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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Hefe Saccharomyces cerevisiae

Die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae aus der Familie der Saccharomy-
cetaceae wird phylogenetisch der Ordnung der Ascomycetes (Schlauchpilze)
zugeordnet. Diese werden mit den Basidiomyceten zu den hodheren Pilzen zu-
sammengefasst.

Die natirlichen Habitate von Hefen sind aquatische und feuchte Standorte, dar-
unter auch Pflanzensafte und Tiergewebe; S. cerevisiae zum Beispiel kommt in
der Natur auf Friichten und im Boden vor.

Die Mehrzahl der Hefen reproduzieren sich asexuell durch einfache Zellteilung
oder durch das Abschniren einer Knospe von der Mutterzelle.

Diploide Hefezellen kdnnen unter bestimmten Bedingungen, wie zum Beispiel
Nahrstoffmangel, sporulieren, wobei sie einen Ascus mit vier haploiden
Ascosporen ausbilden. Bei diesen Sporen unterscheidet man zwischen den
beiden Paarungstypen a und o. Nur zwei Haplonten unterschiedlichen
Paarungstyps kdnnen wieder zu einer diploiden Zelle verschmelzen.

Als Energiequelle nutzt S. cerevisiae bevorzugt Glukose, die tUber die Glykolyse
zu Pyruvat verstoffwechselt wird. Unter anaeroben Bedingungen wird das ent-
standene Pyruvat zu Ethanol vergoren. Unter aeroben Bedingungen wird
dieses, wie auch Laktat, Ethanol und Glyzerin, mit Hilfe der Atmung in den Mito-
chondrien weiter verwertet. Als alternative Energiequellen zu Glukose kénnen
auch Galaktose, Sukrose und Maltose dienen. Dies ist jedoch nur in Zellen mit
intakten Mitochondrien (,grande®) moglich; nicht in Zellen, in denen Teile oder
das gesamte mitochondriale Genom verloren gingen (,petite”).

Aufgrund der leichten Kultivierbarkeit und Handhabung, wie z.B. der kurzen
Verdopplungszeit von ca. 90 Minuten, ist der einzellige Hefepilz S. cerevisiae
zum Modellorganismus fur molekulargenetische Untersuchungen an Eu-
karyoten geworden. Zudem ist er wohl einer der genetisch und biochemisch
bestuntersuchtesten Organismen. Ein weiterer Vorteil besteht in dem Vorliegen

der kompletten Sequenz des Genoms, welches mit 1,3-10 Basenpaaren (bp),
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verteilt auf 16 linearen Chromosomen mit einer GréR3e von jeweils ca. 200 bis

2200 kbp, nur etwa das 3fache von E. coli ausmacht.

1.2 DNA-Alkylierung

Eine Alkylierung der DNA kann ,spontan“ erfolgen oder durch alkylierende
Chemikalien. Die ,spontane” Alkylierung von DNA-Nukleotiden erfolgt am h&u-
figsten durch eine nicht-enzymatische Ubertragung von Methyl-Gruppen aus
S-Adenosyl-L-methionin, dem Cofaktor vieler normaler Methylierungsreaktionen
in der Zelle. Alkylierende Chemikalien hingegen sind Mutagene, die teilweise
erst nach ihrer Aktivierung, als reaktive Stoffwechselprodukte, DNA-Schaden
hervorrufen. Hierzu gehéren Alkyl-Sulfate wie z.B. Dimethylsulfat,
Methylmethansulfonat und Ethylmethansulfonat, sowie N-nitroso-Verbindungen
wie z.B. Dimethylnitrosamin, N-Methyl-N-nitrosoharnstoff und N-Methyl-N’-nitro-
N-nitrosoguanidin (MNNG) (Abb. 1.1).

N/
C-N
[N
NH NO.

Abbildung 1.1: MNNG, ein DNA-alkylierendes Mutagen.

Veranderungen der DNA-Nukleotide erfolgen an allen Positionen, die einer
chemischen Methylierung oder Ethylierung zuganglich sind. Zu den haufigsten
Reaktionsprodukten zahlen 7-Alkylguanin und 3-Alkyladenin.

Neben der ,error-free repair* wird zwischen zwei Konsequenzen der DNA-AIlky-
lierung unterschieden: der direkten und der indirekten Mutagenese. Direkte
Mutationen entstehen durch verdnderte Paarungseigenschaften methylierter
Nukleotide. Die Modifikation von Guanin zu O°-Methylguanin erméglicht die
Basenpaarung mit Thymin, wobei die Methylierung von Thymin zu
O*-Methylthymin die Basenpaarung mit Guanin erméglicht. Einen wichtigen
Anteil bei der Reparatur dieser Mutationen spielt die O°-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase, welche nicht nur die Methyl-Gruppe von alkylierten Guanin-

Resten, sondern auch von alkylierten Thymin-Resten und von alkylierten Phos-



Einleitung 3

phaten entfernt. Hierbei wird die Methyl-Gruppe auf das Enzym Ubertragen,
welches dadurch inaktiviert, und die Base somit wieder hergestellt wird. In-
direkte Mutationen kdnnen sich im Zuge von Reparaturprozessen nach Alky-
lierung eines Nukleotids ausbilden. Dies geschieht etwa durch die Erkennung
des alkylierten Nukleotids als DNA-fremd durch die DNA-Glykosylase und das
nachfolgende Ausschwenken des Nukleotids aus dem Verband der Doppelhelix
und das Losen der glykosidischen Bindung. Als Ergebnis entsteht eine Apurin-
oder Apyrimidin-Stelle (AP-Stelle). Wird diese nicht schnell genug repariert,
kann es bei der Replikation zum Uberspringen der AP-Stelle und somit zur De-
letion eines Nukleotids im synthetisierten Strang fiuhren. Kommt es jedoch zum
Einbau eines Nukleotids gegeniber einer AP-Stelle wird vermehrt ein Adenin-
Nukleotid herangezogen, was zur Transition eines GC- zu einem AT-Basenpaar
fuhren kann (Knippers, 2001).

Die Aktivierung von MNNG zu einem reaktiven Stoffwechselprodukt erfolgt
durch die Reaktion mit einer Thiolgruppe, wie sie in der Zelle z.B. als freies
Cystein oder in gebundener Form als Glutathion (GSH) vorkommt. Hierbei wird
durch einen nukleophilen Angriff der Thiolgruppe am MNNG die Freisetzung der
Methylgruppe bewirkt, welche ihrerseits nukleophil die Nukleotide der DNA an-
greift (Sissmuth und Lingens, 1969; Lawley und Thatcher, 1970).

Es sind verschiedene Mechanismen denkbar, die zu einer Hyperresistenz
gegen MNNG fuhren kdénnen: eine verringerte Aktivierung des MNNGs, die ver-
starkte Reparatur methylierter DNA, sowie ein vermehrter Export des Mutagens
bzw. eine verbesserte Entgiftung der Zelle. Diese Mechanismen kdnnen sowohl
durch Mutationen, als auch durch die Uberexpression bestimmter Gene erzielt
werden.

In S. cerevisiae sind einige Mutationen bekannt, die eine Hyperresistenz gegen
MNNG auslésen. So fuhrt die Senkung der Glutathionkonzentration in der Zelle
zu einer Hyperresistenz gegen MNNG aufgrund der verminderten Aktivierung
des Mutagens (Mohn et al., 1983; Kistler et al., 1986). Die Senkung der GSH-
Konzentration geht auf den Ausfall des GSH1-Gens zuriick, welches die
y-Glutamylcystein-Synthetase kodiert. Dieses Enzym katalysiert den ersten von
zwei Schritten, die zur Synthese von GSH notig sind. Da das hierbei ent-
stehende Zwischenprodukt y-Glutamylcystein bereits die Fahigkeit besitzt,

MNNG zu aktivieren, bewirkt ein Ausfall des zweiten Gens des GSH-Synthese-
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Weges, GSH2, keine Hyperresistenz gegen MNNG (Meister und Anderson,
1983).

Durch Mutagenese eines gshl4-Stammes konnten zwei Klone isoliert werden,
die eine noch groRRere Resistenz gegen MNNG aufwiesen, als bereits der Aus-
gangsstamm zeigte. Da zum Zeitpunkt dieses Versuchs nur eine Mutation
(gsh14) bekannt war, die zu einer verstarkten Resistenz gegen MNNG flhrte
und die Mutagenese eines Wildtyps nur zur Isolation von gsh1l-Mutanten flhrte,
wurde eine gshl4-Mutante als Ausgangspunkt fir die Mutagenese verwendet,
die der Suche seltener Mutationen diente, welche zu einer Hyperresistenz
gegen MNNG fuhrten. Bezeichnet wurden die entsprechenden Mutationen mit
rngl-1 und rng2-1 (,resistance to nitrosoguanidine). Die eine Mutation (rng1-1)
erwies sich als semi-dominant wohingegen die andere Mutation (rng2-2) als
dominant bestimmt wurde. Zudem wurden einige Sensibilititen der Mutanten
entdeckt: eine Lithium- und eine Cadmium-Sensibilitdt beider Mutanten, sowie
eine zusatzliche Temperatur- (37°C), Wasserstoffperoxid- und Nystatin-
Sensibilitat der rngl-1-Mutante (Aljazzar, 2002).

Die DNA-Photolyase bindet und repariert Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere, welche
durch ultraviolettes Licht induziert werden. Zusatzlich bindet sie in S. cerevisiae
an die DNA, die z.B. durch MNNG beschéadigt wurde. Mutationen im PHR1-
Gen, welches die DNA-Photolyase kodiert, fihren zu einer Resistenz gegen
MNNG. D.h. die Bindung der DNA-Photolyase an die DNA, die durch ultra-
violettes Licht geschadigt wurde, unterstitzt das Uberleben der Zelle. Die Bin-
dung an die DNA, die durch MNNG geschadigt wurde, schadet dieser hin-
gegen. Vermutlich lasst sich dies durch das Verhindern der Anbindung des
Nukleotid-Exzisions-Reparatursystems an die entsprechende, durch MNNG
geschadigte Stelle der DNA erklaren (Fox et al., 1994).

Das dem Mismatch-Reparatur-System angehdrende MutS-Protein besitzt in
S. cerevisiae funf kernkodierte Homologe: MSH2, 3 und 6, welche an der Mis-
match-Reparatur vegetativer und meiotischer Zellen beteiligt sind, und MSH4
und 5, die zur erleichterten Ausbildung von Crossovern homologer Bereiche
wahrend der Meiose dienen, jedoch keine Funktion bei der Mismatch-Reparatur
vegetativer oder meiotischer Zellen ausiben (Pochart et al., 1997). Eine
mutierte Form des MSH5-Gens (msh5-14) ist jedoch vermutlich féahig, die
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Mutation von Guanin zu O°®-Methylguanin zu reparieren, was zur Auspragung
einer MNNG-Resistenz fuhrt (Bawa und Xiao, 1997).

Zudem sind weitere Gene bekannt, die bei ihrer Uberexpression zu einer
Hyperresistenz gegen MNNG in S. cerevisiae fihren.

Die Uberexpression des SNQ3/YAP1-Gens fiihrt neben einer Hyperresistenz
gegen MNNG auch zu Hyperresistenzen gegen 4-Nitroquinolin-N-oxid, Treni-
mon, Cycloheximid und Sulfometuron Methyl (Hertle et al., 1991). Als
Transkriptions-Aktivator fir Gene, die in allgemeine oder spezielle Entgiftungs-
vorgange eingebunden sind, kdnnen folgende Mechanismen die Hyperresistenz
gegen MNNG erklaren: (1) eine verstarkte Entgiftung durch die Anregung des
MNNG-Exports, oder (2) die Anregung der DNA-Reparatur. Die erhbhte GSH-
Synthese bei der Uberexpression von SNQ3/YAP1 schlieRRt eine verringerte
MNNG-Aktivierung durch GSH aus (Grey und Brendel, 1994).

Eine Hyperresistenz gegen MNNG, die vermutlich auf den vermehrten Export
des Mutagens zuriickgeht, liegt bei Uberexpression von SNG1 (,sensitivity to
nitrosoguanidine”) vor. Das durch SNG1 kodierte Protein besitzt sieben po-
tentielle Membran-durchspannende Doméanen, was vermuten lasst, dass es
sich hierbei um ein Membran-gebundenes Protein handelt. Die Uberexpression
von SNG1 fuhrt in S. cerevisiae, ohne Beeinflussung von GSH-Gehalt und
DNA-Reparatur, zu einer Hyperresistenz gegen MNNG (Grey et al., 1995).
Zusatzlich zu Mutationen in S. cerevisiae ist auch eine Veranderung in einem
menschlichen Gen bekannt, die zu einer Hyperresistenz gegen MNNG fuhren
kann. Ein dem menschlichen lamp-2-Gen, welches ein lysosomales Membran-
protein kodiert, partiell identisches humanes Gen, erzeugt in CHO-Zellen eine
Resistenz gegen die alkylierenden Mutagene MNNG und N-Methyl-N-nitroso-
harnstoff. Die Expression der menschlichen cDNA wird jedoch nicht durch eine
MNNG-Behandlung induziert und fihrt ebenso wenig zu einer verstarkten DNA-
Reparatur (Fritz et al., 1993).
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1.3 Glutathion-Auxotrophie und die Fahigkeit, ohne

Glutathion zu leben

Das Tripeptid Glutathion (y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin), bestehend aus den drei
Aminosauren Glutamat, Cystein und Glycin, spielt direkt oder indirekt eine
wesentliche Rolle bei der Synthese von Proteinen und DNA, bei Transportvor-
gangen, bei Enzym-Aktivitaten, bei Stoffwechsel- und bei Entgiftungsprozessen.
Die hochreaktive Thiol-Gruppe, das sehr niedrige Redox-Potential von ca. —240
bis —250 mV und die hohe intrazellulare Konzentration von bis zu 10 mM
machen es zu einem zellularen Redox-Puffer. An der intrazellularen Synthese
von GSH sind zwei aufeinanderfolgende Reaktionen beteiligt. Die y-Glutamyl-
cystein-Synthetase, kodiert durch GSH1, synthetisiert unter ATP-Verbrauch

folgende Kondensation:
Glutamat + Cystein + ATP — y-Glutamyl-Cystein + ADP +P;.

Im zweiten Schritt der GSH-Synthese kommt es, wiederum unter ATP-
Verbrauch, zu folgender Umsetzung durch die Glutathion-Synthetase, kodiert
durch GSH2 (Meister und Anderson, 1983):

y-Glutamyl-Cystein + Glycin+ ATP — GSH + ADP + P;.

Die Disruption des GSH1-Gens verhindert die Bildung des Dipeptids
y-Glutamyl-Cystein und fuhrt zur Auspragung einer GSH-Auxotrophie. Da die
Aufnahme von GSH in die Zelle kein Problem darstellt, kann diese Auxotrophie
durch Zugabe von GSH supplementiert werden (Grant et al., 1996). Bleibt die
Gabe von GSH aus, wird der apoptotische Zelltod eingeleitet (Madeo et al.,
1999). Zudem fuhrt eine Disruption von GSH1 zu einer Sensibilisierung von
S. cerevisiae gegen Wasserstoffperoxid und Cadmium (Stephen und Jamieson,
1996), sowie gegen tert-Butylhydroperoxid (Grant et al., 1996). Zuséatzlich zeigt
sich eine erhohte Resistenz gegen MNNG (siehe 1.2 ,DNA Alkylierung®).

Der Austausch einer einzelnen Base im PRO2-Gen, dem zweiten Gen des
Prolin-Biosynthese-Stoffwechselweges, ermdglicht einer gshlA4-Mutante das
Leben ohne Gabe von GSH. Die mutierte Form der y-Glutamylphosphat-Re-
duktase, kodiert durch PROZ2, fihrt tber einen noch unbekannten Weg zur

Synthese geringster Mengen an GSH und stellt den wohl einzigen Suppressor
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fur die GSH-Auxotrophie in Hefe dar (Spector et al., 2001). Eine gshl-41,;
pro2-1-Doppelmutante zeigt ein stark verlangsamtes Wachstum ohne GSH und

keinerlei Wachstum ohne die Gabe von Methionin, sowie eine erhdhte

Sensibilitat gegen Cadmium (Schmidt, 19971).

1.4 Zielsetzung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Klonierung des RNG1-Gens mittels einer
auf dem ,single copy“-Plasmid YCp50 basierenden Genbank. Eine Klonierung
von RNG2 konnte aufgrund der Dominanz der entsprechenden Mutation
(rng2-1) nicht durch Zuhilfenahme einer Genbank erfolgen.

Daneben wurde zur naheren Charakterisierung von SNG1 eine Uberlebens-
kurve verschiedener Stamme, die das Gen SNGL1 als Passagier auf dem ,multi
copy”“ Vektor YEp24 enthielten, unter Einwirkung von MNNG angefertigt.
Weitere Ziele dieser Arbeit lagen in der Untersuchung der Cadmium-
Sensibilitaten einer lwgl-1- (bzw. pro2-) Mutante und einer gshl4; lwgl-1-
Doppelmutante.

Aul3erdem sollte der mogliche Zusammenhang mit der, in einer gshl4; lwgl-1-

Doppelmutante vorgefundenen Methionin-Auxotrophie, Gberprift werden.

Die in dieser Dissertation beschriebene Mutation lwgl-1 (living whithout glutathione) wurde
als ein Allel von pro2 identifiziert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Puffer und Lésungen

Ampicillin-Stammldsung

25 mg Ampicillin in 1 ml destilliertem Wasser l6sen, sterilfiltrieren und bei —20°C

aufbewahren

Calcofluor white“-L6sung (CCW)

5 mM in destilliertem Wasser, bei 4°C aufbewahren

CdCl,-L6sung

1 bzw. 3 mg/ml in destilliertem Wasser

.Congo red“-Lésung

2,4 mg/ml in destilliertem Wasser, bei 4°C aufbewahren

CTAB-LAsung (Cethyl-Trimethyl-Ammoniumbromid)

5% (w/v) CTAB in destilliertem Wasser l6sen, sterilfiltrieren und bei 30°C auf-

bewahren

EDTA-Stammldsung (Di-Natrium-Ethylendiamintetraacetat)
18,61 g EDTA-2H,0O mit destilliertem Wasser auf 100 ml auffullen, mit NaOH

auf pH 8,0 einstellen

Ethanol

70% in destilliertem Wasser

Ethidiumbromid-Stammldsung

10 mg Ethidiumbromid pro 1 ml destilliertem Wasser I6sen, dunkel aufbewahren

Glutathion-Stammldsung (GSH)

200 mg reduziertes Glutathion mit destilliertem Wasser auf 100 ml auffillen,

sterilfiltrieren
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Glycerin-Losung (10%)

100 ml Glycerin mit 900 ml destilliertem Wasser auffiillen, autoklavieren

Hefe-Puffer
3,559 KH.PO4
7,275¢ Na,HPO,

mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auffillen, autoklavieren

HEPES-Puffer
1 M, pH 7,3 in destilliertem Wasser, sterilfiltrieren

IPTG-LOsung
0,8 M in destilliertem Wasser, sterilfiltrieren, bei 4°C aufbewahren

Ladepuffer fir Agarosegele (6x)
0,25% Bromphenolblau
30% Glycerin

in destilliertem Wasser

Lithium Acetat

100 mM bzw. 1 M in destilliertemm Wasser

Lysozym-LOsung

25 mg Lysozym in 1 ml destilliertem Wasser l6sen, sterilfiltrieren und bei —20°C

aufbewahren

Menadion-L&sung

5 mg/ml in destilliertem Wasser, bei 4°C aufbewahren

MNNG-LOsung (N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin)
0,68 M in Aceton, bei —20°C aufbewahren

NaCl-Lésung
1,2 M Natriumchlorid in destilliertem Wasser, autoklavieren

PEG
PEGuo00 40%-|g in 1 M LiAc
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Phosphatpuffer-Saline (PPS)

749 Na,HPO4:2H,0
3 g KH>PO,4
49 NaCl

mit destilliertem Wasser auf 1 Liter auffiillen, autoklavieren

RNase A-Ldsung

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
15 mM NacCl

10 mg/ml RNase A

aufkochen, sterilfiltrieren, bei —20°C aufbewahren

Sorbitol-L6sung

1 M Sorbitol in destilliertem Wasser, autoklavieren

STET-Puffer

8% (w/v) Saccharose

50 mM EDTA

50 mM Tris-HCI, pH 8,0

Nach dem Autoklavieren erfolgte die Zugabe von 0,1% (v/v) Triton X-100.

TBE-Puffer (10x)
180 mM Tris-HCI, pH 8,0

180 mM Borsaure

4 mM EDTA
TE-Puffer

10 mM Tris-HCI, pH 7,5
1mM EDTA, pH 8,0

tert-Butylhydroperoxid-Losung (t-BOOH)

0,7% in destilliertem Wasser

Tris-HCI
60,559 Tris
460 ml destilliertes Wasser

mit HCI auf pH 7,5 einstellen und mit destilliertem Wasser auf 500 ml aufftillen



Material und Methoden 11

X-Gal-Ldsung (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-R-D-Galactopyranosid)
1 mg X-Gal in 100 pl N,N-Dimethylformamid (DMF), bei —20°C aufbewahren

2.1.2 Hefe- und Bakteriennahrmedien

Zur Kultivierung von S. cerevisiae und E. coli auf festen Nahrbéden wurden fol-
gende Medien, nach Sterilisation durch Autoklavieren, verwendet. Bei der Her-

stellung von Flussigmedien wurde kein Agar zugegeben.

