d  f o r  
a l l  t r a n s f o r m a t i o n  e x p e r i m e n t s  [5] .  A l l  p l a s m i d  c o n s t r u c t s  w e r e  p r o p a -  
g a t e d  i n  E. coi l  JI~! 1 0 9  [6]- 

2.2. Plagmid.~ 
e D N A  o f  t h e  ~ x u a l  i n d u c e r  w a s  s u b c l o n e d  in  p U C  8 a n d  18 [4] .  

Correspondence  addres3: M .  S u m l ~ r ,  L c h r s t u h l  B i o c h e x . f i e  ! ,  U n i v e r -  
s i t a t  R e g e n s b u r g ,  D - 8 4 0 0  R e g e n s b u r g ,  G e r m a n y .  

P l a s m i d  p A M 8 2  [7] w a s  a g e n e r o u s  g i f t  o f  A .  M i y a n o h a r a  ( O s a k ' l  
U n i v e r s i t y ) .  

2 . 3 .  E x o n u c l c a ~ c  d iges t ion  
D N A  (5 jug)  w a s  d i s s o l v e d  i n  a v o l u m e  o f 2 S  MI, c o n t a i n i n g  2 0  m M  

T r i s - H C I  ( p H  8 . 0 ) ,  1 2  m M  C a C I 2 ,  12 m M  M g C I  2. 6 0 0  m M  N a C 1  a n d  
i m M  E D T A .  A f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  B a l  31 ¢ x o n u c l e a s e  ( 0 . 0 5  U ) ,  
a l i q u o t s  w e r e  r e m o v e d  a c t o r  a p p r o p r i a t e  t i m e s  ( 1 0 0 - 2 0 0  s ) .  U n d e r  
t h e s e  c o n d i t i o n s ,  3 0 - - 1 0 0  b p  w e r e  r e m o v e d .  T h e  r e a c t i o n  w a s  t e r m i -  
n a t e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  E G T A  a n d  t r e a t m e n t  w i t h  p h e n o l .  

P r o t r u d i n g  t e r m i n i  o f  D N A  w e r e  r e m o v e d  w i t h  m u n g o b e a n  n u c l e -  
a s e :  D N A  ( 0 .  I ~ g / ~ t l )  w a s  d i s s o l v e d  i n  5 0  m M  s o d i u m  a c e t a t e  ( p H  5 . 0 ) ,  
3 0  m M  N a C : l  a n d  I m M  Z n S O ,  a n d  0 . 5  U / ~ g  DI~4A m u n g - b © a n  
n u c l e a s e  w e r e  a d d e d .  I n c u b a t i o n  w a s  a t  3 0 ° C  f o r  3 0  r a i n .  

2 . 4 .  T r a n s f o r m a t i o ~  o f  y e a s t  cells 
P r e p a r a t i o n  o f  s p b e r o p l a s t s  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  b y  O e r t e l  

a n d  G o u l i a n  [8] ,  w i t h  s o m e  m o d i f i c a t i o n s :  y e a s t  w a s  g r o w n  i n  Y E P D  
(195  y e a s t  e x t r a c t ,  295  p e p t o n e ,  295  g l u c o s e ) ,  s p h e r o p l a s t s  w e r e  c u l t i -  
v a t e d  i n  Y E P D S  (1 M s o r b i t o l  i n  a d d i t i o n )  a n d  1 0 / l g / m l  z y m o l y a s e  
10UT ( I C N )  w e r e  u s e d  i n s t e a d  o f  g l u s u l a s e .  T r a n s f o r m a t i o n  o f  t h e  
s p h e r o p l a s t s  w a s  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  b y  H i n n e n  e l  a l .  [9].  L e o  ÷ 
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  o n  295  a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  m i n i m a l  
m e d i u m  ( 0 . 6 7 9 5  y e a s t  n i t r o g e n  b a s e ,  2 %  g l u c o s e ,  1 M s o r b i t o l ,  h i -  
s t i d i n e ,  u r a c i l  a n d  a d e n i n e  ( 5 0 / J g / m l  e a c h ) ) .  