Hefe-Vollmedium (YEPD)

209 Bacto-Pepton
209 Glukose

16 g Agar

59 Hefe-Extrakt

mit demineralisiertem Wasser auf 1 | auffillen

Synthetisches Vollmedium fiir Hefe (SynCo)

209 Glukose

169 Agar

59 Ammoniumsulfat

3,49 Yeast Nitrogen Base (ohne Aminosauren und Stickstoffquelle)

mit demineralisiertem Wasser auf 986,5 ml auffullen, Zugabe von 3,5 ml
1 N NaOH, nach dem Autoklavieren werden 10 ml der Aminoséure- und Basen-
Stammldsung und fur GSH-auxotrophe Stamme zusatzlich 10 ml der GSH-

Stammldsung zugegeben
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Aminoséure- und Basen-Stammldsung
400 mg Adenin

400 mg L-Arginin

400 mg L-Histidin

600 mg L-Leucin

600 mg L-Lysin

400 mg DL-Methionin

400 mg L-Tryptophan

400 mg Uracil

mit demineralisiertem Wasser auf 200 ml auffillen und sterilfiltrieren, in

Selektionsmedien entfallt die entsprechende Aminosaure bzw. Base, z.B.
~SynCo-ura“: Medium ohne Uracil

Prasporulationsmedium fiir Hefe (PSM)

239 Bacto-Nutrient-Agar
509 Glukose

50 Agar

10g Hefe-Extrakt

mit demineralisiertem Wasser auf 1 | auffillen

Sporulationsmedium fir Hefe (KAc-Medium)

9,89 Kaliumacetat
2549 Hefe-Extrakt
1lg Glukose

169 Agar

mit demineralisiertem Wasser auf 1 | auffillen

Hefe-Selektionsmedium fir atmungskompetente Zellen (YEPG)

209 Bacto-Pepton
23,8 mi Glyzerin

16 g Agar

59 Hefe-Extrakt

mit demineralisiertem Wasser auf 1 | auffillen
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Geniticin-haltiges [200 mg/l] Vollmedium fiir Hefe zur Selektion Geniticin-

resistenter Stamme

2049 Bacto-Pepton
209 Glukose

169 Agar

59 Hefe-Extrakt

mit demineralisiertem Wasser auf 11| auffiillen, autoklavieren, Zugabe von
200 mg Geniticinsulfat (G418)

LiCl-haltiges [250 mM] Vollimedium fiir Hefe zur Bestimmung der Lithium-

Sensibilitat

209 Bacto-Pepton
209 Glukose

169 Agar

59 Hefe-Extrakt
10,6 g LiCl

mit demineralisiertem Wasser auf 1 | auffillen

.Calcofluor white“-haltiges [20 / 40 pM] Vollmedium fiir Hefe zur Bestimmung
der CCW-Sensibilitat

209 Bacto-Pepton
209 Glukose

169 Agar

59 Hefe-Extrakt

mit demineralisiertem Wasser auf 1 | auffillen, autoklavieren, Zugabe von 4 ml
(20 uM-Endkonz.) bzw. 8 ml (40 uM-Endkonz.) CCW-L6sung [5 mM]

.Congo red“-haltiges [19 ug/ml] Vollmedium fir Hefe zur Bestimmung der

.Congo red“-Sensibilitét

209 Bacto-Pepton
209 Glukose

169 Agar

59 Hefe-Extrakt

mit demineralisiertem Wasser auf 1| auffillen, 200 ul der ,Congo red“-Lésung
[2,4 mg/ml] werden auf eine Agarplatte (25 ml) aufgespatelt
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MNNG-haltiges [0,102 mM] Selektionsmedium fiir Hefe zur Negativ-Selektion

MNNG-sensibler Transformanten

209 Glukose

16 g Agar

59 Ammoniumsulfat

3,49 Yeast Nitrogen Base (ohne Aminoséauren und Stickstoffquelle)

mit demineralisiertem Wasser auf 975 ml aufflllen, Zugabe von 3,5ml
1 N NaOH, nach dem Autoklavieren werden 10 ml Aminoséure- und Basen-
Stammldsung ohne Uracil und 10 ml GSH-Stammlésung zugegeben, nach Ab-
kiihlung auf 50°C werden 150 ul der MNNG-L6sung [0,68 M] zugegeben

5-,Fluor-Orotic-Acid“ (5-FOA)-haltiges Medium zur Selektion von Uracil-

auxotrophen Hefe-Stdmmen

40 g Glukose

3649 Agar

59 Ammoniumsulfat

3449 Yeast Nitrogen Base (ohne Aminosauren und Stickstoffquelle)

mit demineralisiertem Wasser auf 967 ml auffillen, Zugabe von 3,5ml
1 N NaOH, nach dem Autoklavieren werden 20 ml der jeweiligen Aminosaure-
und Basen-Stammlésung, 1 g 5-FOA und fir GSH-auxotrophe Stdmme zu-

satzlich 10 ml GSH-Stammldsung zugegeben

Vollmedium fir E. coli (LB-Medium)

10g Bacto-Trypton
59 Hefe-Extrakt
10g Natriumchlorid
169 Agar

mit demineralisiertem Wasser auf 11 auffillen und mit 1 N NaOH auf pH 7,5

einstellen
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E. coli-Vollmedium zur Selektion auf Ampicillin-Resistenz (LB-Ampicillin)

10g Bacto-Trypton
59 Hefe-Extrakt
10g Natriumchlorid
169 Agar

mit demineralisiertem Wasser auf 996 ml auffillen und mit 1N NaOH auf
pH 7,5 einstellen, nach dem Autoklavieren mit 4 ml Ampicillin-Stammlésung
[25 mg/ml] versetzen

E. coli-Vollmedium fiir ,Blau-Wei3-Selektion* (LB-X-Gal)

10g Bacto-Trypton
59 Hefe-Extrakt
10g Natriumchlorid
169 Agar

mit demineralisiertem Wasser auf 992 ml auffillen und mit 1 N NaOH auf
pH 7,5 einstellen, nach dem Autoklavieren mit 4 ml Ampicillin-Stammlésung
[25 mg/ml], 40 mg X-Gal in 4 ml N,N-Dimethylformamid (DMF) und 4 ml IPTG-

Lésung [0,8 M] versetzen

Elektrotransformationsmedium fiir E. coli (GYT-Medium)

10% Glyzerin
0,125% Hefe-Extrakt
0,25% Trypton

in demineralisiertem Wasser, sterilfiltrieren

Regenerationsmedium fir E.coli zur Expression der Antibiotikaresistenz nach

Elektrotransformation (SOC-Medium)
59 Hefe-Extrakt

209 Bacto-Trypton

0,584 g NaCl

0,186 g KCl,

0,952 ¢ MgCl,

49 Glukose

2,46 g MgSO4-7H,0

mit demineralisiertem Wasser auf 1 | auffillen
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2.1.3 Chemikalien und Enzyme

Agar

Agarose

Aminosauren

Ammoniumsulfat

Ampicillin

Bacto-Nutrient-Agar

Bacto-Pepton

Bacto-Trypton

BIOTAQ Red DNA Polymerase
und Inkubationspuffer

Borsaure

Bromphenolblau

CCW (,Calcofluor white®)

CdCl; (Cadmiumchlorid)

».congo red"

CTAB (Cethyl-Trimethyl-Ammoniumbromid)

DMF (N,N-Dimethylformamid)

EDTA (Di-Natrium-Ethylendiamintetraacetat)

Ethanol

Ethidiumbromid

.Gene Ruler 1 kb DNA Ladder”
Geniticinsulfat (G418)
3-Glucoronidase

Glyzerin

GSH (Glutathion)

HCI (Salzsaure)
HEPES-Puffer

IPTG

Isopropanol

KAc (Kaliumacetat)

KCl, (Kaliumchlorid)

KH,PO, (Kaliumhydrogenphosphat)

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Difco

Difco
Merck
AppliChem
Gerbu
Gibco
Gibco
Gibco
Bioline

Roth

Serva
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck

Klinik-Apotheke

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Sigma

MBI Fermentas
Gibco

Sigma

Roth

US Biological
Merck

Gibco

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck
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Ladepuffer fur Agarosegele

Lambda DNA/Hindlll Marker

LiAc (Lithiumacetat)

LiCl (Lithiumchlorid)

Lysozym

Menadion

MgCl, (Magnesiumchlorid)

MgS0O,4-7H,0 (Magnesiumsulfat)

MNNG (N-Methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidin)
NaCl (Natriumchlorid)

Na;HPO, (Di-Natriumhydrogenphosphat)
NaH,PO, (Natriumhydrogenphosphat)
NaOH (Natriumhydroxid)

PEGuao00 (Polyethylenglycol)
Pwo-Polymerase

QlAprep Midiprep Kit

QIAprep Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit
Restriktionsendonukleasen

und Inkubationspuffer

RNase A
Saccharose
Sorbitol

T4 DNA Ligase und

Inkubationspuffer

(CH3)3COOH; t-BOOH (tert-Butylhydroperoxid)

Tris-HCI (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Triton-X-100
Yeast Extrakt

Yeast Nitrogen Base

Fa. MBI Fermentas
Fa. MBI Fermentas
Fa. Merck

Fa. Roth

Fa. Sigma

Fa. Sigma

Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. Sigma

Fa. Riedel deHaen
Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. Merck

Fa. Fluka

Fa. peglab

Fa. QlAgen

Fa. QlAgen

Fa. QlAgen

Fa. QIAgen

Fa. MBI Fermentas,
Fa. Bohringer
Mannheim, Fa.
New England Bio-
labs

Fa. Sigma

Fa. Roth

Fa. Merck

Fa. MBI Fermentas

Fa. Merck

Fa. Roth

Fa. Sigma

Fa. Gibco

Fa. US Biological
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X-Gal

(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-R-D-Galactopyranosid)

Zymolyase

2.1.4 Gerate

Autoklav

Eismaschine
Elektrophoresekammern
Elektroporationsgerat
Exsikkator

Feinwaage

Kuhlbruter

Kihlschrank (4°C, -20°C)
Kuhltruhe (-70°C)

Laminar Flow

Mikromanipulator
Mikroskop
pH-Meter
Pipetten

ReaktionsgefalRmischer
Spannungsgeber fur Gelelektrophorese
Spektralphotometer

Thermocycler

Thermomixer

Transilluminator

UV-Handlampe

UV-Lampe

Videokamera

Fa

Fa

Fa
Fa
Fa
Fa
Fa

. Bachem

. US Biological

. Wolf

. Scotsman
. peqglab

. BioRad

. Glaswerk

Werthein

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Scaltec
Rubarth & Co.
Bosch
Kryotec

Prettl,
Gelman
Waechter
Zeiss

Knick GmbH
Eppendorf
Gilson
Heidolph
Pharmacia
Varian DMS 90
Eppendorf
Eppendorf
UVP Inc.

Original Hanau

Fluotest

Fa

. Vilber

LOURMAT

Fa

. Sony
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Waage

Wasserbad
Wasserbadschuttler
Zentrifugen

2.1.5 Stamme

Fa. Mettler, P1210
Fa. Kottermann
Fa. New Brunswick
Fa. Beckmann,
J2-21M/E

Fa. Eppendorf,
5402

Fa. Sigma, 2K15
und 202MK

- 2
Saccharomyces cerevisiae (Referenz®)

Haploide Hefe-Stdmme

e Q1* (YPH98)

o Q2+

Q2 ura™

Q2rngl*

»

Q2rngl ura’

Q2rng2*

o Q3*

o Q4*

Mat a; lys2-1;ade2-101; leu2-41; trpl-A1;
ura3-52; rho®

Mat a; lys2-1;ade2-101; leu2-41; trpl-41;
ura3-52; gsh1::URA3; rho®

Mat a; lys2-1;ade2-101; leu2-41; trpl-41;
ura3-52; gshi::ura3; rho®

Mat a; lys2-1;ade2-101; leu2-41; trpl-41;
ura3-52; gsh1::URA3; rngl-1; rho®

Mat a; lys2-1;ade2-101; leu2-41; trpl-A1;
ura3-52; gshi::ura3; rngl-1; rho®

Mat a; lys2-1;ade2-101; leu2-41; trpl-41;
ura3-52; gsh1::URA3; rng2-1; rho®

Mat a; lys2-1;ade2-101; leu2-41; trpl-41;
ura3-52; gsh1::URA3; lwgl-1; rho®

Mat a; lys2-1;ade2-101; leu2-41; trpl-41;
ura3-52; lwg1-1; rho®

2 B
-=cfa,+=cfa’

Referenz: * Grey; » Aljazzar; t Elledge; § Euroscarf; { diese Arbeit; 1 Henriques; ** Lawrence
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e Y202¢

e Y00000°%
e Y10000°%
e Y10000 gsh14"

e Y10000 gsh14"

e Y11620°

e Y11620 gsh1A4'

e Y12718°%

e Y12719°%

e Y12720°%

e Y17107%

e Y26531-11B"

e Y26531-12B"
e Y26531-39CT

e Y26531-39C""

e N123"
e CL1289-3A"

Mat a; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1;
ura3-1; can1-100

Mat a; his3-41; leu2-40; ura3-40; met15-40
Mat «; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-40
Mat «; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-A40;
gshl::URAS3

Mat «; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-A0;
gshl::URAS; lwgl

Mat ¢; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-A0;
pro2::kanMX4

Mat ¢; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-A0;
pro2::kanMX4; gsh1l::URA3

Mat «; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-A0;
rex3::kanMXx4

Mat «; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-40;
YLR108c::kanMX4

Mat «; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-40;
ahpl::kanMX4

Mat «; his3-41; leu2-40; ura3-40; lys2-A40;
ccwl2:kanMX4

Mat «; his3-41; leu2-40; ura3-40; gshl::URA3;
cfa’; rho

Mat ¢; his3-41; leu2-40; ura3-40; cfa’; rho”
Mat ¢; his3-41; leu2-40; ura3-40;
erol::kanMX4; gshl::URAS; cfa’; rho

Mat ¢; his3-41; leu2-40; ura3-40;
erol::kanMX4; gsh1::URA3; lwgl; cfa’; rho
Mat a; hisl

Mat «; arg4-17; his4-38; ilv1-92; metl; rev6-1
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Diploide Hefe-Stamme

Q2 x Y10000'

Q2rng1l x Y10000"

Q2 x Y12718"

Q2rngl x Y12718"
Q2rngl/pB6 x Y12718"
Q2 x Y12719"

Q2rngl x Y12719"
Q2rngl/pB6 x Y12719"
Q2 x Y12720"

Q2rngl x Y12720"
Q2rngl/pB6 x Y12720"
Q2 x Y17107"

Q2rngl x Y17107"
Q2rng1/pB6 x Y17107"
Q1 x Y10000 gsh14"
Q2 x Y10000 gsh14"
Q3 x Y10000 gsh14"
Q1 x Y11620"

Q2 x Y11620"

Q3 x Y11620"

Q4 x Y11620"

Q3 x Y11620 gsh14'
DB5460 (Q3 x Y10000
Y26531°

Y26531""

Q1 x Y26531-11B"

gsh14)"

Mat a/«; his3-41/his3-41; leu2-40/leu2-40;
lys2-A0/LYS2; MET15/met15-40;
ura3-40/ura3-40; erol::kanMX4/ERO1
Mat a/¢; his3-41/his3-41; leu2-A0/leu2-A40;
lys2-A0/LYS2; MET15/met15-A40;
ura3-40/ura3-40; erol::kanMX4/ERO1;
gsh1l::URA3/GSH1
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Q2 x Y26531"-11B"
Q3 x Y26531-11B"
Q4 x Y26531’-11B"
Q1 x Y26531’-12B"
Q2 x Y26531’-12B"
Q3 x Y26531"-12B"
Q4 x Y26531-12B"
Q1 x Y26531'-39C™"
Q2 x Y26531’-39C*"
Q3 x Y26531’-39C™"
Q4 x Y26531’-39C*"
MG5312*

E.coli (K12)

DH5a

KC8

XL10

Mat a/Mat «; ade2-101/ade2-101;
LEU2/leu2-41; LYS2/lys2-801; TRP1/trpl-41,
TRP5/trp5-a; ura3-52/ura3-52;
gshl-41::URA3/ gsh1-41::URA3

F endAl; hsdR17; supE44; N thi-1; recAl; gyrA96;
relAl; A(lacZYA-argF); U169; ®80lacZAM15

hsdR, leuB600, trpC9830, pyrF::Tn5, hisB463,
lacAX74, strA, galU,K

Tet'A (mcrA); 183A (mcrCB-hsdSMR-mirr);

173 endAl; supE44; thi-1; recAl; gyrA96; relAl;
lacHte [F’ proAB; lac/9ZAM15; Tn10 (Tet";

Amy Cam'?
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2.2 Methoden

2.2.1 Stammhaltung

Zur Kultivierung und Aufbewahrung von Saccharomyces cerevisiae wurden
YEPD-Platten verwendet. Plasmid-tragende Hefestamme wurden auf syn-
thetischem Komplettmedium (SynCo) ohne die fir die Plasmid-Stabilitat er-
forderliche Aminosaure oder Base kultiviert. Die Platten wurden fur drei Tage
bei 30°C inkubiert und anschlieend bei 4°C aufbewahrt. Dauerkulturen wurden
in YEPD-Flussigmedium mit 40%-igem Glyzerin bei —70°C gelagert.

E. coli wurde auf LB-Platten kultiviert und aufbewahrt. Plasmid-tragende
Stdmme wurden auf LB-Platten mit Ampicillin kultiviert. Die Inkubation erfolgte
uber Nacht bei 37°C und die anschlielende Lagerung bei 4°C. Fur Dauer-
kulturen wurden die Stamme in flissigem LB-Medium mit 40%-igem Glyzerin
bei —70°C aufbewabhrt.

2.2.2 Transformation von Hefen und Bakterien

Unter Transformation versteht man die Ubertragung fremder DNA in einen
Wirtsorganismus. Um eine hohe Anzahl transformierter Zellen zu erzielen,
missen sich die Zellen in einem bestimmten physiologischen Zustand befinden,
der Kompetenz. Dieser Zustand wird erreicht, indem die Zellen mit bestimmten
Agenzien (z.B. LiAc bei Hefe) oder durch Elektroporation behandelt werden. Bei
der Elektroporation werden die Zellen kurzzeitig einem starken elektrischen
Feld ausgesetzt, wodurch vermutlich Poren in der Zellmembran entstehen, die

ein Eindringen, der Plasmid-DNA in das Innere der Zelle zulassen.

22.2.1 Transformation von Saccharomyces cerevisiae nach
der Lithiumacetat-Methode

(Gietz et al., 1992, modifiziert)

Hierfir wurden 100 ml YEPD-Medium mit Zellen inokuliert und tber Nacht bei

30°C schittelnd inkubiert bis ein Titer von 2-107 Zellen/ml erreicht wurde. An-

schlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 6000 rpm fir 5 min und
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4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 1 ml
100 mM LiAc aufgenommen. Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei
12000 rpm far 1 min bei 4°C und das anschlielRende Einstellen des Titers auf
2.10° Zellen/ml mit 100 mM LiAc. Die kompetenten Zellen wurden daraufhin zu
je 50 ul aliquotiert und mit folgenden Agenzien versetzt: 300 pul PEG4000 (40%),
5 ul einzelstrangiger ,Carrier-DNA (nur bei Gendisruption; ,salmon sperm®
[10 mg/ml]) und 1 pg DNA. Das Reaktionsgefald wurde invertiert und zunachst
fur 30 min bei 30°C und anschlieRend fur 15 min bei 42°C inkubiert. Es folgte
ein Zentrifugationsschritt fur 4 s bei 9000 rpm und das Aufnehmen der Zellen in
400 ul TE-Puffer. Hiervon wurden einmal 100 ul und einmal 300 pl auf Selektiv-

medien ausgespatelt und fur 3 Tage bei 30°C inkubiert.

2.2.2.2 Elektrotransformation von Saccharomyces

cerevisiae

(Grey und Brendel, 1995, modifiziert)

Bei dieser Methode wurden die Zellen zu Beginn mit einer sterilen Impfése von
einer YEPD-Platte aufgenommen und in 1 ml 1 M Sorbitol + 20 mM HEPES-
Puffer suspendiert. Die Suspension wurde gemischt und anschlieRend bei ZT
fur 2's bei 9000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Dekantieren ver-
worfen und das Sediment in der verbliebenen Flissigkeit resuspendiert. Hier-
von wurden 40 ul in eine sterile, gekihlte Elektroporationskivette Uberfiihrt.
200 - 1000 ng DNA in bis zu 5 ul TE-Puffer oder destilliertem Wasser wurden
zugegeben und gemischt. Die Kuvette wurde aul3en von Kondenswasser befreit
und ein Puls von 1,5 kV, 200 Q, 25 puF ausgelost. AnschlieRend wurde mit Hilfe
einer Pasteurpipette 1 ml 1 M Sorbitol + 20 mM HEPES-Puffer zugegeben,
Aliquots der transformierten Zellen auf einem Selektivmedium ausgespatelt und
diese fur 3 Tage bei 30°C inkubiert.

2.2.2.3 Elektrotransformation von E. coli

(Tung und Chow, 1995)
Zu Beginn wurden 100 ml vorgewarmten LB-Mediums mit einer UNK 1%-ig in-

okuliert und bei 37°C unter guter Beliftung bis zu einer ODgpo Von 0,6 inkubiert.
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Nach Erreichen dieser Zelldichte wurde die Kultur fir 30 min auf Eis gekuhlt.
Anschlieend wurden die Zellen bei 4000 g fur 15 min bei 4°C sedimentiert,
zweimal mit 50 ml eiskaltem 10% Glyzerin gewaschen und in einem End-
volumen von 0,2 ml eiskaltem GYT resuspendiert.

Die somit erhaltenen 500-fach aufkonzentrierten elektrokompetenten Zellen
wurden zu je 40 pl aliquotiert und bei —70°C gelagert oder direkt zur Elektro-
transformation verwendet.

Hierzu wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mit 2 ul DNA (200 — 1000 ng) ver-
setzt und in eine vorgeklhlte sterile Elektroporationskivette Uberfiihrt. Die
Elektroporation erfolgte bei 25 pF, 200 Q und 2,5 kV. Anschliel3end wurde 1 ml
SOC-Medium hinzugegeben und die Suspension fur 45 min bei 37°C inkubiert,
um die Expression der Ampicillin-Resistenz zu ermdglichen. Aliquots der Zellen
wurden abschlieBend auf LB-Ampicillin-Platten aufgespatelt und bei 37°C Uber
Nacht inkubiert.

22.2.4 Transformation kompetenter E. coli Zellen

(Sambrook et al., 1989, modifiziert)

100 pl kompetenter Zellen wurden fur diese Methode mit 200 — 1000 ng
Plasmid-DNA gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte
eine Hitzeschock-Behandlung fur 90 s bei 42°C. Nach einer darauffolgenden
Zugabe von 1 ml SOC-Medium wurden die Zellen bei 37°C fur 45 min inkubiert.
Anschlie3end wurden Aliquots auf LB-Ampicillin-Platten ausgespatelt und tber
Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.3 Plasmidpraparation

2.2.3.1 Schnelle Plasmidpréparation aus E. coli

(Del Sal et al., 1988, modifiziert)

Bei dieser Methode wurden 1,5 ml LB-Amp-Medium mit einer Einzelkolonie in-
okuliert und bei 37°C uber Nacht schuttelnd inkubiert. Die Zellen wurden am
nachsten Tag bei 13000 rpm fur 30 s sedimentiert und in 200 pul STET-Puffer

resuspendiert. Nach Zugabe von 8 pl Lysozym-Losung wurde die Probe ge-
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mischt und 3-5 min bei ZT inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation fur
45s bei 100°C und darauffolgend eine Sedimentation der erhaltenen Zell-
trimmer bei 13000 rpm fir 10 min. Nach Entfernung des Sediments mit einem
sterilen Zahnstocher wurden 10 pl CTAB hinzugefiigt und der Ansatz gemischt.
Nachfolgend erfolgte eine weitere Zentrifugation fur 5 min bei 13000 rpm und
nach Verwerfen des Uberstandes wurde die geféllte Plasmid-DNA in 250 pl
NaCl [1,2 M] gel6st und mit 750 pl eiskaltem 95%-igem Ethanol gefallt. Die
Probe wurde gemischt und die DNA anschlieend bei 13000 rpm fur 10 min
sedimentiert. Zur Entfernung der restlichen Salze wurden 750 ul eiskaltes
70%-iges Ethanol hinzugegeben und der Ansatz wurde Ldosen des Sediments
erneut bei 13000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
die DNA im Exsikkator getrocknet, anschliel3end in 20 - 50 pl H,O resuspendiert
und bei —20°C aufbewahrt.

2.2.3.2 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli mit dem
»Qlagen Plasmid Mini Kit"

Mit Hilfe dieses ,Kits* werden die Zellen durch alkalische Lyse aufgeschlossen.
Eine Anionenaustausch-Saule bindet die Plasmid-DNA an die Saulenmatrix.
Andere Zellbestandteile werden durch die dem ,Kit* beiliegenden Lésungen
entfernt. Eluiert wird die DNA mittels destilliertem Wasser oder EB-Puffer.