2 . 5 .  Y e a s t  ce l l  g r o w t h  a n d  induc t ion  
R e c o m b i n a n t  y e a s t  c e l l s  w e r e  g r o w n  a t  3 0 ° C  i n  Y N B G  ( D i f ¢ o )  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  h i s t i d i n e ,  a d e n i n e  a n d  u r a c i l  ( 5 0 g z g / m i  e a c h ) .  C e l l s  
w e r e  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  a d e n s i t y  o f  a p p r o x i m a t e l y  6 × 1 0  ~ 
c e l l s  p e r  m l ,  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  t h e  s a m e  v o l u m e  o f  p h o s p h a t e - f r e e  
m i n i m a l  m e d i u m  ( p e r  l i t e r :  5 g ( N H 4 } 2 S O . ,  0 . 5  g M g S O 4 ,  0 .  I g N a C I .  
0 .1  g C a C 1 2 ,  0 . 6  g K O H ,  0 . 3  g N a O H ,  I g s u c ~ i n i e  a c i d ,  2 0  g g l u c o s e ,  
5 0  m g  L - h i s t i d i n e ,  5 0  m g  u r a c i l ,  5 0  m g  a d e n i n e ,  t r a c e  e l e m e n t s  a n d  
v i t a m i n s  a 0 c o r d i n g  t o  [9]) .  G r o w t h  w a s  c o n t i n u e d  f o r  t w o  m o r e  d a y s .  

2 .6 .  Pur i f i ca t ion  o f  the  p h e r o m o n e  
Y e a s t  e l l s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  f l u i d  b y  c e n t r i f u g a t i o n .  

T h e  g r o w t h  m e d i u m  w a s  d i l u t e d  w i t h  9 v o l u m e s  o f  w a t e r .  S u b s e -  
¢ u e n t l y ,  t h e  i n d u ~ r  w a s  a d s o r b e x i  t o  S P - s c p h a d e x  a n d  p u r i f i e d  a s  
~ * r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  [3] .  

282  ~ l i s h e d  b y  Else~,ier S c i e n c e  i ~ b l i s h e r s  B .V .  
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F i g .  I .  I n s e r t i o n  o f  s e x u a l  , n d u c e r  e D N A  i n t o  e x p r e s s i o n  v e c t o r  p A M 8 2 .  P l a s m i d  p U C 8  c o n t a i n i n g  a n  i n d u c e r  e D N A  i n s e r t  ( a t  t h e  S i n a i - s i t e )  w a s  
o p e n e d  b y  E c o R l  a n d  d i g e s t e d  w i t h  B a l 3 1  e x o n u c l e a s e .  T h e  t r i m m e d  c D l ' 4 A  i n s e r t  w a s  r e m o v e d  b y  d i g e s t i o n  w i t h  S a f l  a n d  i n s e r t e d  i n t o  t h e  
S i n a i - s i t e  o f  p U C 8  b y  b l u n t - e n d  l i s a | i o n  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  m u n g - b e a n  n u c l e a s e .  T h e  d e l e t i o n  e n d  p o i n t s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  s e q u e n c e  a n a l y s i s .  
A p t a s m i d  c o n t a i n i n g  a e D N A  i n s e r t  t r i m m e d  t o  p o s i t i o n  - - 2 9  w h i c h  r e s p e c t  t o  t h e  A T G  i n i t i a l i o n  c_Jadon o f  t h e  i n d u c e r  s i g n a l  p e p t i d e  w a s  s e l e c t e d  
a n d  i s o l a t e d  b y  d i g e s t i o n  w i t h  E c o R l  a n d  S a / l .  T h e  p u r i f i e d  e D N A  w a s  t r e a t e d  w i t h  m u n g - b e a n  e x o n u c l e a s e  a n d  i n s e r t e d  i n t o  p A M 8 2  b y  b l u n t - e n d  
l i g a t i o n .  O n l y  a p o r t i o n  o f  t h e  s e q u e n c e  u p s t r e a m  t h e  X hoI*c lon ing  s i t e  o f  p A M g 2  is  s h o w n .  P o s i t i o n  - 5 0  i n d i c a t e s  t h e  d i s t a n c e  f r o m  t h e  o r i g i n a l  

P~TCi i n i t i a t i o n  c o d o n  o f  t h e  p h o s p h a t a s e  g e n e .  u s e d  t o  c o n s t r u c t  ~ x p r e s s i o n  v e c t o r  p A M 8 2 _  