Zu Beginn wurden 1,5 ml LB-Amp-Medium mit einer Einzelkolonie inokuliert und
uber Nacht bei 37°C schuttelnd inkubiert. AnschlieRend wurde die UNK fiir 30 s
bei 13000 rpm zentrifugiert und die sedimentierten Bakterien in 250 pl Puffer P1
resuspendiert. Nachfolgend wurden 250 ul Puffer P2 hinzugegeben und das
Reaktionsgefall invertiert. Nach Zugabe von 250 pl Puffer N3 und erneutem
Invertieren erfolgte eine Zentrifugation fir 10 min bei 13000 rpm. Der erhaltene
Uberstand wurde auf eine QlAprep Saule gegeben, welche anschlieRend fir
60 s bei 13000 rpm zentrifugiert wurde. Es folgte ein Waschen der Saule durch
Zugabe von 750 ul Puffer PE und anschlieRender Zentrifugation fir 60 s bei
13000 rpm. Zur vollstandigen Entfernung des restlichen Waschpuffers wurde
eine erneute Zentrifugation fur 60 s bei 13000 rpm angeschlossen. Die Elution
der DNA erfolgte durch Zugabe von 50 ul Puffer EB. Nach Inkubation fir 1 min
wurde abschlieRend fur 60 s bei 13000 rpm zentrifugiert.
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2.2.3.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli mit dem
»,Qiagen Plasmid Midi Kit"

Das Isolationsprinzip entspricht dem des ,Qiagen Plasmid Mini Kits*. Nach der
Elution der DNA von der Saule wurde die DNA jedoch zusatzlich mit Iso-
propanol gefallt.

2-5 ml LB-Amp-Medium wurden hierftr mit einer Einzelkolonie inokuliert und flr
8 h bei 37°C schiittelnd inkubiert. Die Starter-Kultur wurde /500 bis /1000 ver-
dannt, indem 50 ml LB-Amp-Medium inokuliert wurde und bei 37°C flir 12-16 h
bei 300 rpom inkubiert wurde. Das Sedimentieren der Zellen erfolgte durch
Zentrifugation bei 6000 g fur 15 min bei 4°C. Anschlie3end wurde das Sediment
in 4 ml Puffer P1 resuspendiert. Nach der Zugabe von 4 ml Puffer P2 (Lysis-
Puffer) wurde das Reaktionsgefafld invertiert und bei ZT fur 5 min inkubiert. An-
schlieBend wurden 4 ml Puffer P3 (Neutralisations-Puffer) zugegeben und das
Reaktionsgefal3 erneut invertiert. Das entstandene Lysat wurde in ein Filter-
Gefald dberfihrt und fur 10 min bei ZT inkubiert. Nach Ablauf der Inkubations-
zeit wurde das Lysat zur Entfernung von Proteinen, genomischer DNA und
Detergenzien gefiltert. Das somit gereinigte Lysat wurde daraufhin auf eine
Saule gegeben, welche zuvor mit 4 ml Puffer QBT aquilibriert wurde. Nach dem
Binden der DNA an die Saule wurde diese mit 2 x 10 ml Puffer QC gewaschen.
Die Elution der DNA erfolgte mit 5 ml Puffer QF. AnschlieRend wurde die DNA
durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol gefallt und bei 15000 g fur 30 min und
4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Dekantieren verworfen. Es folgte
das Waschen des DNA-Sediments mit 2 ml 70%-igem Ethanol und an-
schlieRender Zentrifugation bei 15000 g fur 30 min. Der Uberstand wurde er-
neut dekantiert. AbschlieBend wurde das Sediment fir 5-10 min an der Luft ge-
trocknet und in 200 pl TE-Puffer gelost.

Mit Hilfe dieser Methode wurden aus 100 ml Bakterien-Kultur ca. 100 pg
Plasmid-DNA isoliert.
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2.2.3.4 Isolation von Plasmid-DNA aus Saccharomyces
cerevisiae mit dem , Eppendorf Plasmid Mini Kit*®

Das Isolationsprinzip entspricht dem des ,Qiagen Plasmid Mini Kits“. Da es sich
um die Isolation von Plasmid-DNA aus Hefe handelt, wurde die Versuchs-
anleitung dahingehend verandert, dass zusatzlich Zymolyase fir den Zellauf-
schluss verwendet wurde.

Zu Beginn wurden 5 ml YEPD-Medium mit einer Einzelkolonie inokuliert und
Uber Nacht bei 37°C schittelnd inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert,
indem 1,5 ml der Kultur fir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert wurden. An-
schlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Sediment in 100 pl Lésung
| resuspendiert. Zur Auflosung der Zellwand wurden 10 pl Zymolyase hinzuge-
geben und fur 15 min bei 37°C inkubiert. Die vollstdndige Lyse der Zellen wurde
durch die Zugabe von 100 ul der Lésung Il und anschlieBendem Invertieren des
Reaktionsgefalies erzielt. Nachfolgend wurde das Zell-Lysat durch die Zugabe
von 100 ul der Loésung 1l und schnell folgendes Invertieren neutralisiert. Zur
Abtrennung der Zellwand und der gefallten Proteine wurde fir 1 min bei
13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in eine Zentrifugationssaule uber-
fuhrt. Anschliel3end erfolgte das Binden der Plasmid-DNA, indem 450 ul der
DNA Bindungs Matrix zum Uberstand hinzugegeben wurde und das Reaktions-
gefal3 invertiert wurde. Zur Reinigung der gebundenen Plasmid-DNA wurde
erneut fir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Eine
weitere Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte durch Zugabe von 400 ul ver-
dinnter Reinigungs-Lésung und anschlieRendem leichten Schitteln. An-
schlieBend wurde zweimal fir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert und jeweils das
Filtrat verworfen. Das Eluieren der DNA erfolgte durch Zugabe von 50 pl H,O
direkt auf die DNA Bindungs Matrix und vorsichtiges Mischen, gefolgt von
einem abschlieRenden Zentrifugationsschritt fir 1 min bei 13000 rpm.
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2.2.4 DNA-Restriktion mit Endonukleasen

Die Analyse von Plasmiden und die Gewinnung bestimmter DNA-Fragmente

erforderte die DNA-Restriktion mithilfe von Endonukleasen.

Ansatz fur analytische Zwecke:
e 2 —8plgeloste DNA (500 ng - 1 ug)
e 1 pl 10x Restriktionspuffer
e 1 ul RNase A (nur bei DNA, die durch die ,Schnelle Plasmidpraparation®
(siehe 2.2.3.1) gewonnen wurde, notwendig)
e 1 ul Restriktionsendonuklease [1 u/pul]
e auf 10 pl mit destilliertem Wasser aufgefllt
e fur 1 — 2 Stunden bei der fur die Restriktionsendonuklease angegeben

Temperatur inkubiert

Ansatz fur praparative Zwecke:
e 50 ulI DNA (5-10 pug)
e 20 pl 10x Restriktionspuffer
e 20pl RNase A (nur bei DNA, die durch die ,Schnelle Plasmid-
praparation” (siehe 2.2.3.1) gewonnen wurde, notwendig)
e 5 pl Restriktionsendonuklease [1 u/pl]
e auf 200 pl mit destilliertem Wasser aufgefullt
e fur 2 — 4 Stunden oder Uber Nacht bei der fur die Restriktionsendo-

nuklease angegeben Temperatur inkubiert

Eine Restriktion mit zwei Enzymen wurde in einem Inkubationspuffer durchge-

fuhrt, der fir beide Enzyme eine Aktivitat von mindestens 50% zuliel3.

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

(Sambrook et al., 1989, modifiziert)

Diese Methode dient der GroRRenbestimmung und der Reinigung von DNA-
Fragmenten, sowie der Abschéatzung, der in einer Losung vorliegenden DNA-
Menge. Hierzu wird die DNA ihrer Grb3e entsprechend in einer Agarosegel-
matrix durch Anlegen einer Spannung elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA-Molekile ist dabei umgekehrt pro-
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portional zum Logarithmus ihrer relativen Molekilmasse. Durch gleichzeitiges
Auftrennen eines GroRRen-Standards, kénnen Fragmente unbekannter GroRRe
einer Grol3e zugeordnet werden. Um die DNA im Agarosegel sichtbar zu
machen, wird der interkalierende Farbstoff Ethidiumbromid verwendet, der bei
Bestrahlung mit UV-Licht fluoresziert.

Entsprechend der DNA-Fragmentgré3e wurden stets 0,7%-ige Agarosegele
hergestellt, in denen Fragmente von 0,8 — 10 kbp effizient aufgetrennt werden
konnten. Hierzu wurden 540 mg Agarose in 85 ml TBE durch Aufkochen uber
der Bunsenbrennerflamme zum Schmelzen gebracht und nach Abkihlung auf
ca. 50°C mit 4,25 ul Ethidiumbromid versetzt. Diese Lésung wurde in einen
Plexiglasblock mit einem Geltaschenkamm gegossen. Nach Abschluss der
Polymerisation wurde der Kamm entfernt und das Agarosegel mit TBE-Puffer
(+50 pl/l Ethidiumbromid) Gberschichtet. Die aufzutragenden Proben wurden mit
dem entsprechenden Volumen des 6x Ladepuffers versetzt und in die Gel-
taschen gefullt. Durch das Anlegen einer Spannung von 100 — 120 V wurde die
Elektrophorese gestartet. Nach ca. 1 — 1,5 Stunden wurde die vollstandige Auf-

trennung der Proben erreicht.

2.2.6 DNA-Isolation aus Agarosegelen mit dem

,Qlagen Gel Extraction Kit*

Die zu eluierende DNA wurde, nach einer Agarose-Gelelektrophorese (siehe
2.2.5) mit einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten, in ein Reaktions-
gefal3 Gberfuhrt und gewogen. AnschlieRend wurde das 3-fache Volumen Puffer
QG hinzugegeben (100 mg entsprechen 100 pl) und die Agarose fir 10 min bei
50°C unter gelegentlichem Mischen gel6st. Nach Zugabe von einem Volumen
Isopropanol wurde der Ansatz erneut gemischt und auf eine Siliziumgelmatrix
gegeben. Zum Binden der DNA an die Matrix wurde der Ansatz bei 13000 rpm
fur 1 min zentrifugiert. Das Lysat wurde anschlie3end verworfen und die DNA
mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen. Nach zweimaliger Zentrifugation bei
13000 rpm fir 1 min und dem Verwerfen des Lysats wurde die DNA durch die

Zugabe von 50 ul Puffer EB eluiert. Dies geschah durch die Veranderung des
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pH-Werts und des Salzgehalts und somit der adsorptiven Eigenschaften der

Siliziumgelmatrix.

2.2.7 DNA-Ligation

Die DNA-Ligation diente der Konstruktion neuer Plasmide durch kovalente Ver-
knupfung eines DNA-Fragments mit einem linearisierten Vektor. Die hierzu
verwendete T4 DNA-Ligase ist in der Lage DNA-Molekiile unter ATP-Verbrauch
mit jeweils Uberhangenden (,sticky”) Enden und mit jeweils glatten (,blunt®)
Enden unter Bildung von Phosphodiestergruppen miteinander zu verbinden.

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten in einen linearisierten Vektor wurde die
isolierte Fragment-DNA im Uberschuss zugegeben.

Ligationsansatz fur die Klonierung eines Fragments in einen Vektor:
e 18,5 pl Fragment-DNA
e 2 ul Vektor-DNA
e 2,5 ul10x Ligasepuffer
e 2l Ligase
e Inkubation fir 1 — 2 Stunden bei 22°C oder tUber Nacht bei 16°C

Des weiteren wurde die DNA-Ligation fur die Religation eines Vektors nach
dem Entfernen eines DNA-Fragments durch die Restriktion mit einer Endo-

nuklease angewendet.

Religationsansatz:
e geféllte DNA
e 2 pl 10x Ligasepuffer
e 2 ulLigase
e 2 ul PEG (nur bei glatten Enden)
e mit destilliertem Wasser auf 20 ul aufgefullt
¢ Inkubation Uber Nacht bei 16°C
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2.2.8 DNA-Féllung

Zur Entfernung stérender Salze und kleinerer DNA-Fragmente aus einer DNA-
Losung wurde eine DNA-Fallung durchgefihrt. Hierzu wurden 1,2 M NaCl bis
zu einer Konzentration von 0,2 M zu der DNA-LGsung gegeben und mit
0,6 - 1 Volumen Isopropanol versetzt. AnschlieBend wurde die DNA bei
14000 rpm fur 30 min bei 4°C sedimentiert und nach Abnehmen des
Uberstandes mit 500 pl 70%-igem Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation bei
14000 rpm fiir 10 min bei 4°C wurde der Uberstand verworfen und die DNA im
Exsikkator getrocknet.

2.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR dient der Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen mittels einer
hitzestabilen Polymerase. Hierbei bestimmen kurze DNA-Fragmente, soge-
nannte ,Primer”, welche Sequenz der ,Template“-DNA amplifiziert wird. Unter
geeigneten Bedingungen konnen somit in kurzer Zeit viele Kopien des ge-
winschten Fragments synthetisiert werden.
In dieser Arbeit wurde die PCR verwendet, um die auf Chromosom XII des
Hefe-Genoms liegenden, benachbarten ORFs YLR111w und YLR112w sowohl
getrennt voneinander, als auch zusammen auf einem Fragment liegend, zu
amplifizieren.
Zur Amplifizierung des ORFs YLR111w inklusive Promotor und ,kunstlich* er-
zeugten BamHI-Schnittstellen wurden folgende ,Primer” verwendet:
o Forward-Primer": 5-CG GGATCC AGTGTTTAAGCGAATGACAGA-3
e _Reverse-Primer”. 5-CG GGATCC TTAGTCCAAAAGGGGCAGTT-3

Der ORF YLR112w inklusive Promotor und ,kinstlich® erzeugten BamHI-
Schnittstellen wurde mit Hilfe dieser ,Primer* vervielfaltigt:
e Forward-Primer*: 5-CG GGATCC AATTCCCGCATCTGGAATCT-3’
e _Reverse-Primer": 5-CG GGATCC CGATAGTTGTAGTTTTCCCTG-3’

Die Amplifikation eines grofRen, beide benachbarten ORFs enthaltenden Frag-
ments (Abb. 3.6), erfolgte durch Verwendung des ,Forward-Primers* fir den
ORF YLR111w und des ,Reverse-Primers” fir den ORF YLR112w.
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Es wurden drei Ansatze mit jeweils unterschiedlicher MgCl,-Konzentration und

zur Kontrolle ein Ansatz ohne ,Template“-DNA verwendet:

Tabelle 2.1: PCR-Ansétze fir Taq und Pwo-Polymerase
MgCl, [mM] 1,5 2,0 4,0 1,5
MgCl, [50 mM] 1,5 ul 2,0 pl 4,0 ul 1,5 ul
10x-Puffer 5ul 5 pl 5ul 5ul
» remplate” 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul -
(pB6)
dNTPs [50 mM] 2 pl 2 pl 2 ul 2 ul
,Forward- 1,6 pl 1,6 pl 1,6 pl 1,6 pl
Primer*
[100 pmol/ul]
. Reverse- 1,6 pl 1,6 ul 1,6 ul 1,6 pl
Primer*
[100 pmol/ul]
Tag- bzw. Pwo- 1l 1l 1l 1l
Polymerase
destilliertes 36,8 pl 36,3 pl 34,3 pl 37,3 pl
Wasser

Folgende Programme wurden verwendet, um die ORFs mittels der Tag-Poly-

merase zu amplifizieren:

1.
2.
3.

Einleitende Strangtrennung:

Strangtrennung:

Hybridisierung der ,Primer*:

DNA-Synthese:

3 min bei 95°C

2 min bei 95°C

2 min bei 62°C (YLR111w)

2 min bei 63°C (YLR112w bzw.
YLR111w und YLR112w zusammen)
1 min bei 72°C

5. 34-malige Wiederholung der Schritte 2-4

6.

AbschlieRende DNA-Synthese:

15 min bei 72°C

Die Amplifikation der ORFs YLR111lw bzw. YLR112w mittels der Pwo-Poly-

merase erfolgte tber folgendes Programm:

1.

o gk W

Einleitende Strangtrennung:

Strangtrennung:

Hybridisierung der ,Primer*:

DNA-Synthese:

3 min bei 95°C
2 min bei 95°C
2 min bei 63°C
2 min bei 70°C

34-malige Wiederholung der Schritte 2-4

AbschlieRende DNA-Synthese:

15 min bei 70°C
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2.2.10 Aufreinigung eines PCR-Produkts mit dem
,Qlagen PCR Purification Kit*

Um ein mittels PCR amplifiziertes DNA-Fragments von ,Primern“, Nukleotiden,
Polymerasen und Salzen aufzureinigen wurde dieses ,Kit* verwendet.

5 Volumen Puffer PB wurden zu einem Volumen der PCR-Reaktion gegeben
und gemischt. Zum Binden der DNA wurde der Ansatz auf eine Saule gegeben
und bei 13000 rpm fur 1 min zentrifugiert. Das Lysat wurde verworfen und die
DNA mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen und zweimalig bei 13000 rpm fir 1 min
zentrifugiert. Die Elution der DNA erfolgte durch Zugabe von 50 ul Puffer EB.

2.2.11 Blau-Weil3-Selektion bei E. coli-Transformanten

Diese Selektionsmethode dient der Unterscheidung plasmidhaltiger Stamme mit
einem Passagier in der ,Multiple Cloning Site* (MCS) von Stammen ohne
Passagier. Hierzu wird ein E. coli-Stamm mit der genomischen Information fur
den carboxyterminalen Bereich der 3-Galaktosidase und ein Vektor mit der In-
formation fir den aminoterminalen Bereich der [-Galaktosidase benétigt.
Letzterer beinhaltet die MCS, was bei Einfigen eines Passagiers in diesen Be-
reich zur Zerstérung der Information fir den aminoterminalen Bereich der
3-Galaktosidase fiihrt. Ein Vektor ohne Passagier ermdglicht dagegen durch
a-Komplementation die Synthese funktioneller R-Galaktosidase-Proteine. Dies
fuhrt auf einem X-Gal-haltigen Medium zur Blaufarbung der entsprechenden
Kolonie durch die Umsetzung von X-Gal zum blauen Farbstoff 5-Brom-4-chlor-
indigo. Somit ist eine Unterscheidung der weil3en, passagier-tragenden Klone
von den blauen Klonen, die nur das Plasmid ohne Passagier enthalten, még-
lich.

In dieser Arbeit wurden jeweils 100 ul X-Gal [10 mg/ml] auf einer LB-Amp-Platte

ausgespatelt.
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2.2.12 Selektion MNNG-sensibler

Genbanktransformanten

Als Hefegenbank wird eine Sammlung willkurlich klonierter DNA-Fragmente
bezeichnet, die zusammengenommen das gesamte Hefegenom reprasentieren.
Gewonnen wird diese Genbank durch Fragmentierung des Hefegenoms mit
Hilfe einer Restriktionsendonuklease, worauf ein Einbau dieser DNA-Fragmente
in Klonierungsvektoren folgt.

Gelangt nach der Transformation der zu untersuchenden Mutante das, die
Mutation komplementierende Gen in die Zelle, wird die erhaltene Transformante
nicht mehr den fir die Mutante spezifischen Phé&notyp aufweisen. Nach der
Isolation und Vermehrung des entsprechenden Genbank-Vektors dient die Se-
quenzierung der Identifikation des enthaltenen DNA-Fragments.

Zur Klonierung des RNG1-Gens wurde der gegen MNNG hyperresistente
Stamm Q2rngl mit einer Hefegenbank transformiert. Bei Transformation des
Stammes mit dem RNG1-Gen wurde erwartet, dass es bei der entsprechenden
Transformante zu einer Sensibilisierung auf das Niveau des bereits MNNG-re-
sistenten Stammes Q2 kommt. Als Kontrolle diente bei dieser Negativ-Selektion
somit der in Bezug auf Q2rng1 elterliche Stamm Q2.

Einzelkolonien der Transformationsplatte wurden mit Zahnstochern in je 50 pl
Hefe-Puffer in einer Mikrotiterplatte suspendiert. Von diesen Suspensionen
wurden je 10 pl auf eine Selektivplatte mit MNNG (SynCo -ura + GSH
+ 0,102 mM MNNG) und auf eine Kontrollplatte ohne MNNG aufgetropft. Als
Kontrolle wurde auf jeder Platte ein Suspensionstropfen des Stammes Q2 mit-
gefuhrt. Die Inkubation erfolgte fur 3-4 Tage bei 30°C.

Die MNNG-Konzentration wurde so gewahlt, dass der resistente Stamm Q2 im
Gegensatz zum hyperresistenten Stamm Q2rngl nicht wachsen konnte. Somit
wurden gesuchte Klone an ihrem fehlenden Wachstum auf den Selektivplatten
erkannt werden. Zur Bestéatigung des positiven Befundes wurden die mdglichen
positiven Klone von der Kontrollplatte vereinzelt und einem Agardiffusionstest

gegen MNNG unterzogen (siehe 2.2.14 ,Agardiffusionstest”).
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2.2.13 Plasmidverlust

Um zu Uuberprifen, ob ein beobachteter Phanotyp eines plasmidtragenden
Stammes tatsachlich durch das enthaltene Plasmid vermittelt wurde, oder auf
einen genomischen Defekt zuriickgeht, wurde ein Plasmidverlust eingeleitet.
Hierzu wurde der entsprechende Stamm in 20 ml flissigem YEPD-Medium an-
geimpft und 3 Tage bei 30°C schiittelnd unselektiv vermehrt. Die erhaltene
stationare Kultur wurde auf einen Titer von 10° Zellen/ml eingestellt und 100 pl
dieser Suspension auf einer YEPD-Platte ausplattiert. Nach einer Inkubation
von 2 Tagen bei 30°C wurden die erhaltenen Kolonien mittels der Samtstempel-
Technik von YEPD-Platten auf das entsprechende Selektivmedium Uber-
stempelt. Die Kolonien, die das Plasmid verloren hatten, zeigten kein Wachs-
tum auf dem Selektivmedium, so dass die entsprechenden Kolonien von der

YEPD-Platte verwendet werden konnten.

2.2.14 Agardiffusionstest

(Ruhland et al., 1981)

Mit Hilfe dieser Methode wurden Hefestamme auf ihre Sensibilitdt gegentuber
verschiedenen Chemikalien getestet.

Die Vorzucht aller zu vergleichender Stamme erfolgte auf synthetischem
Medium, um madgliche Sensibilitaten bzw. Resistenzen durch unterschiedliche
Vorzuchten auszuschliel3en.

Es wurden Suspensionen in 100 pul Hefe-Puffer (+ 20 mM EDTA fur
flockulierende Stamme) mit einem Titer von ca. 10° Zellen/ml erstellt. Die er-
haltenen Suspensionen wurden auf SynCo-Platten radial ausgestrichen und in
die Mitte der Agarplatten ein Loch gestanzt, in welches 200 pl des ent-
sprechenden Giftes eingesetzt wurden.

Tabelle 2.2: Verwendete Testsubstanzen fiir Agardiffusionstests

Testsubstanz Konzentration
Cadmiumchlorid 0,05 bzw. 1 bzw. 3 mg/ml
Menadion 5 mg/ml
MNNG 2,43 bzw. 4,86 mM bzw. 6,80 mM
t-BOOH 0,7%
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Die GroRe des Hemmhofes (Entfernung des Wuchsrasens vom eingestanzten
Loch) eines Stammes wurde als Mal fir die Resistenz bzw. Sensibilitat ge-
wertet. Die Auswertung erfolgte nach 3 Tagen Inkubation bei 30°C (siehe
beispielhaft Abb. 3.2).

2.2.15 Tropftitertest

Der Tropftitertest diente der Untersuchung von Hefe-Stammen auf
Sensibilitaten gegentber verschiedenen Chemikalien.

Von den zu untersuchenden Hefestdmmen wurden Suspensionen gleichen
Titers in Hefe-Puffer (+ 20 mM EDTA fir flockulierende Stamme) hergestellt.
Um eine Vergleichbarkeit der Stamme untereinander zu gewahrleisten, wurden
diese auf gleiche Art vorgezogen. Die erstellten Suspensionen mit einem Titer
von 1-10% Zellen/ml wurden in 107*-Schritten bis zu einem Titer von
1-10° Zellen/ml verdiinnt und von jeder Verdiinnung 5 oder 10 pl in einer Reihe
auf eine Petrischale mit festem Medium aufgetropft. Zur Bestimmung von
Sensibilitaten wurde dem Medium vor dem Giel3en eine definierte Menge eines
Giftes beigemischt. Zur Bestimmung einer Temperatur-Sensibilitdt wurden die
beimpften Platten bei einer bestimmten Temperatur inkubiert. Als Kontrolle fur
die Zelldichte der untersuchten Stdmme diente eine entsprechend beimpfte
Platte ohne Gift, die bei 30°C inkubiert wurde (siehe beispielhaft Abb. 3.7).

2.2.16 MNNG-Uberlebenskurve

Uberlebenskurven wurden sowohl erstellt, um den Effekt der Sensibilisierung
des Stammes Q2rngl ura durch das Tragen des Plasmids pB6 gegen MNNG
darzustellen; als auch, um die Uberexpression von SNG1 auf einem ,multi-
copy“-Plasmid in den Stammen Q1 und Q2rngl in Bezug auf das Uberleben
unter Inkubation mit MNNG zu untersuchen. Hierzu wurden die zu unter-
suchenden Stamme selektiv in SynCo-ura+GSH Uber Nacht bis zu einem Titer
von ca. 1-10° Zellen/ml (exponentielle Wachstumsphase) vorgezogen. An-
schlieRend erfolgte das Sedimentieren der Zellen durch Zentrifugation bei
6000 rpm fiur 15 min bei 4°C und das Einstellen des Titers mit Hefe-Puffer
(+ 20 mM EDTA fiir flockulierende Stamme) auf 1107 Zellen/ml. Je 1 ml der er-
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stellten Suspensionen wurde fir 30 min bei 30°C mit verschiedenen Kon-
zentrationen MNNG und als Kontrolle ohne MNNG inkubiert und anschlieRend
adaquate Verdiunnungen auf YEPD ausplattiert. Das Auszéhlen der Kolonien
erfolgte nach dreitagiger Inkubation bei 30°C.

Zur Bestimmung des Uberlebens wurde ein Quotient aus Zelltiter mit Gift-Be-
handlung zu Zelltiter ohne Giftbehandlung gebildet und graphisch gegen die
MNNG-Konzentration aufgetragen.

2.2.17 GSH-Schnelltest zur Identifikation von gsh1-

Mutanten

(Schmidt et al., 1996, modifiziert)

Dieser Test basiert auf dem Bedarf eines GSH-auxotrophen Stammes, GSH
von auf3en aufzunehmen, um auf einem synthetischem Medium ohne GSH-
Quelle zu uberleben. Ein GSH-prototropher Stamm ermdoglicht hierbei dem
GSH-auxotrophen Tester-Stamm das Wachstum durch die Abgabe von GSH in
das Medium, wodurch sich um den GSH-prototrophen Stamm ein Wachstums-
hof aus GSH-auxotrophen Zellen bildet.

Zur Herstellung der Indikatorplatten wurde der GSH-Tester-Stamm MG5312
(gsh1l-41::URA3/ gshl-41::URA3) Uber Nacht auf SynCo-Medium ohne GSH
vorgezogen. Von einer in Hefe-Puffer erstellten Suspension des GSH-Tester-
Stammes mit einem Titer von 1-107 Zellen/ml wurden 200 pl in ein auf 40°C
vorgewarmtes Weichagarréhrchen Uberfuhrt. AnschlieRend wurde der Weich-
agar mit dem GSH-Tester-Stamm auf einer SynCo-Platte ohne GSH verteilt.
Nach Verfestigung des Weichagars wurden 5 pl einer 1-10° Zellen/ml ent-
haltenden Suspension der zu untersuchenden Stdmme aufgetropft, wobei als
Positivkontrollen die Suspension eines GSH-prototrophen Stammes und eine
0,2 mg/ml-haltige GSH-L6sung dienten, von denen ebenfalls 5 ul aufgetropft
wurden. Die Platte wurde abschlielend 3 Tage bei 30°C inkubiert und die
GroRe des Wachstumshofes des Tester-Stammes um die aufgetropften
Suspensionen bestimmt, welcher eine Indikator fir die ins Medium abgegebene

GSH-Menge und somit als Nachweis fur eine intakte GSH-Synthese diente.
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2.2.18 Kreuzung haploider Hefestamme

Zur Herstellung diploider Hefestamme wurden zwei haploide Stamme mit den
unterschiedlichen Paarungstypen Mat a und Mat o auf einer YEPD-Platte ver-
mischt. Nach eintagiger Inkubation bei 30°C wurde von der Kreuzungsstelle
abgeimpftes Zellmaterial auf einem Selektivmedium vereinzelt, welches nur
diploiden Zellen und nicht den beiden Kreuzungspartnern das Wachstum er-
maoglicht. Nach 3 Tagen Inkubation bei 30°C wurden ausgewahlte Einzel-
kolonien auf KAc-Medium uberstrichen und nach 3 — 5 Tagen Inkubation bei
30°C mikroskopisch auf die Bildung von Asci untersucht, um sicherzugehen,

dass es sich bei den erhaltenen Einzelkolonien um Diplonten handelte.

2.2.19 Tetradenanalyse

Die Erstellung haploider Hefe-Stamme einer bestimmten Zusammensetzung
elterlicher Allele, sowie die Tetradenanalyse wurden durch Sporulation und an-
schlieBende Mikromanipulation erzielt. Hierzu wurde der zu untersuchende
diploide Stamm flr einen Tag bei 30°C auf PSM-Platten inkubiert und nach-
folgend dinn auf KAc-Medium Uberimpft. Auf diesem flr S. cerevisiae sehr
nahrstoffarmen Medium, sporuliert der Diplont nach etwa 3 — 5 Tagen Inku-
bation bei 30°C, so dass aus den fertig ausgebildeten Asci vier Sporen isoliert
werden konnten. Die Trennung der Sporen voneinander erfolgte mittels Mikro-
manipulation, bei der zunachst Zellmaterial in 3-Glucuronidase-Losung sus-
pendiert und fur 15 min bei 30°C inkubiert wurde. Durch Zugabe von 200 pl
sterilem destilliertem Wasser wurde der Zellwand-Verdau durch die
3-Glucuronidase verlangsamt und die erhaltene Suspension auf eine dinne
Agarosegel-Schicht aufgetragen. Unter dem Mikroskop wurden nun die vier
einzelnen, zu einem Ascus gehdrenden Sporen mit Hilfe einer beweglichen
Glasnadel aufgenommen und in einer Reihe auf dem Medium abgelegt. Die
Agarosegel-Schicht wurde anschlieBend auf eine YEPD-Platte aufgelegt und
diese bei 30°C inkubiert bis sich Kolonien gebildet hatten. Die nahere
Charakterisierung der Sporen erfolgte durch Uberimpfen der Sporen auf ver-

schiedene Selektivmedien.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung des RNG1-Gens mit Hilfe einer
Hefegenbank

3.1.1 Isolation und Charakterisierung MNNG-sensibler

Genbanktransformanten

Entstehung und Charakterisierung der verwendeten Stamme

Die zwei Hefestamme Q2rngl und Q2rng2 zeigten gegentber ihrem isogenen
Wildtyp Q2 eine groflere Resistenz gegen MNNG. Entstanden sind diese
beiden Stamme durch die Mutagenese des Stammes Q2, der aufgrund seiner
fehlenden GSH-Synthese bereits eine Hyperresistenz gegen MNNG aufwies.
Eine Ubersicht tiber die Entstehung der verschiedenen Mutanten gibt Abbildung
3.1.

Ql=WT
¢ Disruption

Q2 =gshl4a
/\ Selektion MNNG-
resistenter Mutanten
Q2rngl Q2rng2
Abbildung 3.1: Die Entstehung der verwendeten Stamme.
Die Resistenzen gegen MNNG der verschiedenen Stamme wurden in einem
Agardiffusionstest bestimmt (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Die verwendeten Stdmme im Agardiffusionstest gegen MNNG [4,86 mM].

Wie erwartet zeigte die gshl4-Mutante Q2 im Vergleich zum isogenen Wildtyp
Q1 eine Hyperresistenz gegen MNNG, da durch das Fehlen von GSH die Akti-
vierung von MNNG zu einem reaktiven Stoffwechselprodukt ausblieb. Die aus
dem Stamm Q2 entstandene Doppelmutante Q2rngl (gshl4; rngl-1) wies
durch die Zweitmutation eine noch starkere Hyperresistenz gegen MNNG aus.
Die starkste Hyperresistenz gegen MNNG zeigte jedoch der ebenfalls aus dem
Stamm Q2 entstandene Stamm Q2rng2 (gsh14; rng2-1).

Fur die Klonierung eines Gens mit Hilfe einer Genbank, die Uber die Komple-
mentation des zu untersuchenden Phanotyps gefuhrt wird, missen mehrere
Voraussetzungen erfullt sein. Dieser Phanotyp muss auf die Mutation in nur
einem Gen zurtickgehen und diese Mutation darf nicht dominant sein.

Diese Voraussetzungen waren nur in Bezug auf die Mutation rng1-1 im MNNG-
hyperresistenten Hefe-Stamm Q2rngl erfullt, da diese Mutation semidominant,
die Mutation rng2-1 jedoch dominant ausgepragt wurde (Aljazzar, 2002).

Der Stamm Q2rngl wies neben der MNNG-Hyperresistenz auch noch eine
Sensibilitat gegen Lithium, 37°C, Cadmium, Wasserstoffperoxid und Nystatin
auf. Da nicht eindeutig geklart werden konnte, ob diese weiteren Ph&notypen
auf die Mutation im RNG1-Gen zuriickgingen (Aljazzar, 2002), wurde eine
Negativ-Selektion tber den MNNG-Phanotyp durchgefihrt.

Negativ-Selektion positiver Transformanten
Zur Klonierung von RNG1 wurde der im URA3-Gen disruptierte Hefe-Stamm
Q2rngl ura’ mit einer, auf dem ,single copy“-Vektor YCp50, welcher das URA3-
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Gen als Selektionsmarker trug, basierenden Hefegenbank transformiert. Die
Selektion auf das Tragen eines Vektors erfolgte auf synthetischem Medium
ohne Uracil.

Die Untersuchung auf die Komplementation der verstarkten Hyperresistenz
gegen MNNG erfolgte Uber eine Negativ-Selektion. Erwartet wurde, dass die
Transformation von RNGL1 in den Stamm Q2rngl zur Sensibilisierung gegen
MNNG fuhrte. Aufgrund der Semidominanz der Mutation rngl-1 wurde jedoch
keine vollstandige Komplementation der verstarkten MNNG-Hyperresistenz er-
wartet, sondern ein Resistenz-Niveau, das zwischen dem des Stammes Q2 und
dem des Stammes Q2rngl liegt.

Die Selektion erfolgte tUber das Auftropfen von Suspensionen der erhaltenen
Transformanten auf MNNG-haltiges Medium und nicht durch Agar-
diffusionstests, da Uber diesen Weg mehr Transformanten in kirzerer Zeit und
mit weniger Aufwand getestet werden konnten. Durch Vortests wurden die Zell-
dichte und die MNNG-Konzentration so eingestellt, dass die Positiv-Kontrolle
Q2 kein Wachstum zeigte, die Negativ-Kontrolle Q2rngl jedoch wachsen
konnte. Erwartet wurde, dass eine positive Transformante kein Wachstum auf
dem MNNG-haltigen Medium aufweist.

Das exakte Vorgehen zur Selektion ist unter 2.2.12 (,Selektion MNNG-sensibler
Genbanktransformanten®) beschrieben. Abbildung 3.3 zeigt exemplarisch eine
Selektionsplatte.
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Abbildung 3.3: Auf MNNG-haltiges Medium aufgetropfte Transformanten (Al: Kontroll-
Stamm Q2; G3: MNNG-sensible Transformante).

Der Test liel3 erwarten, dass es zur Klonierung des zu identifizierenden RNG1-

Gens kommt. Des weiteren koénnte es zu einer Sensibilisierung von Trans-
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formanten durch die Transformation mit GSH1 kommen, da der verwendete
Stamm neben der Mutation rngl-1 auch noch die Mutation im GSH1-Gen trug,
die eine Hyperresistenz gegen MNNG verlieh. Ebenso ist eine Sensibilisierung
moglich, die auf das Tragen einer zweiten Kopie eines Gens zuriickgeht, was
z.B. zum vermehrten Import von MNNG fihren wirde. Auch kann eine
genomische Mutation, unabhangig vom Tragen des Plasmids, zu einer
Sensibilisierung fuhren.

Uber diese Selektionsmethode wurden 3950 Transformanten untersucht. EIf
wiesen eine Sensibilisierung gegen MNNG auf. Zur Bestatigung der be-
obachteten Sensibilisierung wurden sensible Klone von der Kontroll-Platte ohne
Gift isoliert und vermehrt. Diese wurden in Agardiffusionstests gegen MNNG
erneut getestet, um zum einen die Sensibilisierung zu bestéatigen und zum
anderen einzuordnen, ob das fehlende Wachstum auf dem Selektivmedium tat-
sachlich auf die gewiinschte Sensibilisierung auf ein Niveau zwischen der
Sensibilitat der Stamme Q2 und Q2rngl zurtickging. Als Kontrollen dienten
hierbei jeweils der Stamm Q2 und der Stamm Q2rngl ura  transformiert mit
dem leeren YCp50-Vektor. Nur bei vier Transformanten (B6, C9, G3 und G10)
lie@ sich die gewinschte Sensibilitait finden, die anderen wiesen keine

reproduzierbare Sensibilisierung gegen MNNG auf.

Tests auf das Vorliegen einer plasmidgebundenen Sensibilisierung

Um sicherzustellen, dass die beobachtete Sensibilisierung der vier Transfor-
manten gegen MNNG auf das Tragen des Plasmids zurtickging und nicht etwa
auf einer genomischen Mutation basierte, wurde ein Plasmidverlust eingeleitet.
Hierzu wurden die Transformanten auf 5-FOA-haltigem Medium vereinzelt, um
auf Uracil-auxotrophe und somit plasmidlose Klone zu selektieren. Zusatzlich
wurde das Plasmid aus den Transformanten isoliert und in den Hefe-Stamm
Q2rngl ura retransformiert. Es zeigte sich nur bei den Transformanten B6 und
G3 eine plasmidgebundene Sensibilisierung, da hier nach Verlust des Plasmids
die Hyperresistenz eines Q2rngl-Stammes wiederkehrte bzw. nach der

Retransformation erneut eine Sensibilisierung gegen MNNG eintrat (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Die Transformante B6 zeigte nach Plasmidverlust im Agardiffusionstest
gegen MNNG [6,80 mM] wieder eine Hyperresistenz, die dem ur-
sprunglichen Stamm Q2rngl entsprach.

Die Transformanten C9 und G10 wiesen hingegen noch nach dem Plasmid-
verlust eine erhohte Sensibilitdt gegen MNNG aus. Das lasst darauf schliel3en,
dass die vorgefundene Sensibilisierung in diesen beiden Transformanten auf
eine genomische Mutation und nicht auf das Tragen des Plasmids zuriickging.
Diese Uberlegung wurde dadurch erhértet, dass das jeweilige Plasmid pC9 und
pG10 nach der Retransformation in den Stamm Q2rngl ura nicht zu einer

Sensibilisierung gegen MNNG flhrte.

Tests auf die Klonierung des GSH1-Gens

Da in dem Stamm Q2rngl neben der Mutation im RNG1-Gen das GSH1-Gen
disruptiert vorlag und das Anschalten der GSH-Synthese zu einer
Sensibilisierung gegen MNNG fihrte, wurde n&her untersucht, ob die
Sensibilisierung der verbliebenen Transformanten B6 und G3 auf das Tragen
eines GSH1-enthaltenden Plasmids zuriickging. Hierzu wurden diese Trans-
formanten mittels eines GSH-Schnelltests auf das Vorhandensein der GSH-
Synthese getestet. Da in dem Ausgangsstamm Q2rngl das GSH1-Gen dis-
ruptiert vorlag, wirde nur die Transformation mit dem GSH1-Gen zum Ein-
schalten der GSH-Synthese fihren. Es wies nur die Transformante G3 eine
funktionierende GSH-Synthese auf (Daten nicht gezeigt), womit gezeigt wurde,
dass die Sensibilisierung der Transformante G3 nicht auf die Transformation mit

RNG1, sondern auf die Transformation mit GSH1 zurtickging.
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Tests auf das Vorliegen einer rngl-spezifischen-Sensibilisierung durch
pB6

Um sicherzugehen, dass die durch das Plasmid pB6 erfahrene Sensibilisierung
gegen MNNG, durch die Komplementation von rngl-1 ausgelost wurde und
nicht auf eine allgemeine Sensibilisierung zuriickging oder in Zusammenhang
mit der Disruption des GSH1-Gens stand, wurde das Plasmid pB6 in den Wild-
typ-Stamm Q1 und die isogene gshl4-Mutante (Q2) transformiert. Als Kontrolle
wurden die Stamme Q1, Q2 und Q2rngl ura jeweils zuséatzlich mit dem leeren
YCp50-Vektor transformiert und die erhaltenen Transformanten im Agar-
diffusionstest auf ihre Sensibilitdt gegen MNNG getestet. Im Gegensatz zum
Stamm Q2rngl ura zeigten weder der Stamm Q1, noch der Stamm Q2 eine
Sensibilisierung gegen MNNG durch das Tragen des Plasmids pB6, wodurch
sichergestellt wurde, dass es sich bei der Sensibilisierung um einen RNG1-be-

zogenen Effekt handelte.

Untersuchung auf die Komplementation weiterer Ph&notypen einer
rngl-1-Mutante durch das Plasmid pB6

Der verbliebene Klon B6 wurde zusatzlich, mit Hilfe des Tropftitertests, auf die
Komplementation der Lithium- und der 37°C-Sensibilitat getestet. Es zeigte sich
jedoch, dass das Plasmid pB6 nicht zur Komplementation einer dieser beiden
Sensibilitaten fuhrte. Da jedoch nicht sicher festgestellt werden konnte, ob diese
im Stamm Q2rngl beobachteten Sensibilitaten ebenfalls auf die MNNG-Hyper-
resistenz auslosende Mutation im RNG1-Gen zuriickgingen (Aljazzar, 2002),

konnte die Klonierung von RNG1 nicht ausgeschlossen werden.

Uberlebenskurve

Zur Quantifizierung der Sensibilisierung des Stammes Q2rngl ura” durch das
Tragen des Plasmids pB6 gegen MNNG, wurde diese Transformante mittels
einer MNNG-Uberlebenskurve (siehe 2.2.16 ,MNNG-Uberlebenskurve®) mit der
entsprechenden Transformante mit leerem Vektor (YCp50) verglichen. Nach
30-mindtiger Inkubation mit 10 pg/ml MNNG zeigte der Stamm Q2rngl ura
transformiert mit dem leeren Vektor YCp50 ein Uberleben von 63%. Durch das

Tragen des Plasmids pB6 wurde das Uberleben dieses Stammes nach Inku-
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bation mit MNNG auf 48% gesenkt. Es konnte hiermit der im Agardiffusionstest

gezeigte Effekt bestatigt werden.

Fur den Klon B6 konnte gezeigt werden, dass die vorgefundene
Sensibilisierung gegen MNNG plasmid-gebunden war, nicht auf die Klonierung
des GSH1-Gens zurickging und rngl-spezifisch war. Somit wurde dieses

Plasmid weiter untersucht.

3.1.2 Charakterisierung des Plasmids pB6

Mit Hilfe des zuvor in E. coli amplifizierten Plasmids wurde der Passagier se-
quenziert. Ein zuvor durchgefuhrter Kontrollverdau mit dem Restriktionsenzym
Pstl ergab das Vorliegen eines Passagiers mit einer ungefahren Gréf3e von
10 kbp. Ein Sequenzabgleich mit der Hefegenom-Datenbank
(http://mips.gsf.de) ergab, dass es sich bei dem enthaltenen Passagier um
einen 10365 bp groRen Bereich des Chromosoms XlI handelte (Abb. 3.5).



Ergebnisse 47

sall RA
hdel =coR|
Pt :
Hindlll
ECDRV NdE|
Bl Balll ++
s R Ndlel ++
Smal Cgll
¥holl " a
TRt & il
AT REX3 \ i
Er?ﬁll sti++
¥holl Hpal
Hhol YLR108c pn|
EcoR|++
Xholl AHP1 ; §{Q§|”
“Eﬁ%l COWT? Hpal ++
™ e ORI # A Neales
¥holl o HOGI »* / popn
++ ¥holl - £ i
++¥holl Co
++EEDR|MCU|++
Clal EcoR|
Hindlll Pstl
EcoRV EcoRl
holl Sall
Ndel ¥holl
Pstl *holl

Abbildung 3.5: Restriktionskarte des Plasmids pB6.

Der Passagier enthielt acht Gene, von denen nur der unbekannte offene Lese-
rahmen YLR106c¢ nicht komplett enthalten war (nur 300 bp von insgesamt
14729 bp waren vorhanden). Von den sieben vollstandig vorliegenden Genen
kodierten vier fur Proteine einer bekannten Funktion:

e REXS: eine zur Familie der 3' — 5’ Exonukleasen gehdrende RNA-

Exonuklease

e AHPL1: eine Alkylhydroperoxid-Reduktase

e CCW12: ein Zellwand-Mannoprotein

e HOG1: eine Serin / Threonin-Protein-Kinase der MAP-Kinase-Familie.
Des weitern lagen noch drei offene Leserahmen (ORFs) unbekannter Funktion
vor: YLR108c, YLR111w und YLR112w.

Subklonierung des auf dem Plasmid pB6 enthaltenen Passagiers
Zur ldentifizierung des Gens, welches fur die Sensibilisierung der rngl-1-
Mutante gegen MNNG verantwortlich war, wurde der Passagier subkloniert.
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Hierzu wurden verschiedene Strategien angewendet. Zum einen wurden die
gegebenen Restriktionsschnittstellen genutzt, um ein zwischen zwei Schnitt-
stellen liegendes Fragment zu entfernen und den Vektor zu religieren. Zum
anderen wurden die Restriktionsschnittstellen genutzt, um bestimmte Frag-
mente gezielt in einen Vektor umzusetzen. Hierzu wurde der Ausgangsvektor
pB6 mit der entsprechenden Restriktionsendonuklease restringiert, der
Restriktionsansatz auf ein Agarosegel aufgetragen und das gewinschte Frag-
ment nach Ablauf der Elektrophorese aus dem Agarosegel extrahiert. Es folgte
die Klonierung in einen, mit der gleichen Restriktionsendonuklease gedffneten
Vektor (,single copy“-Vektor pRS314 bzw. ,multi copy“-Vektor pRS424, welche
beide das TRP1-Gen als Selektionsmarker trugen). Mit diesen Ligations-
ansatzen wurde daraufhin E. coli transformiert und pro Ansatz
12 Transformanten vermehrt, das Plasmid isoliert und der Erfolg der Ligation
durch Restriktion mit Restriktionsendonukleasen und anschlieBende Gel-
elektrophorese kontrolliert. Mit den neuen Plasmiden wurde der Stamm Q2rngl
transformiert und die erhaltenen Transformanten im Agardiffusionstest gegen
MNNG getestet, indem sie mit den entsprechenden Kontrollen, Q2rngl ura’
x leerer Vektor (YCp50, pRS314 oder pRS424) und Q2rngl ura” x pB6, ver-
glichen wurden. Die konstruierten Plasmide und die sich daraus ergebenen
Daten sind in Tabelle 3.1 und in Abbildung 3.6 zusammengefasst.