3. R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  

T h e  y e a s t - E ,  coli s h u t t l e  v e c t o r  p A M 8 2  c o n t a i n s  a 
c l o n i n g  s i te  p l a c e d  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  t h e  r e p r e s s i b l e  
p r o m o t e r  o f  a c i d  p h o s p h a t a s e  f r o m  Saccharomyces ce- 
revisiae [7]. T h e  p r o m o t e r  f r a g m e n t  h a s  i t s  3 " - t e r m i n a l  
e n d  a t  p o s i t i o n  - -33 w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  i n i t i a t i o n  c o d o n  
A T G  o f  t h e  o r i g i n a l  a c i d  p h o s p h a t a s e  g e n e .  A t  t h i s  
p o s i t i o n ,  a XhoI-l inker h a d  b e e n  j o i n e d  a s  a c l o n i n g  site.  
I n  o r d e r  t o  m a t c h  t h e  r e l a t i v e  d i s t a n c e s  o f  t he  o r i g i n a l  
p h o s p h a t a s e  g e n e ,  t h e  5" n o n - c o d i n g  r e g i o n  o f  t h e  sex-  
u a l  i n d u c e r  e D N A  w a s  t r i m m e d  b y  d i g e s t i o n  w i t h  B a l 3  ! 
e x o n u c l e a s e  t o  p o s i t i o n  - -29  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  i n i t i a -  
t i o n  c o d o n  A T G  o f  t h e  s i g n a l  p e p t i d e .  T h e  c l o n i n g  
s t r a t e g y  o u t l i n e d  i n  F i g .  1 c a u s e d  t h e  i n s e r t i o n  o f  t h r e e  
a d d i t i o n a l  b a s e  p a i r s  ( C C C ,  d e r i v e d  f r o m  t h e  S i n a i - s i t e  
o f  p l a s m i d  p U C 8 )  a n d  c o n s e q u e n t l y  r e s t o r e d  t h e  o r i g i -  
n a l  p o s i t i o n i n g  f o r  t h e  i n i t i a t i o n  co<Ion  A V G .  

T h e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  p r o p a g a t e d  i n  E.  coli J M  
109 w a s  t r a n s f o r m e d  i n t o  a y e a s t  r e c i p i e n t  s t r a i n  A H 2 2  
b y  s t a n d a r d  t r a n s f o r m a t i o n  t e c h n i q u e s ,  s e l e c t i n g  f o r  
L e u "  c o l o n i e s .  T h e  L e u  + ce l l s  w e r e  g r o w n  i n  l i q u i d  m e -  
d i u m  c o n t a i n i n g  p h o s p h a t e  t o  a d e n s i t y  o f  a p p r o x i -  
m a t e l y  6 × I 0  s ce l l s  p e r  m l  a n d  c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a -  
| i o n .  C e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  p h o s p h a t e - f r e e  m e d i u m  

a n d  i n c u b a t e d  f o r  a f u r t h e r  t w o  d a y s .  A t  a p p r o p r i a t e  
t i m e s ,  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  t e s t e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  
o f  Voivox p h e r o m o n e  u s i n g  t h e  s t a n d a r d  b i o l o g i c a l  
a s s a y  [1]. M a x i m u m  i n d u c i n g  a c t i v i t y  w a s  f o u n d  a f t e r  
t w o  d a y s .  D i l u t i o n s  o f  t h e  ce l l - f r ee  c u l t u r e  m e d i u m  as  
h i g h  as  10 s 109  e x e r t e d  100% s e x u a l  i n d u c t i o n  in  t h e  
s t a n d a r d  b i o l o g i c a l  a s s a y .  T h i s  c o r r e s p o n d s  to  a p h e -  
r o m o n e  c o n c e n t r a t i o n  t w o  t o  t h r e e  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  
h i g h e r  t h a n  o b s e r v e d  in  p h e r o m o n e  p r o d u c i n g  c u l t u r e s  
o f  Volvox ( m a l e  s t r a i n  69 - 1b ) .  R e m a r k a b l y ,  t he  s i g n a l  
p e p t i d e  o f  t h e  Voh,ox g e n e  is c o r r e c t l y  r e c o g n i z e d  i n  
y e a s t  a n d  c a u s e s  s e c r e t i o n  o f  t h e  p h e r o m o n e  i n t o  t h e  
c u l t u r e  m e d i u m .  T h e r e f o r e  a p u r i f i c a t i o n  p r o t o c o l  
w o r k e d  o u t  p r e v i o u s l y  [3] u s i n g  Volvox c u l t u r e  f l u i d s  as 
t h e  s t a r t i n g  m a t e r i a l  c o u l d  b e  a p p l i e d  w i t h  o n l y  m i n o r  
m o d i f i c a t i o n s  ( s ~ t i o n  2). 