Tabelle 3.1: Konstruktion und Auswertung der Subklone (Es bedeutet: + Sensibilisierung des Stammes Q2rngl ura gegen MNNG, - keine
Sensibilisierung, * heterogenes Wachstum nach Transformation)
Plasmid | Basis- | Ausgangsplasmid | Konstruktion Kontroll- vollstandig partiell Ergebnis des
Vektor des Plasmids | Restriktionsendonukleasen | enthaltene Gene | enthaltene | Agardiffusionstests
(inkl. Promotor) Gene gegen MNNG
pB6- | YCp50 pB6 Religation Pwvull, Ncol REX3, AHP1, +
PvullA | ,single nach Pvull- YLR108c, CCWw12
copy"” Restriktion YLR111w,
YLR112w,
HOG1
pB6- |pRS314 pB6 Umsetzen | EcoRI, Pvull, Ncol, Sacl | AHP1, CCW12 | YLR108c, -
A »single des 2408 bp YLR111w
copy” EcoRI-
Fragments
pB6- |pRS314 pB6 Umsetzen Clal, Kpnl AHP1, CCW12, | YLR108c, -
D »single des 3969 bp YLR111w YLR112w
copy* Clal-
Fragments
pB6- |pRS314 pB6 Umsetzen Pstl, Pvull AHP1, CCW12, | YLR108c, -
E »single des 4742 bp YLR111w, HOG1
copy“ Pstl- YLR112w
Fragments




Plasmid | Basis- | Ausgangsplasmid | Konstruktion Kontroll- vollstandig partiell Ergebnis des
(pB6-) Vektor des Plasmids | Restriktionsendonukleasen | enthaltene Gene | enthaltene | Agardiffusionstests
(inkl. Promotor) Gene gegen MNNG
pB6- |pRS314 pB6 Umsetzen Clal, EcoRl HOG1 YLR112w -
H »single des 2621 bp
copy"* Clal-
Fragments
pB6- |pRS424 pB6 wie pB6-A Pwvull, Sacl AHP1, CCW12 | YLR108c, -
I »multi YLR111lw
copy"
pB6- |pRS424 pB6 wie pB6-E Pwvull, Kpnl AHP1, CCW12, | YLR108c, -*
J »multi YLR111w, HOG1
copy“ YLR112w
pB6- |pRS424 pB6 wie pB6-D Clal, Kpnl AHP1, CCW12, | YLR108c, -*
K »multi YLR111w YLR112w
copy"
pB6- |pRS424 pB6 wie pB6-H Clal, EcoRl HOG1 YLR112w -
L ~multi

copy”




Plasmid | Basis- | Ausgangsplasmid | Konstruktion Kontroll- vollstandig partiell Ergebnis des
(pB6-) Vektor des Plasmids | Restriktionsendonukleasen | enthaltene Gene | enthaltene | Agardiffusionstests
(inkl. Promotor) Gene gegen MNNG
pB6- |pRS424 pB6 Umsetzen | Sall + Xhol, Pvull, Sacl, REXS, HOG1 *
M »multi des 8823 Scal, EcoRl YLR108c,
copy* bp-Sall- AHP1, CCW12,
Fragments YLR111w,
YLR112w
pB6- |pRS424 pB6-M Religation Kpnl, Pvull, EcoRI REXS, AHP1, -
N »multi nach Ncol- YLR108c YLR112w,
copy"* Restriktion HOG1
pB6- |pRS424 pB6-M Religation Sacl, Scal, EcoRl AHP1, CCW12,| HOG1 *
O ~multi nach Sacl- YLR111w,
copy"” Restriktion YLR112w
pB6- |pRS424 pB6-M Umsetzen Clal, Pstl, EcoRI REX3, -
P »multi des 5093 bp YLR108c
copy” Sacl-

Fragments




Plasmid | Basis- | Ausgangsplasmid | Konstruktion Kontroll- vollstandig partiell Ergebnis des
(pB6-) Vektor des Plasmids | Restriktionsendonukleasen | enthaltene Gene | enthaltene | Agardiffusionstests
(inkl. Promotor) Gene gegen MNNG
pB6- |pRS424 pB6 Amplifikation BamHI, BssHII YLR111w -
Q »multi des 688 bp
copy* grol3en
Fragments
mittels PCR
pB6- |pRS424 pB6 Amplifikation BamHI, Ncol YLR112w -
R »multi des 888 bp (moglicherweise
copy* grof3en ohne Promotor)
Fragments
mittels PCR
pB6- |pRS424 pB6 Amplifikation BamHI, EcoRl YLR111w, -*
S »multi des 1519 bp YLR112w
copy"* grof3en
Fragments
mittels PCR
pB6- |pRS314 pB6 wie pB6-S BamHI, EcoRl YLR111w, -
T »single YLR112w
copy”
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Abbildung 3.6: Der auf dem Plasmid pB6 enthaltene Passagier und die daraus gebildeten Subklone.
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Die oben zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass lediglich das Plasmid
pB6-PvullA im Stamm Q2rngl zu einer Sensibilisierung gegen MNNG flhrte.
Da neben den vollstandig vorhandenen Genen, die Gene AHP1 und CCW12
zumindest partiell auf diesem Passagier enthalten waren, konnte keines dieser
Gene als Allel von RNG1 ausgeschlossen werden. Widersprichlich hierzu war
die Tatsache, dass kein weiterer, erstellter Subklon eine Sensibilisierung gegen
MNNG herbeifihren konnte, obwohl jedes der auf dem Plasmid pB6-PvullA
enthaltenen Gene zumindest einmal vollstandig auf einem der weiteren Plas-

mide vertreten watr.

Tests auf weitere Phanotypen des Stammes Q2rngl

Da durch das Subklonieren keine Verringerung der Anzahl moglicher RNG1-
Gene erzielt werden konnte, wurde in der Literatur nach Mutanten-Phanotypen
der auf dem Plasmid pB6 enthaltenen Gene gesucht, um den Stamm Q2rngl
auf die Auspragung der entsprechenden Phanotypen zu testen.

Lee et al. (1999) beschrieben, dass die Deletion des Gens AHP1 in S. cere-
visiae zu einer Sensibilisierung gegen t-BOOH und Cadmium, sowie zu einer
erhohten Resistenz gegen Menadion fuihrt. Der Stamm Q2rngl zeigte jedoch im
Vergleich mit dem Stamm Q2 im Agardiffusionstest lediglich eine
Sensibilisierung gegen Cadmium, jedoch keine weiteren fir eine ahpl-Dis-
ruptante typischen Phanotypen.

Die Deletion des Gens CCW12 fuhrt in S. cerevisiae zu einer verstarkten
Sensibilitat gegen ,Calcofluor white“ (CCW) und ,Congo red“ (Mrsa et al.,
1999). Beide Stoffe wirken zumeist bei Zellwand-Mutanten sensibilisierend. Im
Tropftitertest wurde somit die Sensibilitat des Stammes Q2rngl im Vergleich
zum Stamm Q2 getestet, wobei sich jedoch zeigte, dass beide Stamme die
gleiche Sensibilitdt gegen CCW aufwiesen. Auf der anderen Seite zeigte der
Stamm Q2rngl eine Sensibilitéat gegen ,Congo red“ (Abb. 3.7).
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Q2rngt x
pB6
Q2rngi x

Abbildung 3.7: Der Stamm Q2rng1l zeigte im Tropftitertest eine erhdhte Sensibilitat gegen
~Congo red" (links: Kontrollplatte ohne Gift; rechts: YEPD + 19,2 mg/l
»congo red").

Es zeigte sich, dass ein Ausfall der GSH-Synthese nicht zu einer
Sensibilisierung gegen ,Congo red” fuhrte, da der Stamm Q2 (gsh1A4) im Ver-
gleich zum isogenen Wildtyp Q1 die gleiche Sensibilitat aufwies. Die Mutation
rngl-1 fuhrte jedoch zu einer Sensibilisierung (Q2rngl ist sensibler als Q2),
wobei das Tragen des Plasmids pB6 den Stamm Q2rngl nicht resistenter
machte. Da die GSH-prototrophe Einfach-Mutante Q2rngl x pG3 (enthielt
plasmid-gebunden das GSH1-Gen) immer noch eine, jedoch geringere,
Sensibilitat aufwies, lasst sich daraus schlieRen, dass die Sensibilitat des
Stammes Q2rngl gegen ,Congo red“ auf die Doppelmutation (rngl-1 und
gshlA) zurtckging, wobei die Mutation im RNG1-Gen hierfiir essentiell war. Der
Stamm Q2rngl zeigte somit nicht alle Phanotypen einer ccw12-Disruptante,
was die Vermutung nahe legte, dass dieses Gen im Stamm Q2rngl nicht dis-
ruptiert vorlag.

Neben CCW12 hat auch das auf dem Passagier vorliegende Gen HOG1 einen
Einfluss auf CCW. Garcia-Rodriguez et al. (2000) isolierten mehrere CCW-re-
sistente Mutanten, die Mutationen im HOG1-Gen trugen. Wie oben be-
schrieben, I6st die Mutation rngl-1 jedoch eine Sensibilisierung und keine er-
hohte Resistenz gegen CCW aus, was zeigte, dass der Stamm Q2rngl keine
der beschriebenen Mutationen im HOG1-Gen trug.

Fur das Gen REX3 und die ORFs YLR108c, YLR111w sowie YLR112w wurden
in der Literatur keine, bzw. keine im Rahmen dieser Diplomarbeit zu testenden

Phanotypen von Mutanten gefunden.
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Da sich die beschriebenen Phanotypen immer auf eine bestimmte Mutation, ob
Punktmutation oder Deletion, in dem entsprechenden Gen bezog und nicht
sichergestellt war, dass es sich bei der Mutation im RNG1-Gen um die gleiche
Mutation handelte, konnte die fehlende Ubereinstimmung der Phanotypen der
beschriebenen ahpl-, ccwl2- sowie der beschriebenen hogl-Mutante mit dem
der rngl-Mutante nicht zum Ausschluss dieser Gene als mdgliche RNG1-Allele
dienen. Zudem konnte der unterschiedliche genetische Hintergrund der be-
schriebenen Hefe-Stamme und des in dieser Arbeit untersuchten Stammes

Q2rng1l die Auspragung der Phanotypen beeinflussen.

Komplementationsversuche

Um weiter zu untersuchen, welches der auf dem Plasmid pB6 enthaltenen
Gene den Stamm Q2rngl gegen MNNG sensibilisierte, wurden
Komplementationsversuche durchgefiihrt. Untersucht wurde somit, ob be-
stimmte Disruptanten in der Lage waren, die erhohte MNNG-Hyperresistenz
des Stammes Q2rngl zu komplementieren. Falls also eine Disruptante nicht in
der Lage sein sollte, diese Hyperresistenz zu komplementieren, wirde dies nur
auf das Vorliegen der gleichen Mutation zurtickzufiihren sein. Es wurden hierzu
Stamme verwendet, bei denen die auf dem Plasmid pB6 enthaltenen Gene
REX3 (Stamm Y12718), AHP1 (Stamm Y12720) und CCW12 (Stamm Y17107),
sowie des ORFs YLR108c (Stamm Y12719) disruptiert vorlagen. Diese
Stamme wurden jeweils mit den Stammen Q2 (als Kontrolle), Q2rngl und
Q2rngl x pB6 gekreuzt und die hieraus erhaltenen Diplonten in Agardiffusions-
tests gegen MNNG getestet. Als weitere Kontrollen dienten die Kreuzungen der
Stamme Q2 und Q2rngl mit dem Wildtyp Y10000. Es zeigte sich, dass die
Kreuzung des Stammes Q2rngl mit jeder der vier Disruptanten zu einer
MNNG-Hyperresistenz filhrte, die der Hyperresistenz eines Diplonten aus der
Kreuzung der Stamme Q2rngl mit dem Wildtyp Y10000, entsprach. Die ge-
testeten Disruptanten konnten somit die Hyperresistenz des Stammes Q2rngl
so weit komplementieren, wie ein Wildtyp es konnte, was die Vermutung zu-
l&sst, dass es sich, weder bei REX3, noch bei YLR108c, noch bei AHP1, noch
bei CCW12 um RNG1 handelte.

Da auch das Fehlen intakter Mitochondrien zu einer Sensibilitaét gegen MNNG

fuhrte (Daten nicht gezeigt), wurden die getesteten Stamme auf ihre Atmungs-
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kompetenz untersucht. Hierbei zeigten sich alle Stamme atmungskompetent,
womit bei den oben beschriebenen Agardiffusionstests von einheitlichen Vor-
aussetzungen ausgegangen werden konnte.

Um sicherzugehen, dass bei den verwendeten Disruptanten das gewilnschte
Gen tatsachlich disruptiert vorlag, wurden diese auf die in der Literatur be-
schriebenen Phanotypen (siehe oben) der entsprechenden Disruptante, ge-

testet.

Abbildung 3.8: Die ccw12-Disruptante zeigte die in der Literatur beschriebene Sensibilitat
gegen CCW und ,,Congo red” (oben: Kontrollplatte ohne Gift; unten links:
YEPD + 40 uM CCW; unten rechts: YEPD + 19,2 mg/l Congo red).
Die in Abb. 3.8 dargestellten Ergebnisse zeigen das Vorhandensein einer
CCW- und einer ,Congo red“-Sensibilitat der ccwl12-Disruptante, was
bestatigte, dass bei diesem Stamm tatsachlich das Gen CCW12 disruptiert
vorlag.
Die ahpl-Disruptante zeigte im Vergleich zum isogenen Wildtyp Y10000 eine
deutliche Resistenz gegen Cadmium, eine leichte Resistenz gegen Menadion,
sowie die gleiche Sensibilitat wie der Wildtyp gegen t-BOOH. Beschrieben
waren jedoch sowohl eine Cadmium-, als auch eine t-BOOH-Sensibilitat (Lee et
al., 1999). Lediglich die beschriebene Menadion-Resistenz zeigte sich bei dem

getesteten Stamm. Es konnte somit nicht davon ausgegangen werden, dass es
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sich bei dem, fur die Komplementationsversuche eingesetzten Stamm tat-
sachlich um eine ahpl-Disruptante handelte.

Da fur die Deletion des Gens REX3 und des ORFs YLR108c keine im Rahmen
dieser Diplomarbeit durchfiihrbaren Tests, bzw. keine Phanotypen in S. cere-
visiae bekannt waren, konnten diese beiden verwendeten Disruptanten auf
diese Weise nicht auf das tatsachliche Vorliegen der Disruption getestet
werden. Es konnten somit nur zwei der vier verwendeten Disruptanten Uberprift

werden.

3.1.3 Untersuchung der Uberexpression einzelner

Gene des Plasmids pB6

Bei Erstellung der Subklone wurden auch einzelne Fragmente des auf dem
Plasmid pB6 enthaltenen Passagiers in den ,multi copy* Vektor pRS424 ligiert.
Hierbei zeigte sich nach Transformation des Stammes Q2rngl ura mit den
Plasmiden pB6-J, -K, -M, -O und -S (siehe Tab. 3.1 und Abb. 3.6) ein hetero-
genes Wachstum der erhaltenen Transformanten (siehe Abb. 3.9).
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Abbildung 3.9: Der Stamm Q2rng1l ura zeigte nach Transformation mit dem , multi copy”
Plasmid pB6-O ein heterogenes Wachstum der erhaltenen Trans-
formanten (rechts). Das linke Bild zeigt das gewdhnliche Wachstum nach
Transformation des Stammes Q2rngl ura mit einem , multi copy“ Plasmid
(hier pB6-P). Es wurden jeweils 100 ul des Transformationsansatzes auf
SynCo-Trp+GSH-Medium aufgespatelt.

Charakteristisch fur das heterogene Wachstum war das Ausbilden deutlich

kleinerer Kolonien, sowie das glasige Erscheinungsbild der grol3eren Kolonien.

In dieser Gruppe der heterogen wachsenden Transformanten gab es zudem

einige, die bereits nach Uberstreichen von der Transformationsplatte auf ein

neues Selektivmedium keinerlei Wachstum mehr zeigten (Q2rngl ura’ x pB6-M
bzw. O). Andere Transformanten zeigten erst nach zweimaligem Uberstreichen
keinerlei Wachstum mehr (Q2rngl ura” x pB6-J bzw. K) und weitere Transfor-
manten zeigten keinerlei Absterben nach mehrmaligem Uberstreichen

(Q2rngl ura” x pB6-S). Das Hauptaugenmerk wurde somit auf das einheitlich

vorgefundene heterogene Wachstum der Transformanten nach Transformation

mit den Plasmiden pB6-J, -K, -M, -O und -S gelegt.

Charakterisierung des heterogenen Wachstums

Zur ndheren Charakterisierung des heterogenen Wachstums durch pRS424-
Derivate wurde untersucht, ob eine heterogen wachsende Transformante
schneller ihr Plasmid verliert, als eine gewohnlich wachsende Transformante.
Exemplarisch wurde hierzu bei den Stammen Q2rngl, transformiert mit den
Plasmiden pB6-O bzw. dem leeren Vektor pRS424, welche beide das TRP1-
Gen als Selektionsmarker enthielten, die Plasmid-Stabilitat unter nicht
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selektiven Bedingungen getestet. Keine der auf YEPD-Platten angewachsenen
542 Uberstempelten Kolonien des Stammes Q2rngl x pB6-O war nach dem
Uberstempeln auf Plasmidtrager-selektierende Agarplatten (SynCo-Trp+GSH)
angewachsen, was einem Plasmidverlust von 100% entsprach. Im Gegensatz
hierzu konnte nur bei 72% (377 von 522) der Kolonien des Stammes
Q2rngl ura’ x pRS424 nach Ubertragen der angewachsenen Klone auf das

Selektivmedium, kein Wachstum mehr festgestellt werden (Abb. 3.10).

Abbildung 3.10: Der Stamm Q2rngl ura x pB6-O (rechts) verliert, im Gegensatz zum
Stamm Q2rngl ura x pRS424 (links) bevorzugt das Plasmid.

Dies zeigt, dass alle auf YEPD-Medium angewachsenen Kolonien des
Stammes Q2rngl x pB6-O anwachsen konnten, weil sie ihr heterogenes
Wachstum verursachendes Plasmid verloren hatten.

Des weiteren wurde eine mikroskopische Untersuchung der heterogen
wachsenden Transformanten durchgefihrt, um festzustellen, ob diese
madglicherweise aufgrund des Arretierens in einer bestimmten Phase des Zell-
zyklus deutlich kleinere Kolonien ausbildeten. Es wurden jedoch Zellen in allen
Phasen des Zellzyklus aufgefunden, wodurch ein Defekt im Zellzyklus aufgrund
der Uberexpression eines bestimmten Gens eher unwahrscheinlich erschien.
Um weitergehend zu untersuchen, ob das heterogene Wachstum aufgrund der
Uberexpression eines bestimmten Gens mit der im Stamm Q2rngl ura  vor-
liegenden Mutation im RNG1- oder im GSH1-Gen zusammenhing, wurden der
Wildtyp Q1 und die isogene gshlA-Mutante Q2 mit dem Plasmid pB6-M trans-
formiert. In beiden Fallen zeigte sich auf den Transformationsplatten ein hetero-
genes Koloniewachstum, was bedeutete, dass keine der beiden Mutationen

Voraussetzung fur das heterogene Wachstum war. Da sich der, in den drei ge-
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testeten Stammen Q1, Q2 und Q2rngl ura” vorliegende genetische Hintergrund
entsprach, wurde ein weiterer Wildtyp (Y202) mit einem anderen genetischen
Hintergrund getestet. Da sich auch hier nach Transformation mit dem Plasmid
pB6-M ein heterogenes Koloniewachstum der enthaltenen Transformanten
zeigte, konnte das durch die Plasmide pB6-J, -K, -M, -O und -S hervorgerufene
heterogene Wachstum als unabhangig von der genetischen Konstitution be-

stimmt werden.

Identifikation des heterogenen Wachstums auslésenden ORFs

Ein Vergleich der auf diesen Plasmiden enthaltenen Passagiere (siehe Tab. 3.1
und Abb. 3.6) zeigte, dass alle funf Plasmide nur einen kleinen gemeinsamen
Bereich aufwiesen, der die ORFs YLR111w und YLR112w enthielt. Um sicher-
zustellen, ob das heterogene Wachstum auf die Uberexpression eines der
beiden, oder beider ORFs zurtickging, wurden beide ORFs sowohl getrennt
voneinander, als auch zusammen, mit Hilfe der Tag-Polymerase amplifiziert
(siehe 2.2.9 ,Polymerase-Kettenreaktion (PCR)“). Anhand der kunstlich er-
zeugten BamHI-Schnittstellen wurden die PCR-Produkte in den Vektor pRS424
ligiert, die erhaltenen Vektoren (pB6-Q mit dem ORF YLR111w, pB6-R mit dem
ORF YLR112w und pB6-S mit den beiden ORFs zusammen als Passagier)
mittels E. coli amplifiziert und nach Kontrollen mit Restriktionsendonukleasen
der Stamm Q2rngl ura’ transformiert. Nur die Transformation mit dem Plasmid
pB6-S flihrte zu einem heterogenen Wachstum der Transformanten. Um aus-
zuschlie3en, dass das Ausbleiben des heterogenen Wachstums nach Trans-
formation mit den beiden anderen Plasmiden auf einen Fehler der Tag-Poly-
merase bei der Amplifikation eines der beiden ORFs zuriickging, wurden beide
ORFs zusatzlich mit der Pwo-Polymerase amplifiziert, welche im Gegensatz zur
Tag-Polymerase eine ,proofreading“-Funktion besal3. Hierdurch wurden jedoch
die zuvor gewonnen Ergebnisse bestatigt. Es konnte somit ausgeschlossen
werden, dass das heterogene Wachstum durch die Uberexpression des ORFs
YLR111w ausgeldst wurde. Im Falle des ORFs YLR112w konnte nicht sicher-
gestellt werden, dass der vollstindige Promotor mit dem ORF amplifiziert
wurde, da die ,Primer* hier ,sehr eng“ gewéhlt wurden (siehe Abbildung 3.6). Es
l&sst sich somit nicht ausschliel3en, dass das Ausbleiben des heterogenen

Wachstums auf das Fehlen von Teilen des Promotors zuriickging.
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Da die beiden ORFs nur durch 71 bp voneinander getrennt vorlagen und beide
auf dem gleichen Strang positioniert vorlagen, wurde die Mdéglichkeit in Betracht
gezogen, dass es sich bei den ORFs YLR111w und YLR112w um einen ein-
zelnen ORF handelte. Um diesen mdglichen Sequenzierfehler auszuschliel3en,
wurde das Ende des ORFs YLR111w sequenziert und auf das Vorhandensein
des Stop-Codons TGA untersucht (Sequenz siehe Anhang). Es zeigte sich,
dass es sich bei den ORFs YLR111w und YLR112w tatsachlich um zwei ORFs
handelte. Das bedeutet, dass das heterogene Wachstum entweder durch die
Uberexpression des ORFs YLR112w oder durch die Uberexpression der ORFs

YLR111w und YLR112w zusammen ausgelost wurde.

3.2 MNNG-Uberlebenskurve bei Uberexpression von
SNG1

Grey et al. (1995) beschrieben, dass die Uberexpression von SNG1 in Wildtyp-
Hefe-Stammen und in verschiedenen DNA-Reparatur-defizienten Mutanten zu
einer Hyperresistenz gegen MNNG fuhrte. Auch in der bereits gegen MNNG
hyperresistenten gshl4-Mutante konnte durch die Uberexpression von SNG1
eine weitere Verstarkung der Hyperresistenz herbeigefihrt werden. Es stellte
sich die Frage, ob es sich bei RNG1 moglicherweise um ein fehlreguliertes und
somit Uberexprimiertes SNG1-Gen handelte.

Zur naheren Charakterisierung von SNG1 und rngl-1 wurde die Uber-
expression von SNG1 in der, im Vergleich zu einer gshlA4-Mutante noch
MNNG-resistenteren Doppelmutante Q2rngl ura’ (gshl4; rngl-1), zunachst
anhand von Agardiffusionstests gegen MNNG untersucht. Es wurden hierzu die
Stamme Q2rngl ura und der isogene Wildtyp Q1, jeweils mit dem SNG1
tragenden ,multi copy” Plasmid pEH705 transformiert und in Agardiffusionstests
mit den beiden MNNG-hyperresistenten Stammen Q2 und Q2rng2 verglichen.
Beleuchtet wurde hiermit, ob die Uberexpression von SNG1 auch in einem
rngl-1-Stamm zu einer Verstarkung der Hyperresistenz fuhrte. Der Vergleich
mit dem Stamm Q2rng2 sollte klaren, ob es mdglich war die Resistenz dieses
Stammes gegen MNNG noch zu Ubertreffen (Abb.3.11).
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Abbildung 3.11: Die Uberexpression von SNG1 in dem Stamm Q2rng1 ura fiihrte zu einer
weiteren Verstarkung der Hyperresistenz gegen MNNG (Agardiffusions-
tests mit 6,80 mM MNNG).

Die Abbildung 3.11 zeigt, dass sowohl der Wildtyp Q1, als auch die Doppel-

mutante Q2rngl ura” durch die Uberexpression von SNGL1 eine verstarkte Re-

sistenz gegen MNNG erfuhren. Der Wildtyp Q1 zeigte sich durch das Tragen
des Plasmids pEH705 sogar resistenter als die gshl4-Mutante Q2. Auch die

Doppelmutante Q2rngl ura konnte durch das Tragen des Plasmids pEH705

den Resistenzgrad gegen MNNG des Stammes Q2rng2 ulbersteigen. Der

Stamm Q2rng2 konnte nicht auf das Tragen des Plasmids pEH705, welches

das URA3-Gen als Selektionsmarker enthielt, selektiert werden, da dieser

Stamm ein intaktes URA3-Gen enthielt.

Zur Quantifizierung des Uberlebens bei einer MNNG-Behandlung wurde mit

den Stammen Q1 und Q2rngl ura’, welche jeweils transformiert mit dem SNG1-

tragenden Plasmid pEH705 und dem entsprechenden leeren Vektor YEp24
verwendet wurden, eine Uberlebenskurve erstellt (siehe 2.2.16 ,MNNG-Uber-
lebenskurve*). Das Ergebnis der Uberlebenskurve ist in Abbildung 3.12 darge-

stellt.
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Abbildung 3.12: Das Uberleben der Stamme Q1 x YEp24 (leere dunkelgriine Kreise),
Q1 x pEH705 (ausgefillte grine Kreise), Q2rngl ura x YEp24 (leere
dunkelblaue Dreiecke) und Q2rngl ura x pEH705 (ausgeflillte blaue
Dreiecke) bei Inkubation mit MNNG.

Die graphische Darstellung zeigt eine deutliche Verstdrkung der Resistenz
gegen MNNG beider Stamme durch die Uberexpression des SNG1- Gens. Im
Falle des Stammes Q1 wurde diese Resistenz sogar auf das Niveau der
Doppelmutante Q2rngl ura” angehoben. Es zeigte sich somit eine Additivitat
der Resistenzen gegen MNNG aus der Uberexpression des Gens SNG1 und
der Mutation rngl-1. Es ist daher unwahrscheinlich, dass es sich bei rngl-1 um

ein fehlreguliertes und somit tberexprimiertes SNG1-Gen handelte.

3.3 Untersuchung der Methionin-Auxotrophie einer

gshl4; lwgl-1-Mutante

Die aus der gshl4-Mutante (Q2) entstandene gshld4; Iwgl-13-DoppeImutante
(Q3) zeigte eine extreme Wachstumsverlangsamung in Abwesenheit von
Methionin (Schmidt, 1997). Durch die Gabe von GSH wird diese Methionin-

3 Ilwg1-1 ist ein Allel von pro2.
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Auxotrophie supplementiert, da GSH als Quelle fir Schwefelaminosauren dient
(Elskens et al., 1991). Der Eltern-Stamm Q2 zeigte ebenfalls kein Wachstum in
Abwesenheit von Methionin. Da dieser aber, im Gegensatz zum Stamm Q3, cfa’
war, d.h. keine Kolonien ohne das Vorhandensein von GSH im Medium bilden
konnte, war das Ausbleiben des Wachstums auf einem Medium ohne Methionin
und ohne GSH zunachst auf die GSH-Auxotrophie zurtickzufihren. Durch die
Gabe von GSH wurde auch diesem Stamm das Wachstum ohne Methionin er-
moglicht.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die im Stamm Q3 vorgefundene
Methionin-Auxotrophie auf eine der beiden bekannten Mutationen oder eine

dritte Mutation, welche mdglicherweise bereits im Eltern-Stamm vorlag, zurick-

ging.

Untersuchung der Rolle von Iwg1l bei der Methionin-Auxotrophie

Zunachst wurde getestet, ob die Methionin-Auxotrophie auf die Mutation im
LWG1-Gen zuriickging. Hierzu wurde zunachst eine pro2-Disruptante (Y11620)
auf das Wachstum ohne Methionin getestet. Dieser Stamm zeigte ein Wildtyp-
ahnliches Wachstum ohne Methionin. Da jedoch nicht auszuschlieBen war,
dass die Disruption von LWG1 und die Mutation lwgl-1 zu unterschiedlichen
Phanotypen fuhrte, wurde untersucht, ob es durch Kreuzung einer pro24-
Mutante mit dem Stamm Q3 zur Komplementation der Methionin-Auxotrophie
kommt. Voraussetzung fur das Testen der Diplonten auf das Vorliegen einer
Methionin-Auxotrophie, war das Fehlen einer funktionierenden GSH-Synthese.
Da die im Stamm Q3 vorliegende gsh1l4-Mutation rezessiv war, musste in dem
entsprechenden Kreuzungspartner (Y11620) das GSH1 Gen disruptiert werden.
Der aus der Kreuzung der Stamme Q3 x Y11620 gshl4 entstandene Diplont
wies keine Methionin-Auxotrophie auf, was zeigt, dass es trotz des Vorliegens
der Disruption des PRO2-Gens zur Komplementation der im Stamm Q3 vor-
liegenden Methionin-Auxotrophie kam.

Um nun zu untersuchen, ob die Methionin-Auxotrophie mit der Mutation im
LWG1-Gen gekoppelt war, wurde der Stamm Q3 mit einer gshl4-Mutante ge-
kreuzt. Der erhaltene Diplont DB5460 war aufgrund der homozygot vor-liegen-
den gshl4-Mutation und der Komplementation der lwg1-1-Mutation GSH-auxo-

troph. Nach der Sporulation des Diplonten konnten 36 Sporen analysiert
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werden, von denen 20 einen cfa’- (gshl4; lwgl-1) und 16 einen cfa™- (gshl4;
LWG1) Phanotyp zeigten (detaillierte Auflistung der Ergebnisse im Anhang in
Tab. ). Von diesen 20 Sporen, die aufgrund des Tragens der Ilwgl-1-Mutation
auch in Abwesenheit von GSH Kolonien bilden konnten, war keine Spore be-
fahigt ohne Methionin im Medium zu wachsen. Dies zeigt, dass die Methionin-
Auxotrophie mit der Mutation im LWG1-Gen gekoppelt war, jedoch nicht auf sie

zurtickging.

Untersuchung auf das Vorliegen einer Mutation im ERO1-Gen

Da Ilwgl als Ausléser fir die Methionin-Auxotrophie ausgeschlossen werden
konnte, wurde untersucht, ob diese Auxotrophie auf die Mutation in einem
dritten Gen neben LWG1 und GSH1 zurtickging. Die im Stamm Q3 vorliegende
Mutation im GSH1-Gen fihrte zur Senkung der Reduktionsmittel-Konzentration
in der Zelle. Zur Wiederherstellung des fur die Zelle notwendigen Gleichge-
wichts zwischen Reduktions- und Oxidationsmitteln ware eine Mutation in
einem Gen, welches die Oxidationsmittel-Konzentration stabilisiert, bevorzugt.
In diese Gruppe gehdrt das durch EROL1 kodierte Glykoprotein Erol. Es sorgt
fur die Mobilisierung der fur die Bildung von Disulfid-Briicken notwendigen Oxi-
dations-Aquivalente im ER (Frand und Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998) und ist
damit ein bevorzugtes Ziel fur eine Folge-Mutation in einer gshl4-Mutante. Es
wurde deshalb untersucht, ob die im Stamm Q3 vorgefundene Methionin-Auxo-
trophie auf eine Mutation im ERO1-Gen zurlickging.

Verwendet wurde hierzu der heterozygot im ERO1-Gen disruptierte diploide
Stamm Y26531. Zur Komplementationsanalyse mit dem Stamm Q3 musste
hieraus ein erol4; gshl14; lwgl-1-Haplont gewonnen werden. Da die Disruption
des ERO1-Gens in Hefe jedoch letal ist (Frand und Kaiser, 1998), das zu-
satzliche Ausschalten der GSH-Synthese aber womdglich durch Senken des
Reduktionsmittel-Pools zum Uberleben filhren konnte, wurde der Diplont
Y26531 zunachst heterozygot im GSH1-Gen disruptiert. Nach der Disruption
wurde der nun erhaltene Stamm Y26531’ auf KAc-Medium Ubertragen. Nach
der Sporulation wurden mit Hilfe eines Mikromanipulators einzelne Sporen iso-
liert und auf das Tragen der erolA-Mutation untersucht (detaillierte Auflistung
der Ergebnisse im Anhang in Tab. Il). Es bestatigte sich hierbei, dass die Dis-

ruption von ERO1 letal war, in Kombination mit der Disruption von GSH1 jedoch
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zum Uberleben fuhrte, da keine erol4-Sporen gefunden wurden, die eine
funktionierende GSH-Synthese aufwiesen (zur nédheren Charakterisierung der
erol4; gshl4-Doppelmutanten siehe unten).

Die erhaltenen haploiden erol4; gshl4-Doppelmutanten wiesen aufgrund der
fehlenden GSH-Synthese einen cfa’-Phanotyp auf und konnten somit nicht di-
rekt fir die Kreuzung mit dem Stamm Q3 verwendet werden, da der re-
sultierende Diplont ebenfalls cfa” ware und somit nicht auf das Vorhandensein
einer Methionin-Auxotrophie getestet werden konnte. Zur Konstruktion eines
erol4d; gshld-Stammes mit der Fahigkeit, ohne GSH Kolonien bilden zu
kénnen, wurde die Spore Y26531’-39C" (erol4; gshlA) auf synthetischem Me-
dium ohne GSH ausplattiert. Nach mehrtagiger Inkubation bei 30°C konnten
Klone isoliert werden, die zum Wachstum ohne GSH befahigt waren. Da Muta-
tionen im LWG1-Gen die einzigen Suppressoren der GSH-Auxotrophie in Hefe
sind (Spector et al., 2001), war zu erwarten, dass der aus der Kreuzung von
Y26531’-39C" (cfa® durch Iwgl) mit dem Stamm Q3 entstehende Diplont ohne
die Gabe von GSH Uberleben kann. Dies bestétigte sich nach der Kreuzung der
beiden Stamme. Der Test auf das Wachstum ohne Methionin ergab, dass der
erhaltene Diplont Methionin auxotroph war. Es konnte somit gezeigt werden,
dass ein erol4; gshl4; lwgl-Stamm die Methionin-Auxotrophie des Stammes
Q3 nicht komplementieren konnte. Um auszuschlie3en, dass der getestete
diploide Stamm aufgrund der homozygot vorliegenden Disruption des GSH1-
Gens nicht ohne die Gabe von Methionin wachsen konnte, wurde der im GSH1-
Gen disruptierte Wildtyp Y10000 zur Akkumulation einer Iwgl-Mutation auf
synthetischem Medium ohne GSH ausplattiert und die erhaltenen Klone auf das
Vorliegen einer Methionin-Auxotrophie getestet (Abb. 3.13).
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Abbildung 3.13: Der Stamm Y10000 gsh14; cfa” wuchs trotz des cfa’-Phanotyps (links:
SynCo) nicht in Abwesenheit von Methionin (rechts: SynCo-Met).

Die Abbildung 3.13 zeigt die Methionin-Auxotrophie der Stdmme Q3 und
Y10000 gsh14; cfa®, da beide trotz der Fahigkeit, ohne GSH Kolonien bilden zu
kénnen, nicht auf synthetischem Medium ohne Methionin wuchsen, wohingegen
der Wildtyp Y10000 auf beiden Medien Kolonien bildete. Es konnte somit ge-
zeigt werden, dass die Methionin-Auxotrophie nicht auf einen Defekt im ERO1-
Gen zuriickging, sondern vermutlich auf die fehlende GSH-Synthese.

Charakterisierung einer erol4; gshl4-Doppelmutante

Wie oben beschrieben ist es moglich, einen im ERO1-Gen disruptierten Stamm
durch das Ausschalten der GSH-Synthese am Leben zu halten. Eine solche
erol4; gshlAa-Doppelmutante zeigte jedoch ein im Vergleich zum Wildtyp deut-
lich verlangsamtes Wachstum auf YEPD. Da vermutet wurde, dass das Uber-
leben einer erol4-Mutante auf die Senkung des Reduktionsmittel-Pools zu-
ruckging, wurde untersucht, ob das Wachstum auf einem Medium mit ge-
ringerer GSH-Konzentration eine Wildtyp-ahnliche Geschwindigkeit annehmen
konnte. Es wurde hierfur eine GSH-Konzentration gewahlt, die es einer gshl4-
Mutante gerade noch ermdéglichte zu wachsen [0,8 pg/ml GSH]. Es zeigte sich
jedoch auch hier ein deutlich verlangsamtes Wachstum.

Um zu bestéatigen, dass das erneute Einschalten der GSH-Synthese in einem
erolAa-Stamm letal war, wurde die Spore Y26531’-39C" (erol4; gsh1A4) mit dem
GSH1-Gen tragenden Plasmid pMG139 transformiert. Diese Transformation

erfolgte als Gemisch zusammen mit dem leeren Vektor pRS313, um sicher-
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zugehen, dass Uberhaupt eine Transformierbarkeit des Stammes vorlag. Nach
der Transformation wurden Aliquots auf einem Selektivmedium fir das Tragen
des Plasmids pMG139 (SynCo-Leu+GSH) und auf das Tragen des leeren
Vektors pRS313 (SynCo-His+GSH) ausplattiert. Als weitere Kontrolle wurde mit
der Spore Y26531-11B (ERO1; gsh14) ebenso vorgegangen. Das Ergebnis ist
in Abbildung 3.14 dargestellt.

Abbildung 3.14: Der Stamm Y26531'-39C" bildete nach Transformation mit einem Ge-
misch aus den Plasmiden pRS313 und pMG139 keine Kolonien auf
SynCo-Leu+GSH-Medium, welches auf das Tragen des Plasmids
pMG139 selektierte (unten rechts).

Es zeigte sich, dass eine erol4; gshl4-Doppelmutante transformierbar war, da
Transformanten gefunden wurden, die den leeren Vektor pRS313 trugen
(Abb. 3.14, unten links). Zudem wurde bestatigt, dass das Einschalten der
GSH-Synthese in einem erolA-Stamm letal war, weil keine Doppelmutanten
isoliert werden konnten, die das GSH1-enthaltende Plasmid pMG139 trugen
(Abb. 3.14, unten rechts), obwohl ausreichend DNA in die Transformation
eingesetzt wurde (Abb. 3.14, oben rechts).
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3.4 Untersuchung der Cadmium-Sensibilitat einer

lwg1l-1-Mutante

GSH spielt eine wesentliche Rolle bei Entgiftungsprozessen, die durch
Schwermetalle ausgelést wurden (Deneke, 2000). So zeigte sich, dass der
Ausfall der GSH-Synthese in S. cerevisiae zu einer Sensibilitdt gegen Cadmium
fuhrte (Stephen und Jamieson, 1996). Die gshl4; lwgl-1-Doppelmutante Q3,
entstanden aus einer solchen gshlA-Mutante (Stamm Q2), wies eine noch
weiter verstarkte Sensibilitdt gegen Cadmium auf, welche im Stamm Q4 (GSH1,
lwgl-1), entstanden aus dem Stamm Q3 durch Gentherapie des GSH1-Gens,
noch weiter erhdéht war (Schmidt, 1997).

Untersuchung des Einflusses von lwg1l auf die Cadmium-Sensibilitat
Néaher untersucht wurde in dieser Arbeit die gesteigerte Cadmium-Sensibilitat
der Stamme Q3 und Q4. Hierzu wurde zunachst beleuchtet, ob diese auf die
Mutation im LWG1-Gen zuriickging. Dies erfolgte durch Komplementations-
analysen, indem der Wildtyp Q1 und die Mutanten Q2, Q3 und Q4 mit der
pro24-Mutante Y11620 gekreuzt wurden und die erhaltenen Diplonten in Agar-
diffusionstests auf ihre Sensibilitat gegen Cadmium getestet wurden. Es zeigte
sich bei allen vier Diplonten eine Wildtyp-Resistenz gegen Cadmium, womit
gezeigt wurde, dass eine pro24-Mutante die Sensibilitat einer lwgl-1-Mutante
gegen Cadmium komplementieren konnte. Da es sich bei lwgl-1 um ein Allel
von PRO2 handelt, war somit eher unwahrscheinlich, dass die Cadmium-
Sensibilitat auf die Mutation im LWG1-Gen zurlickging.

Beleuchtung des moglichen Zusammenhangs einer Mutation im ERO1-
Gen mit der Cadmium-Sensibilitat

Auch in Bezug auf die Cadmium-Sensibilitdt der Stamme Q3 und Q4 war eine
weitere, unbekannte Mutation als Ausléser in Betracht zu ziehen. Da auch hier
eine Mutation im ERO1-Gen bevorzugt ware (siehe 3.3 ,Untersuchung der
Methionin-Auxotrophie einer gshlA4; Iwgl-1-Mutante*), wurden die beiden
Stamme auf das Vorliegen einer Mutation im ERO1-Gen untersucht. Hierzu
wurden die Stdmme Q1 bis Q4 jeweils mit den, aus der Tetradenanalyse des
Diplonten Y26531’ gewonnenen Sporen Y26531'-11B (ERO1; gshlA), -12B
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(ERO1; GSH1) und -39C (erol4a; gshlA) (siehe 3.3 ,Untersuchung der
Methionin-Auxotrophie einer gshl4; lwgl-1-Mutante* und Tab. Il im Anhang)
gekreuzt. Die erhaltenen Diplonten wurden in Agardiffusionstests gegen
Cadmium auf ihre Sensibilitat getestet. Es zeigte sich, dass nur bei Vorliegen
eines homozygoten gshl4-Genotyps eine erhdhte Sensibilitat gegen Cadmium
vorlag, was auf die fehlende Entgiftung durch GSH zuriickzufiihren war. Das
Vorliegen des erol4-Genotyps im Kreuzungspartner Y26531'-39C der Stamme
Q3 und Q4 fuhrte jedoch nicht zu einer verstarkten Sensibilitat gegen Cadmium.
Somit konnte eine Mutation im ERO1-Gen als Ursache fur die erhohte
Cadmium-Sensibilitat der Stamme Q3 und Q4 ausgeschlossen werden.

Untersuchung des Einflusses der GSH-Synthese auf die Cadmium-
Sensibilitat

Da der Stamm Q4, entstanden aus dem Stamm Q3 durch Gentherapie von
GSH1, eine im Vergleich zu seinem Eltern-Stamm verstarkte Sensibilitdt gegen
Cadmium aufwies, wurde weiter untersucht inwiefern dies auf das Einschalten
der GSH-Synthese zurickging. Es wurde deshalb der Stamm Q3 mit dem
GSH1-Gen tragenden Plasmid pMG139, welches in der Lage war die GSH-
Auxotrophie einer gshlA-Mutante zu komplementieren, transformiert, um in
dem Stamm Q3 die GSH-Synthese wieder einzuschalten. Als Kontrolle wurde
zusatzlich mit dem entsprechenden leeren Vektor pRS315 transformiert und die
erhaltenen Transformanten in Agardiffusionstests gegen Cadmium mit den
Stammen Q3 und Q4 auf ihre Sensibilitat verglichen. Das Ergebnis ist in Ab-
bildung 3.15 dargestellt.
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Abbildung 3.15: Das plasmidgebundene Tragen des GSH1-Gens fihrte im Stamm Q3 zu
einer leichten Sensibilisierung gegen Cadmium (Agardiffusionstest mit
0,05 mg/ml CdCl,).

Es zeigte sich jedoch nur eine leichte Sensibilisierung des Stammes Q3 durch
das Tragen des Plasmids pMG139 gegen Cadmium, wobei diese erzeugte
Sensibilitat nicht an die des Stammes Q4 heranreichte. Daraus liel3 sich
schlieRen, dass die verstarkte Sensibilitat des Stammes Q4 gegen Cadmium
nicht nur ein Effekt der wieder funktionierenden GSH-Synthese war.
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4 Diskussion

4.1 Klonierung des RNG1-Gens

Die Mutation rngl-1 vermittelte eine Hyperresistenz gegen MNNG. Mdgliche
Mechanismen, die diese Hyperresistenz hervorriefen, sind ein verstarkter Ex-
port bzw. ein verringerter Import von MNNG. Denkbar ist ebenfalls eine ver-
minderte Aktivierung von MNNG zu einem reaktiven Stoffwechselprodukt, sowie
eine verbesserte Reparatur von alkylierten Nukleotiden.

In dieser Arbeit wurde das Plasmid pB6 isoliert, welches die MNNG-Hyper-
resistenz, die durch die Mutation rngl-1 ausgeldst wurde, zum Teil komplemen-
tierte. Dies entsprach der Erwartung bei Klonierung des RNG1-Gens, da sich
die Mutation rngl-1 semi-dominant auspragte und somit nicht vollstandig kom-
plementiert werden konnte. Der Passagier des Plasmids pB6 enthielt auf einer
GroRRe von 10365 bp zehn ORFs. Es war jedoch nicht mdéglich, diesen Effekt
einem bestimmten, auf dem Passagier enthaltenen ORF zuzuordnen, obwohl
die Sensibilisierung durch Plasmidverlust und mehrfache Retransformation in
verschiedene Einzelkolonien eindeutig auf das Plasmid pB6 zurtickzufihren

war und auch als rngl-spezifisch bestimmt werden konnte.