O n  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  gels ,  t h e  s e x u a l  p h e r o m o n e  
i s o l a t e d  f r o m  Volvox c u l t u r e  f l u i d s  e x h i b i t s  a p a t t e r n  o f  
3 o r  m o r e  b a n d s  w i t h  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  m a s s e s  
a r o u n d  31 k D a  ( F i g .  2, l a n e  1). S i n c e  t h e  p h e r o m o n e  is 
a g l y c o p r o t e i n ,  d i f f e r e n t  d e g r e e s  o f  g l y c o s y l a t i o n  c a u s e  
t h i s  a p p a r e n t  h e t e r o g e n e i t y .  A f t e r  c h e m i c a l  d e g l y c o s y -  
l a t i o n  w i t h  a n h y d r o u s  H F ,  t h e  i n d u c e r  c o n s i s t s  o f  a 
s i n g l e  p o l ~ t i d e  c h a i n  w i t h  a n  M ,  o f  25 k D a  ( F i g .  2, 
l a n e  3). T h e  p h e r o m o n e  p r o d u c e d  i n  y e a s t  m i g r a t e s  
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Fig .  2. C o m p a r i s o n  b~ S D ~ - p o l y a e r y l a m i d e  gel e l e c l r o p h o r e s i s  oi" 
s e x u a l  i n d u c e r  p r o d u ,  ed in l ' o l v o _ v  a n d  yeas t .  L a n e  1, a u t h e n t i c  l / o h ' o _ x  - 

i nduce r :  l ane  2, indu,  rer s y n t h e s i z e d  in yeas t :  l ane  3 a n d  4, a s  I a n d  
2. a f t e r  c h e m i c a l  deg l  ¢cosy la t ion  w i t h  a n h y d r o u s  H F :  l a n e  5. mol_wt .  

s t a n d a r d .  

s i g n i f i c a n t l y  s l o w e r  o n  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  gels  ( F i g .  2, 
l a n e  2) c o r r e s p o n d i n g  t o  a n  M ,  o f  36 k D a .  H o w e v e r ,  
a f t e r  d e g l y c o s y l a t ; o n ,  t h e  p o l y p e p t i d e s  p r o d u c e d  in  I1ol- 
vox  a n d  y e a s t  a r e  i n d i s t i n g u i s h a b l e  w i t h  r e s p e c t  t o  M r  
( F i g .  2, l a n e s  3 a n d  4). It is wel l  d o c u m e n t e d  t h a t  t he  
N - g l y c o s y l a t i o n  s y s t e m  in y e a s t  a d d s  5 0 - 1 5 0  m a n n o s e  

r e s i d u e s  t o  t he  c o r e  s a c c h a r i d e  s t r u c t u r e  [10]. M o s t  
p r o b a b l y  t h i s  f ac t  e x p l a i n s  t h e  d i f f e r e n c e  in  t h e  g , ,  s i n c e  
V o l v o x  l a c k s  t h i s  e l o n g a t i o n  s y s t e m  [11]. 

T h e  e f f i c i en t  e x p r e s s i o n  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  p h e r o -  
m o n e  in  y e a s t  a l l o w s  t h e  V , - o d u c t i o n  o f  t h i s  m o l e c u l e  in  
a m o u n t s  s u f f i c i e n t  f o r  m o s t  s t r u c t u r a l  s t u d i e s .  F u r t h e r -  
m o r e ,  al l  t h e  t e c h n i q u e s  o f  s i t e - d i r e c t e d  m u t a g e n e s i s  a r e  
n o w  a p p l i c a b l e  f o r  f u n c t i o n a l  s t u d i e s .  

. 4 c k n o w l e d g e m e n t . "  T h i s  w o r k  w a s  s u p p o r t e d  by  t h e  D e u t s c h e  
F o r s c h u n g s g e m e i n s c h a f l  ( S F B  43)_ 
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