Subklonierung des Passagiers des Plasmids pB6

Durch die Subklonierung konnten 17 Klone erzeugt werden, von denen lediglich
einer eine Sensibilitdt gegen MNNG aufwies. Das in diesem Klon enthaltene
Plasmid pB6-PvullA besal? neben den partiell vorliegenden Genen AHP1 und
CCW12 alle weiteren Gene vollstandig und liel? somit keinen Ausschluss ein-
zelner Gene als Allele von RNG1 zu. Widerspruchlich hierzu zeigte sich jedoch,
dass keines der anderen 16 Plasmide eine Sensibilitat hervorrief, obwohl jedes
der auf dem Plasmid pB6 enthaltenen Gene mehrfach und vollstandig auf ver-
schiedenen Passagieren enthalten war. Der ORF YLR111w war auf sieben, die
Gene AHP1 und CCW12 jeweils auf sechs, der ORF YLR112w auf vier und der
ORF YLR108c, sowie die Gene REX3 und HOGL1 jeweils auf zwei Passagieren
vertreten.

Auch die Hypothese, dass zwei Gene fur die Komplementation notwendig

waren, die eventuell gemeinsam Uber einen divergenten Promotor reguliert
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wurden, konnte verworfen werden. Diese Mdglichkeit ist fur den ORF YLR108c
und das Gen AHP1 denkbar, welche jedoch beide vollstandig auf dem Plasmid
pB6-N vorlagen (Abb. 3.6), welches nicht zur Komplementation der MNNG
Hyperresistenz fuhrte. Ebenso kdnnte ein divergenter Promotor zwischen dem
Gen CCW12 und dem ORF YLR111w vorliegen. Beide Elemente befanden sich
jedoch zusammen auf den Plasmiden pB6-D, E, J und K, welche allesamt keine
Sensibilisierung des Stammes Q2rngl gegen MNNG hervorriefen.

Eine Fehlerquelle in der Subklonierung bestand eventuell in der fehlerhaften
Erstellung der Plasmide. Da die gewilnschte Erstellung jedoch durch mindes-
tens zwei und bis zu funf Restriktionsmuster bestatigt wurde, ist dies als Fehler-
quelle eher unwahrscheinlich. Zudem konnten Gene auch durch tberlappende
Subklone mehrfach als Allel von RNG1 ausgeschlossen werden (siehe oben).
Da zur Amplifikation der erstellten Plasmide E. coli-Stamme verwendet wurden,
die nicht zur homologen Rekombination befahigt waren, konnte ein Umbau der
Plasmide wéahrend der Amplifikation ausgeschlossen werden.

Das Tragen eines Plasmids wurde in dem Stamm Q2rng1l ura” tber die Komple-
mentation der Uracil-Auxotrophie (URA3 bei YCp50) bzw. der Tryptophan-
Auxotrophie (TRP1 bei pRS314 und pRS424) Uberprift. Beide Gene lagen im
Stamm Q2rngl ura’ disruptiert vor, so dass eine Reversion des Markers ausge-
schlossen war. Zudem sind keinerlei Suppressor-Mutationen in der Literatur
beschrieben, die einer ura3- bzw. trp1-Mutante das Wachstum ohne Uracil bzw.
Typtophan ermdglichen. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die
nach der Transformation auf dem Selektivmedium erhaltenen Kolonien tat-
sachlich Plasmidtrager waren. Zudem wurden die Ergebnisse nach jeder Hefe-

Transformation durch die Untersuchung mehrerer Transformanten bestétigt.

Komplementationsanalysen

Fur Komplementationsanalysen wurden Disruptanten in den Genen REXS3,
AHP1 und CCW12, sowie in dem ORF YLR108c des Projekts ,EUROSCARF*
verwendet. Jede dieser Disruptanten war in der Lage, die MNNG-Hyper-
resistenz des Stammes Q2rngl zu komplementieren, was vermuten lasst, dass
keines dieser Gene ein Allel von RNGL1 ist. Fraglich blieb jedoch, ob die ver-
wendeten Disruptanten tatsachlich die gewtinschte Disruption enthielten, da nur

zwei dieser Disruptanten getestet werden konnten, wovon nur die ccwl12-Dis-
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ruptante die in der Literatur beschriebenen Phéanotypen zeigte. Bei der ahpl-
Disruptante wichen diese Phanotypen von denen in der Literatur beschriebenen
ab. Dies konnte einerseits auf die unterschiedliche genetische Konstitution der
verglichenen Stamme zurtickgehen, was zu verschiedenen Auspragungen der
Phanotypen flhrte. Andererseits ware denkbar, dass die in der Literatur be-
schriebenen Phanotypen nicht auf die entsprechende Mutation zurlickgingen
oder die in dieser Arbeit verwendete Disruptante nicht in dem gewiinschten Gen
disruptiert vorlag. Fur die rex3-Disruptante wurden keine im Rahmen dieser
Diplomarbeit zu untersuchenden Phanotypen in der Literatur gefunden. Phéano-
typen fur die Disruption des ORFs YLR108c wurden bislang in der Literatur
noch nicht beschrieben. Es muss sich somit noch eine Untersuchung tber das
Vorliegen der gewinschten Disruption in den verwendeten Disruptanten an-
schlieen, um die Gene REX3, AHP1 und CCW12, sowie den ORF YLR108c
als RNG1-Allele ausschlielen zu konnen. Dies konnte einerseits Uber die
Amplifikation des fraglichen disruptierten Bereichs mittels PCR und die an-
schlieRende Sequenzierung erreicht werden. Andererseits konnte diese
Kontrolle anhand klassischer Genetik getroffen werden. Hierzu kénnte die ver-
wendete Disruptante (disruptiert durch kanMX4) mit einem Stamm, der eine
Disruption im gleichen Gen tragt, aber einen anderen Paarungstyp besitzt und
durch einen anderen Marker disruptiert vorliegt (z.B. URA3), gekreuzt werden.
Nach Sporulation und anschliel3ender Tetradenanalyse durften keine Sporen zu
finden sein, die sowohl Geniticin-resistent, als auch Uracil-prototroph sind, falls
die Disruption im gleichen Gen vorlag. Dies konnte im Rahmen dieser Arbeit
jedoch nicht mehr durchgefihrt werden.

Im Zuge der Untersuchung der verschiedenen Phanotypen konnte eine
Sensibilitat gegen ,Congo red“ des Stammes Q2rngl festgestellt werden, die
jedoch nicht durch das Plasmid pB6 komplementiert wurde. Dies lasst ver-
muten, dass diese Sensibilitat auf die gleiche Mutation zurtckging, die im
Stamm Q2rngl zu einer Sensibilitdt gegen Lithium und 37°C fuhrte, welche
ebenfalls nicht durch das Plasmid pB6 komplementiert wurde. Da ,Congo red"
in die Zellwand-Biogenese eingreift und meistens in Zellwand-Mutanten vorliegt
(Kopecka und Gabriel, 1992), lasst sich eine weitere Mutation im Stamm

Q2rngl vermuten, die ein Gen, involviert in die Zellwand-Synthese, betraf.
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Die auf dem Plasmid pB6 enthaltenen genetischen Elemente

Da auch auf dem einzigen rngl-1 komplementierenden Plasmid pB6-PvullA alle
Gene, zumindest partiell enthalten waren, konnte keines der auf dem Plasmid
pB6 vorliegenden Gene als Allel von RNG1 ausgeschlossen werden. Das
partielle Vorliegen der Gene AHP1 und CCW12 auf dem Plasmid pB6-PvullA
lieR die Ubereinstimmung mit RNG1 jedoch eher unwahrscheinlich erscheinen.
Eine genauere Untersuchung des in dem Plasmid pB6 enthaltenen Teils des
Hefe-Genoms zeigte zusatzlich das Vorhandensein eines ,long terminal re-
peats” (LTR) und einer kleinen Kern-Ribonukleinsdure (ShRNA), kodiert durch
SNR6 (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Der Passagier des Plasmids pB6 mit dem LTR (deltaLR03) und SNR6
(,??“ bezeichnet keinen tatsachlichen ORF).
Das 112 Nukleotide grof3e SNR6-Gen kodiert fur eine snRNA, die mit spe-
zifischen Proteinen zum kleinen Kern-Ribonukleoproteinpartikel U6 (U6 snRNP)
assoziiert ist. Dieses U6 snRNP ist als Bestandteil des Spleil3osoms speziell fur
die Katalyse des SpleiRens der mRNA-Vorstufen zustandig (Stryer, 1999). Es
ist denkbar, dass eine Mutation im SNR6-Gen zu einer veranderten Assoziation
zum U6 snRNP fuhrt, wodurch das SpleiRen eines Gens, welches fur den Im-
port von MNNG zustandig ist, ausbleibt, so dass kein Import von MNNG mehr in
die Zelle stattfinden kann. Ebenso kénnte ein fehlerhaftes Spleil3en eines oder

mehrerer Gene ausgelost werden, was wiederum zu einer verringerten
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Aktivierung von MNNG fihren wirde, sowie zu einer verbesserten DNA-Re-
paratur, oder einer verbesserten Entgiftung.

LTRs sind Bestandteile von Retrotransposons. Diesen ,verstimmelten® Retro-
viren fehlen Gene fur essentielle Bestandteile der Virushille, sowie das Gen fur
die RNA-abhangige DNA-Polymerase. Gut untersuchte Vertreter der
Retrotransposons in Hefe sind die TY-Elemente (Knippers, 2001). Ein Zu-
sammenhang zur Auspragung einer Hyperresistenz gegen MNNG bei einer
Mutation in einem LTR ist in der Literatur bisher nicht beschrieben, was erklaren
wirde warum es durch Passagiere, die den LTR enthielten, nicht zur Komple-
mentation der MNNG-Hyperresistenz gekommen war.

Auf dem Passagier des Plasmids pB6 waren weiterhin die ORFs YLR106c,
YLR108c, YLR111w und YLR112w enthalten. Da nur 3% des ORFs YLR106¢c
auf dem Passagier vorlagen, wird dieser ORF in der weiteren Analyse aul3er
Betracht gelassen.

Der ORF YLR108c besitzt eine Aminoacyl-tRNA-Klasse-II-Synthetase-Signatur,
sowie die Charakteristika einer Anheftungsstelle fiir Lipide der prokaryotischen
Membran-Lipoproteine. Zusatzlich enthélt dieser ORF vermutlich eine Trans-
membran-Region (Verhasselt und Volckaert, 1997). Interaktionsstudien mittels
des ,yeast two-hybrid“-Verfahrens konnten mehrere Protein-Protein-
Interaktionspartner aufzeigen. Hierzu gehodren u.a. das Protein Sohl, ein
maoglicherweise akzessorisches Protein fir die Transkription; Did4, ein Klasse
E-Faktor, der fur die vakuolare Protein-Sortierung und -Endocytose zustandig
ist; Apgl7, eingebunden in die Autophagie, und Bud7, welches bei der Auswahl
der Knospenstelle eine Rolle spielt (Ito et al., 2001). Auch in diesem Fall er-
scheint ein Zusammenhang mit einer durch eine Mutation ausgeldsten Hyper-
resistenz gegen MNNG unwahrscheinlich.

Der ORF YLR11lw enthalt vermutlich eine eukaryotische RNA-Bindungs-
Region (Verhasselt und Volckaert, 1997) und interagiert mit ARP2 und ARC40,
welche vermutlich fur die Polaritat der Zelle eine Rolle spielen (Tong et al.,
2001). Anhand dieser vorliegenden Erkenntnisse, lasst sich keinerlei Zu-
sammenhang zu RNG1 erkennen.

Uber den ORF YLR112w ist lediglich bekannt, dass die Disruption letal ist. Es

konnte sich bei rngl-1 um ein Allel eines essentiellen Gens handeln, da das
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Gen RNG1 im Stamm Q2rngl nicht disruptiert vorliegt und die essentielle
Funktion somit moglicherweise nicht vollstandig zerstort wurde.

Das Plasmid pB6 enthalt zudem die ndher charakterisierten Gene REX3, AHP1,
CCW12 und HOG1.

REX3 kodiert fur eine 3' — 5-RNA-Exonuklease, welche fur die Reifung der
RNA-Untereinheit der RNase MRP bendtigt wird (van Hoof et al., 2000). Die
RNase MRP ist sowohl fir die Bildung von RNA-,Primern* wéhrend der DNA-
Replikation in den Mitochondrien zusténdig, als auch fur das Prozessieren der
unreifen 5,8S rRNA (Chu et al., 1994). Denkbar ware, dass eine Mutation im
REX3-Gen zu einer veranderten Spezifitat der RNA-Exonuklease fuhrt, welche
daraufhin bestimmte mRNAs so prozessiert, dass die resultierenden Proteine
inaktiv oder derart verandert sind, dass sie eine erhdhte Resistenz gegenuber
MNNG bewirken.

Ahpl ist vermutlich in den Peroxisomen lokalisiert und schitzt die Zelle als
Alkylhydroperoxid-Reduktase vor oxidativen Schaden, welche speziell durch
organische Peroxide hervorgerufen werden. Als Cofaktor benotigt Ahpl Thio-
redoxin (Lee et al., 1999). Ebenso wie bei der Punktmutation msh5-14 (siehe
1.2 ,DNA-Alkylierung“) ist es moglich, dass eine mutierte Form von Ahpl be-
fahigt ist, neben oxidativen Schéaden auch durch MNNG methylierte Nukleotide
von ihrer Methyl-Gruppe zu befreien.

CCW12 kodiert fur ein kovalent an die Zellwand gebundenes Mannoprotein
(Mrsa et al., 1999). Da nicht bekannt ist, auf welchem Weg MNNG in die Zelle
gelangt, ware es denkbar, dass eine mutierte Form von Ccwl12 die eventuelle
Diffusion von MNNG in die Zelle verlangsamt und somit eine verstarkte Re-
sistenz gegen MNNG auslost.

Die Hogl-MAP-Kinase ist Bestandteil des Hogl-MAP-Kinase-Weges, welcher
bei osmotischem Stress aktiviert wird. Mit der Aktivierung geht die Verwendung
anderer Zellwand-Proteine einher. Vorangegangene Studien sprechen jedoch
daflr, dass der Hogl-MAP-Kinase-Weg auch bei fehlenden Stressbedingungen
fur die Bildung der Zellwand bendtigt wird (Klis et al., 2002). Auch hier kdnnte
eine Mutation zu einem veranderten Aufbau der Zellwand fihren und dadurch
ein verlangsamtes Eindringen von MNNG in die Zelle herbeifiihren. Ebenso ist
denkbar, dass eine verédnderte Hogl-Kinase nicht mehr in der Lage ist, be-

stimmte Proteine zu phosphorylieren, oder ein anderes, in diesem Zusammen-
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hang unbekanntes Protein phosphoryliert, welches eine Hyperresistenz gegen
MNNG auslost.

Zusammenfassend lasst sich daraus schlie3en, dass es eher unwahrscheinlich
ist, dass die Gene AHP1 und CCW12 Allele von RNG1 sind. Da diese beiden
Gene nur partiell auf dem einzig komplementierenden Plasmid enthalten waren
und sich zudem auf jeweils sechs verschiedenen Plasmiden, die nicht zu einer
Komplementation der MNNG-Hyperresistenz fuhrten, befanden. Zusatzlich
konnten die verwendeten Disruptanten in diesen Genen eine Komplementation
herbeifiihren. Ubereinstimmend mit einer ccwl2-Mutante zeigte der Stamm
Q2rngl jedoch eine Sensibilitat gegen ,Congo red” und fur beide Gene ist auf-
grund ihrer Funktion ein theoretischer Zusammenhang mit einer MNNG-Hyper-
resistenz denkbar.

Auch fiir die ORFs YLR111w und YLR112w ist die Ubereinstimmung mit RNG1
eher unwahrscheinlich, da diese ebenfalls haufig in verschiedenen Subklonen
vorlagen, in denen keine Komplementation der MNNG-Hyperresistenz vorlag
(YLR111w in sieben und YLR112w in vier Subklonen). Fur eine Uberein-
stimmung des ORFs YLR112w mit RNG1 spricht jedoch der essentielle
Charakter dieses ORFs.

Bei dem ORF YLR108c, sowie den Genen REX3 und HOG1 besteht die gréfite
Wahrscheinlichkeit einer Ubereinstimmung mit RNG1, da diese jeweils nur auf
zwei verschiedenen Plasmiden vertreten waren, die keine Komplementation
herbeifihrten. Allerdings lieRen Komplementationsstudien vermuten, dass es
sich weder bei REX3, noch bei YLR108c um Allele von RNG1 handelte. Auch
HOG1 schien aufgrund des entgegengesetzten CCW-Phénotyps der Dis-
ruptante und des Stammes Q2rngl eher als Allel auszuscheiden. Aufgrund der
Funktion der Gene ist jedoch fir REX3 und HOG1 eine Zusammenhang mit
einer MNNG-Hyperresistenz denkbar.

Auch das SNR6-Gen und der LTR waren jeweils nur auf zwei verschiedenen
Subklonen enthalten, wobei nur fir das SNR6-Gen ein Zusammenhang mit

einer Hyperresistenz gegen MNNG maoglich erscheint.
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4.2 Heterogenes Wachstum durch die
Uberexpression des ORFs YLR112w alleine oder
zusammen mit dem ORF YLR111w

Als ein Nebeneffekt der Subklonierung des Plasmids pB6 konnte festgestellt
werden, dass das Tragen des ORFs YLR112w alleine oder gemeinsam mit dem
ORF YLR111w auf einem ,multi copy“-Plasmid zu verschlechtertem Wachstum
fuhrte. Es wurde gezeigt, dass dies unabhangig vom Genotyp des trans-
formierten Stammes vorzufinden war. Dieses schlechtere Wachstum zeigte sich
in einer heterogenen KoloniegroRe der Transformanten und dem glasigen Er-
scheinungsbild der grol3eren Kolonien.

Da Uber die beiden fraglichen ORFs sehr wenig bekannt ist (siehe 4.1 ,RNG1-
Klonierung®), lasst sich Uber den Mechanismus, der zum heterogenen Wachs-
tum der Transformanten fiihrte, nur spekulieren. Als moglicher Ausléser konnte
jedoch der ORF YLR112w identifiziert werden, da es einerseits unwahrschein-
lich war, dass zwei, im Hefegenom direkt benachbarte ORFs zusammen einen
Effekt durch ihre Uberexpression bewirkten, und andererseits bereits gezeigt
wurde, dass der ORF YLR112w fir S. cerevisiae essentiell war. Die Vermutung
liegt somit nahe, dass auch die Uberexpression dieses ORFs eine Auswirkung
auf die Zelle auslost.

Es wurden bereits einige Gene beschrieben, die Uberexprimiert zum Tode oder
zu heterogenem Wachstum der Zelle fuhren. Eine grof3e Gruppe dieser Gene
sind solche, die fur Proteine des Zytoskeletts kodieren (Liu et al., 1992). Eben-
falls zu einem verlangsamten Wachstum oder sogar zum Zellzyklusarrest
kommt es bei Uberexpression von Genen, die im Zellzyklus und in Stress-Ant-
worten involviert sind. Die Uberexpression von Zellzyklus-Genen fiihrt meist zu
einem Arretieren der Zellen in einer bestimmten Phase des Zellzyklus (Espinet
et al., 1995). Dies konnte jedoch fiir die in dieser Arbeit untersuchte Uber-
expression ausgeschlossen werden. In zwei in der Literatur beschriebenen
Studien wurden zusatzliche Gene identifiziert, die Uberexprimiert zum Tode
oder zu heterogenem Wachstum der Zelle fuhrten. Hierzu gehérten u.a. Gene,
die in Signaltransduktionswegen und in der Pheromon-Antwort eine Rolle

spielen (Akada et al., 1997, Stevenson et al., 2001). In keiner dieser Studien
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wurde jedoch der ORF YLR112w identifiziert, was entweder auf die Unvoll-
standigkeit der Studien zurtickzufuhren ist, oder darauf, das eventuell doch das
Zusammenspiel der ORFs YLR11lw und YLR112w der Ausloser des ver-
schlechterten Wachstums ist.

Als eher unwahrscheinlich anzusehen war eine Ubereinstimmung des ver-
schlechterten Wachstums auslésenden ORFs mit RNG1, da die Plasmide, die
das heterogene Wachstum hervorriefen nicht gleichzeitig eine Sensibilitat
gegen MNNG bewirkten. Zudem konnte gezeigt werden, dass das Ausldosen
eines heterogenen Wachstums in allen Hefe-Stammen auftrat, wohingegen die

Sensibilisierung gegen MNNG nur in dem Stamm Q2rngl zu finden war.

4.3 Die Uberexpression von SNGL1 in einer gshi;
rngl-1-Doppelmutante verstarkt die Resistenz
gegen MNNG

Es konnte gezeigt werden, dass sich die durch die Uberexpression von SNG1
hervorgerufene Resistenz gegen MNNG zu der bereits vorhandenen Hyper-
resistenz einer gshlA4; rngl-1-Doppelmutante hinzuaddierte. Somit konnte
neben dem Zusammenhang von SNG1 mit der DNA-Reparatur und dem GSH-
Pool (Grey et al., 1995) auch ausgeschlossen werden, dass sich RNG1 und
SNG1 entsprechen. Denkbar gewesen ware, dass es sich bei rngl-1 um ein
fehlreguliertes und somit Uberexprimiertes SNG1-Allel handelte, welches somit
eine  MNNG-Hyperresistenz hervorrief. Die Additivitdt dieser beiden Re-
sistenzen lasst diese Hypothese jedoch unwahrscheinlich erscheinen. Es bleibt
somit die Vermutung, dass das durch SNG1 kodierte 547 Aminoséauren grof3e,
vermutlich Membran-gebundene Protein durch einen verstarkten Export von

MNNG zu einer Hyperresistenz gegen dieses flihrte.
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4.4 Ein erol4-Stamm kann durch die Disruption des

GSH1-Gens am Leben gehalten werden

Das durch ERO1 kodierte Glykoprotein Erol ist mit der Membran des Endo-
plasmatischen Retikulums (ER) assoziiert. Es sorgt fur die Mobilisierung der, fur
die Bildung von Disulfid-Briicken notwendigen Oxidations-Aquivalente im ER
(Frand und Kaiser, 1998; Pollard et al., 1998). Die Disruption des ERO1-Gens
ist in S. cerevisiae letal, wohingegen eine erol-1-Mutante Uberlebt, aber einen
deutlich abgesenkten ,Pool“ an Oxidations-Aquivalenten, welche fir die Protein-
faltung im ER bendétigt werden, aufweist. Zusatzlich zeigt diese Mutante eine
Sensibilitéat bei Temperaturen tUber 36°C und eine verstarkte Sensibilitat gegen
reduziertes ,Dithiothreithol* (DTT), einem Reduktionsmittel, das durch die Zell-
membran eindringt und die Protein-Oxidation im ER blockiert. Die Gabe von
Diamid hingegen, einem Oxidationsmittel, welches ebenfalls durch die
Membran eindringt und fur die Bildung von Disulfidbricken benétigt wird,
supprimiert die Temperatur-Sensibilitat einer erol-1-Mutante (Frand und Kaiser,
1998). Ebenso fihrt die Deletion des GSH1-Gens in der erol-1-Mutante zum
Verlust der Temperatur-Sensibilitat (Cuozzo und Kaiser, 1999). Die Uber-
expression von EROL fuhrt hingegen zu einer Resistenz gegen DTT (Pollard et
al., 1998).

Diese Ergebnisse zeigen, dass ein bestimmtes Gleichgewicht zwischen
Oxidationsmitteln, mobilisiert durch Erol, und Reduktionsmitteln, wie z.B. GSH,
in der Zelle notwendig ist, was vermuten lasst, dass eine Mutation in einer
gshl4-Mutante bevorzugt auf die Senkung des Oxidationsmittel-Pools zielt.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde untersucht, ob die in den Stammen Q3
(gshl4; lwgl-1) und Q4 (GSH1, lwgl-1) vorgefundene Methionin-Auxotrophie
bzw. Cadmium-Sensibilitat auf eine Mutation im ERO1-Gen zurlickgeht (siehe
4.5 ,Der Zusammenhang der Methionin-Auxotrophie einer gshlA; Iwgl-1-
Doppelmutante mit GSH-Mangel“ und 4.6 ,Eine unbekannte Mutation sorgt in
den Stammen Q3 und Q4 fiur die Cadmium-Sensibilitat). Im Zuge dieser Unter-
suchungen konnte gezeigt werden, dass das Uberleben einer erol4-Mutante in
Kombination mit der Disruption des GSH1-Gens mdglich war, da die Disruption

des GSH1-Gens zum Uberleben eines erol4-Stammes fiihrte, wohingegen das
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Einschalten der GSH-Synthese in einem solchen Stamm letal wirkte. Diese
Uberlebende erola, gshlAa-Doppelmutante zeigte jedoch ein deutlich ver-
langsamtes Wachstum.

Der Zusammenhang von Erol und GSH ist in Abbildung 4.2 dargestellt.
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Abbildung 4.2: Ubersicht uber die GSH- und Protein-Disulfidbriicken-Bildung im ER

(Cuozzo und Kaiser, 1999).

Das in der ER-Membran befindliche Erol-Protein sorgt fir die Mobilisierung der
Oxidationsaquivalente. Die Protein-Disulfid-lsomerase (PDI) beschleunigt die
Bildung und das korrekte Einfiigen der Disulfidbriicken (nicht gezeigt). GSH
wird im Cytosol gebildet und gelangt Uber die ER-Membran in das ER-Lumen
und reduziert dort die Disulfidbriicken von Proteinen. Demnach kénnte die Auf-
gabe von GSH in der Reduktion der oxidierten PDI liegen, wodurch das Protein
fur die weitere Bildung von Disulfidbriicken regeneriert wirde. Zuséatzlich ist
denkbar, dass GSH inkorrekte und relativ instabile Disulfidbriicken direkt re-
duziert und dadurch die Genauigkeit der Disulfidbriicken-Bildung erhoht
(Cuozzo und Kaiser, 1999).

Der komplette Ausfall von ERO1 bei einer funktionierenden GSH-Synthese
konnte ein Ansteigen des Reduktionsmittel-Pools im ER auslésen und dadurch
zum stetigen Reduzieren neu gebildeter, korrekter Disulfidbriicken fihren. Dies
wurde eine Akkumulation falsch gefalteter Proteine hervorrufen und somit zum
Tod der Zelle fihren. Das Ausschalten der GSH-Synthese wirde unter diesen
Bedingungen erneut ein Redox-Gleichgewicht einstellen und eine verlangsamte
Proteinfaltung im ER moglich machen, was das Uberleben der Zelle gewéhr-

leisten wirde. Voraussetzung fur diese Hypothese ist die Mobilisierung geringer
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Mengen an Oxidationsaquivalenten zur Aufrechterhaltung der Disulfidbriicken-
Bildung tber einen Erol-unabhangigen ,Bypass”. Das Fehlen von GSH bei der
Synthese von Proteinen und DNA, bei Transportvorgdngen, bei Enzym-
Aktivitaten, bei Stoffwechsel- und Entgiftungsprozessen, sowie die ver-
langsamte Proteinfaltung wirden somit zu dem beobachteten deutlich ver-

langsamten Wachstum fihren.

4.5 Der Zusammenhang der Methionin-Auxotrophie
einer gshl4; lwgl-1-Doppelmutante mit GSH-
Mangel

Die Untersuchung der Methionin-Auxotrophie des Stammes Q3 (gsh14; lwgl-1)
zeigte, dass die Mutation im lwg1-Gen nicht der Ausldser fur diese Auxotrophie
war. Dies erfolgte Uber einen Komplementationsversuch mit einer pro2-Dis-
ruptante, die zunachst im GSH1-Gen disruptiert wurde, um die Grundlage eines
homozygoten gshl4-Diplonten zur Untersuchung der Methionin-Auxotrophie zu
schaffen. Die fehlende Komplementation des cfa’-Phanotyps zeigte das tat-
sachliche Vorliegen einer homozygoten Mutation im LWG1 bzw. PRO2-Gen
und die Methionin-Prototrophie des erhaltenen Diplonten das Fehlen des Zu-
sammenhangs zwischen lwgl und der Methionin-Auxotrophie.

Da Iwgl als Ausloser fur die Methionin-Auxotrophie ausgeschlossen werden
konnte, wurde naher untersucht, ob eine Mutation im ERO1-Gen diese Auxo-
trophie ausldst, da eine solche Mutation in einem gshl4-Stamm madglicherweise
bevorzugt auftreten wirde (siehe 4.4 Ein erol4-Stamm kann durch die Dis-
ruption des GSH1-Gens am Leben gehalten werden®). Zur Komplementations-
analyse mit dem Stamm Q3 musste ein erol4-Stamm konstruiert werden, in
dem das GSH1-Gen disruptiert vorlag, um das Uberleben des Stammes zu
sichern. Zusatzlich musste dieser Stamm eine lwgl-Mutation tragen, um dem
resultierenden Diplonten das Wachstum ohne GSH zu ermdéglichen und somit
eine Untersuchung auf das Wachstum ohne Methionin durchfiihrbar zu
machen. Die fehlende Komplementation der Methionin-Auxotrophie bei Kreu-

zung des Stammes Q3 mit einer gshl4; erol4; lwgl-Mutante, konnte jedoch
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nicht ganz ausschlieen, dass eine Mutation im ERO1-Gen die Methionin-
Auxotrophie herbeigefiihrt hatte, da diese ebenso auf das homozygote Vor-
liegen der Disruption des GSH1-Gens zuruckfuhrbar war. Die Erstellung eines
Wildtyps anderer genetischer Konstitution, der im GSH1-Gen disruptiert wurde
und eine lwgl-Mutation akkumulierte, zeigte ebenfalls kein Wachstum ohne die
Gabe von Methionin. Daraus lasst sich jedoch nicht zwangslaufig schliel3en,
dass die fehlende GSH-Synthese Ausldser fur die Methionin-Auxotrophie war,
da diese Doppel-Mutante ebenfalls eine dritte Mutation tragen konnte, die auf-
grund des Vorliegens der gshlA-Mutation ebenfalls im ERO1-Gen zu finden
sein konnte.

Es liegt jedoch ein Zusammenhang der Methionin-Auxotrophie mit der
fehlenden GSH-Synthese weitaus néher, wie Abbildung 4.3 zeigt.
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Abbildung 4.3: Der Transsulfurationsstoffwechselweg (Cherest und Surdin-Kerjan, 1992).

Das Schwefelatom von Sulfid, welches aus der assimilatorischen Sulfat-
reduktion von Sulfat gewonnen wurde, wird in das aus Cystein synthetisierte
C4-Rickgrat von Cystathionin eingebaut. Das daraus entstandene Homo-
cystein dient dann als Vorstufe fur Methionin.

Da GSH eine wesentliche Speicherform von Cystein darstellt, lasst dies die
Vermutung zu, dass ein Ausfall der GSH-Synthese zum Absinken der Cystein-
Konzentration fuhrt. Dies wiederum konnte dazu fuhren, dass Cystein nicht
mehr als Substrat fur die Methionin-Biosynthese zur Verfiigung steht, woraus

eine Methionin-Auxotrophie entstehen wirde. Gestitzt wird diese Hypothese
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durch die Supplementierbarkeit der Methionin-Auxotrophie des Stammes Q3
durch Cystein (Ergebnis nicht gezeigt).

Es lasst sich daraus zusammenfassend schliel3en, dass die Methionin-Auxo-
trophie nicht auf lIwgl zuriickging, sondern mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit auf
die fehlende GSH-Synthese.

4.6 Eine unbekannte Mutation sorgt in den Stdmmen
Q3 und Q4 fur die Cadmium-Sensibilitat

Da die Stamme Q3 (gshl4; lwgl-1) und Q4 (GSH1,; lwgl-1) eine Sensibilitat
gegenuber Cadmium zeigten (wobei der Stamm Q4 sensibler war, als der
Stamm Q3) und die Gemeinsamkeit dieser beiden Stamme in der lwgl-
Mutation lag, wurde untersucht ob diese Mutation der Ausléser fiur die
Sensibilitat war. Durch Komplementationsstudien konnte lwgl-1 als Grund fur
die Cadmium-Sensibilitat ausgeschlossen werden. Da jedoch ebenfalls eine
Mutation im ERO1-Gen vorliegen kénnte (siehe 4.4 ,Ein erolA4-Stamm kann
durch die Disruption des GSH1-Gens am Leben gehalten werden®), wurde die
Komplementation der Cadmium-Sensibilitdt durch eine erolA4; gshl4-Mutante
getestet. Durch die gezeigte Komplementation konnte eine Mutation im ERO1-
Gen als Ausldser fur die Cadmium-Sensibilitat ausgeschlossen werden.

Gezeigt wurde zusatzlich, dass das plasmidgebundene Einschalten der GSH-
Synthese im Stamm Q3 zu einer leichten Sensibilisierung gegenuber Cadmium
fuhrte, welche jedoch nicht das Niveau der Sensibilitat des Stammes Q4 gegen
Cadmium erreichte. Sollte dieser Unterschied in der Sensibilitat nicht auf den
Unterschied zwischen dem plasmid-gebundenem und dem genomischen
Tragen des GSH1-Gens zurlickgehen, lasst sich daraus schliel3en, dass eine
weitere Mutation im Stamm Q4 zu der beobachteten Cadmium-Sensibilitat
fuhrte. Ebenso war von einer weiteren Mutation im Stamm Q3 auszugehen, da
dieser im Vergleich zum Eltern-Stamm Q2 (gshl4) ebenfalls eine erhéhte
Sensibilitat gegen Cadmium aufwies (Ergebnis nicht gezeigt) und die zusatzlich
enthaltene Mutation im LWG1-Gen als Ausléser ausgeschlossen wurde (siehe

oben).
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Cadmium schadigt die Zelle durch das Induzieren von oxidativem Stress
(Brennan und Schiestl, 1996) und durch das Inhibieren der ,Mismatch*-
Reparatur (Jin et al., 2003). Da inshesondere GSH an dem Schutz der Zelle vor
oxidativen Schaden beteiligt ist, erscheint eine Sensibilisierung gegen Cadmium
aufgrund des Einschaltens der GSH-Synthese widersprichlich. Fir die
Cadmium-induzierte Expression des GSH1-Gens wird jedoch ein funktionieren-
des Netzwerk der Regulation bei der Synthese von schwefelhaltigen Amino-
sauren bendtigt (Dormer et al.,, 2000). Da die Methionin-Auxotrophie des
Stammes Q3 nicht sicher auf die fehlende GSH-Synthese zurtckzufihren war
(siehe 4.5 ,Der Zusammenhang der Methionin-Auxotrophie einer gshl4; lwgl-
1-Doppelmutante mit dem GSH-Mangel“), konnte ebenso eine fehlerhafte Re-
gulation der Methionin-Biosynthese vorliegen. Diese konnte wiederum ebenfalls
das Ausbleiben einer erhéhten Cadmium-Resistenz des Stammes Q3 beim
Tragen des plasmidgebundenen GSH1-Gens erklaren, jedoch nicht die vorge-
fundene Sensibilisierung gegen Cadmium. Die Verstarkung der Sensibilitat
gegen Cadmium lasst sich somit nur durch eine weitere Mutation erklaren.
Mogliche Ansatzpunkte sind eine erhdhte Aufnahme von Cadmium in die Zelle
durch z.B. eine mutierte Form des Zink-Transporters Zrtl, welcher fir die
Cadmium-Aufnahme zustandig ist (Gomes et al., 2002). Ebenso ist eine fehler-
hafte Entgiftung durch den ,yeast cadmium factor* (Ycfl) denkbar, der
Magnesium- und ATP-abhé&ngig fur den Transport von Cadmium, gebunden an
GSH, in die Vakuole sorgt (Li et al., 1997).
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) Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Diplomarbeit konnte das Plasmid pB6 isoliert werden, das
die MNNG-Hyperresistenz einer rngl-1-Mutante komplementierte. Das
komplementierende Gen dieses Plasmids konnte jedoch weder uber
17 Subklone noch tber Komplementationsanalysen identifiziert werden.

Die Sensibilitdt gegen ,Congo red* konnte als ein weiterer Phanotyp des
Stammes Q2rngl bestimmt werden.

Es wurden im Zuge der Subklonierung des Plasmids pB6 pRS424-Derivate
gefunden, die unabhéngig vom genetischen Hintergrund des transformierten
Stammes, heterogenes Wachstum verursachten. Zurtckzufiihren war dies auf
die Uberexpression des ORFs YLR112w alleine oder gemeinsam mit dem ORF
YLR111w.

Neben der bereits beschriebenen MNNG-Hyperresistenz durch die Uber-
expression von SNG1 in Wildtypen, GSH-Mutanten und Reparatur-defizienten
Stammen, konnte auch in dem bereits gegen MNNG hyperresistenten Stamm
Q2rng1l eine Steigerung der Resistenz durch SNG1 gezeigt werden.

Des weiteren wurden Anzeichen gefunden, dass die Methionin-Auxotrophie des
Stammes Q3 auf die Disruption des GSH1-Gens zuriickzufiihren war.

Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die funktionierende GSH-Synthese
letal auf eine erolA-Mutante wirkte.

Als Ausloser fiur die Cadmium-Sensibilitat der Stamme Q3 und Q4 konnten die
bekannten Mutationen dieser Stamme im GSH1- und im LWG1-Gen ausge-

schlossen werden.
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6 Ausblick

Zur ldentifizierung von RNG1 auf dem isolierten Plasmid muisste noch eine
Komplementationsanalyse des Stammes Q2rngl mit einer hogl- und einer
ylr111w-Disruptante durchgefiihrt werden. Zudem konnte das dem Passagier
des Plasmid pB6 entsprechende Segment im Genom des Stammes Q2rngl
sequenziert und durch einen Abgleich mit der Datenbank auf Mutationen hin
untersucht werden. Sollte es sich dennoch als nicht mdglich herausstellen, das
gesuchte Gen auf dem Plasmid pB6 zu identifizieren, kénnte Uber das
funktionierende  Selektionsverfahren weiter nach sensiblen Genbank-
transformanten gesucht werden. Ebenso besteht die Mdglichkeit mittels einer
Transposon-basierenden Genbank eine neue Mutagenese in einer gshl-
Mutante zu starten und nach MNNG hyperresistenten Klonen zu suchen.

Zur ldentifikation von RNG2 kdnnte aus dem Stamm Q2rng2 mit der dominan-
ten Mutation rng2-1 eine Genbank hergestellt werden, um nach der Transfor-
mation eine Positiv-Selektion nach hyperresistenten Transformanten durchzu-
fuhren.

Um sicherzustellen, ob das beobachtete verschlechterte Wachstum nach
Transformation mit pRS424-Derivaten auf die Uberexpression des ORFs
YLR112w alleine oder zusammen mit dem ORF YLR111w zuriickging, musste
der ORF YLR112w inklusive vollstandigem Promotor in den Vektor pRS424
ligiert und die daraus entstehenden Transformanten auf verandertes Wachstum
hin untersucht werden.

Die ldentifikation der Mutation, die zur Cadmium-Sensibilitat der Stamme Q3
und Q4 fihrte, kdnnte Uber die Klonierung mit Hilfe eine Genbank oder Uber
Komplementationsanalysen mit Disruptanten, die eine Disruption in den Genen

tragen, die in der Cadmium-Entgiftung eine Rolle spielen, durchgefuhrt werden.
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Anhang

Plasmide

YCp50 (Rose et al., 1987)

Dieser Vektor ist ein ,single copy“-Pendelvektor. Er liegt somit bis zur

Replikation in der Hefezelle in nur einer Kopie vor. Er besitzt einen E. coli-ori
und eine Hefe-ARS1-, sowie eine CEN4-Region. Die Selektion in E. coli erfolgt
Uber das Ampicillin- und das Tetracyclin-Resistenzgen. Zur Selektion in S. cere-
visiae enthalt der Vektor das URA3-Gen.

Die Genbank zur Klonierung des RNG1-Gens basierte auf diesem Vektor.

YEp24 (Botstein et al., 1979)

Bei diesem Vektor handelt es sich um einen ,multi copy“-Pendelvektor, der so-

wohl in E. coli, als auch in S. cerevisiae repliziert wird. Er liegt in 10 — 40-facher
Kopienzahl in der Hefe vor. Die Selektion erfolgt in E. coli Gber ein Ampicillin-

und ein Tetracyclin- Resistenzgen und in S. cerevisiae Uber das URA3-Gen.

pRS314 und pRS315 (Sikorski und Hieter, 1989)

Diese beiden Vektoren sind ,single copy“-Pendelvektoren. Sie besitzen einen
E. coli-ori und eine Hefe-ARS1- und eine CEN4-Region und liegen somit bis zur
Replikation in der Hefezelle in nur einer Kopie vor. Die Selektion in E. coli er-
folgt Uber ein Ampicillin-Resistenzgen, zur Selektion in S. cerevisiae enthéalt
pRS314 das TRP1-Gen und pRS315 das LEU2-Gen. Beide Vektoren enthalten
das aminoterminale Ende der 3-Galaktosidase und ermdglichen somit die Blau-
Weil3-Selektion (siehe 2.2.11).

pRS424 (Christianson et al., 1992)

Bei diesem Vektor handelt es sich um einen ,multi copy“-Pendelvektor mit

einem E. coli-ori und dem Hefe-2um-Replikationsstartpunkt. Er liegt somit in
10 — 40-facher Kopienzahl in der Hefe vor. Die Selektion in E. coli erfolgt Uber
ein Ampicillin-Resistenzgen, die Selektion in S. cerevisiae Uber das TRP1-Gen.
Zur Blau-Wei3-Selektion (siehe 2.2.11) ist das aminoterminale Ende der

R-Galaktosidase enthalten.
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pEH705 (Grey et al., 1995)
pEH705 basiert auf dem Vektor YEp24. Er enthalt als Passagier das SNG1-

Gen, welches Uberexprimiert in S. cerevisiae zu einer Hyperresistenz gegen
MNNG fihrt.

pMG132
Dieses GSH1-Disruptionsplasmid enthalt das GSH1-Gen, welches mittels einer

Restriktionsendonuklease so entfernt wurde, dass flankierende Sequenzen er-
halten blieben. Zwischen diese flankierenden Bereiche wurde mittels einer
Ligase das URA3-Markergen eingefiigt. Zur Disruption des GSH1-Gens wurde
das Plasmid so linearisiert, dass sich die flankierenden Sequenzen an den

Enden des DNA-Stranges befanden.

pMG139
pMG139 basiert auf dem Vektor pRS315. Er enthalt als Passagier das GSH1-

Gen.

Derivate des Plasmids pB6
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Abbildung VII: Restriktionskarte des Plasmids pB6-J.
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Abbildung VIII:Restriktionskarte des Plasmids pB6-K.

Hindlll

Aval
ngHll Sgglanll
}{hnlfI Mael++ Eg';"
++ Sacl 2ol feply |Bani
el R , P
Cira2l Fspl YLR112w ¥hall  |xhol
Matl EcoRl
Xholl =
%{gg} B}{hﬂll BspHI++
g ol ool Cfra2l++
iy ¥holl g
Smal
Aval Pyull . X}ﬁ;ﬂ"
Eoebh EcoRV Bstd
EcoRY . Cirdal
Eco3l oll 5 ! I
Hindil BamHl G
Clal Scal Es H|Sp
Hindll Ndel P

Abbildung XI: Restriktionskarte des Plasmids pB6-L.
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Abbildung X: Restriktionskarte des Plasmids pB6-M.
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Abbildung XI: Restriktionskarte des Plasmids pB6-N.
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Abbildung XII: Restriktionskarte des Plasmids pB6-O.
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Abbildung Xlll:Restriktionskarte des Plasmids pB6-P.
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Abbildung XIV: Restriktionskarte des Plasmids pB6-Q.
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Abbildung XV: Restriktionskarte des Plasmids pB6-R.
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Abbildung XVI: Restriktionskarte des Plasmids pB6-S.
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Abbildung XVII: Restriktionskarte des Plasmids pB6-T.
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Sequenz des Bereichs zwischen den ORFs YLR111w und
YLR112w

ATAGCATGAAGTATCCGCACACCGCAGCGTTAGTGAGGTGAGGGTGGCA
GCAAGCTAATTCCCGCATCTGGAATCTGAACTGCCCCTTTTGGACTAACCG
TGTGGTTCATGGGTGGGCGAAGTGCGCAACCTGAAGGTTTTCTTTTGCGT
GTCGGATTTTACATCCGGCGGTAGCGCATGATGCCATGGCTGGCTCCAGA
TACATCCTCAGGGCACCAGCATCTATAATTAGATTGGCGCAACATGGCTGG
CTGCACTGCTGTCTTCACTTCTTTCTTTTTCCGGCAATGAATGATGTATGTT
TTGTGGCAAAAGGGTCCGCATTGTACCTGTTTACAGTTGAGATTATCGTTT
TTGGTAGCCCTTCATTACGGCATAACGTATTAAGTTTCTTTTATTTTGCTTT
GCCCTGGTTTAAAAGACAATGTCGATTAAAAGTTAATTTTAATCGATTGAAG
GAAATAAGAGGAATAGCGCAAGTTG

Ergebnisse der Tetradenanalysen

Tabelle I Sporen des Diplonten DB5460
Wachstum auf
Spore SynCo - | SynCo - |SynCo | SynCo - |YEPG |cfa|,Mating
(DB5460-) | His+GSH | Trp+GSH | -Met | Ade+GSH type“
1A - + - - +/-
2A - - - - + + a
3A -
4A -
5A -
6A -
7A + - - - -
8A + - - - -
9A - - - - - -
11C + - - - + -
12A - - - -
13A - + - -
13B - - - -
14A
16A
16B -
18A
19A
20A - - - +

- + + -

+
R

+ |+

+ |+

1
+

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+
]
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28B

29A
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Tabelle II:

Sporen des Diplonten Y26531’

Spore
(Y26531'-
)

SynCo

Ura+GSH

Wachstum auf

SynCo

Lys+GSH

SynCo
-Met

YPD
+Geniticin

YEPG

cfa

»Mating
type*

2B

4A

S5A

5B

+ |+ |+ |+

+ [+ |+ |+

)

8A

Q

9A

10A

11A

11B

12B

13A

14A

14B

15A

+ [+ |+ |+

RIR IR IR IR IR |9 (R

16A

16B

+ |+ |+
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16C

17A

18A

18C
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27B
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33B

34A

34B

34C

36A

36B

37A

37B

38A
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40C + + + - - o
41A - - a
42A + -
43A - -
43B - -
43C + + - - a
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