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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Homaoostase

Der Begriff Homoostase ist vom griechischen Wort fiir ,,gleichartig, dhnlich* abgeleitet und
bedeutet in der deutschen Sprache ,,Aufrechterhaltung®. Ein Organismus ist bestrebt, alle
Funktionen wie z.B. den Elektrolythaushalt und bei hoheren Eukaryonten auch die
Korpertemperatur und Blutzusammensetzung innerhalb sehr enger Grenzen konstant zu
halten und etwaige Verdnderungen sofort wieder auszugleichen. Dadurch wird die Anpassung

an die Umwelt optimiert und der Krifteaufwand zur Lebenserhaltung minimiert.

Auf Grund zu geringer Sauerstoff-Konzentration herrschten in der frithen Erdatmosphére
reduzierende Bedingungen. Neben Wasser existierten einige Gase, wie Methan,
Kohlendioxid, Stickstoff und Ammoniak. Auch Kohlenmonoxid, Wasserstoff, Sulfide und
Schwefelwasserstoff- und Eisensulfidgemische waren schon vorhanden. Durch den
vorherrschenden Sauerstoffmangel mussten die ersten primitiven Organismen so etwas wie
einen ,,anaeroben‘ Metabolismus besitzen. Dabei wurde wahrscheinlich das sehr leicht
16sliche Fe*" als erster Kofaktor fiir biologische Redoxsysteme verwendet. Redox-Reaktionen,
sind Reaktionen, in denen Elektronen von einem Reaktionspartner auf den anderen iibertragen
werden. Dabei nennt man die Abgabe von Elektronen Oxidation und die Verbindung, die
oxidiert wird Elektronendonator. Die Aufnahme von Elektronen wird Reduktion und die
Verbindung die reduziert wird Elektronenakzeptor genannt. Die Summe der Elektronen bleibt
bei diesem Vorgang, der umkehrbar ist, erhalten. In welche Richtung die Redox-Reaktion
verlauft, hangt von der Stirke der beiden Reaktionspartner ab. Auch in Zellen aller
Organismen laufen Redox-Reaktionen ab. Dabei kdnnen sie an Membranen verlaufen, wobei
die freiwerdende Energie zum Aufbau eines elektrochemischen Gradienten genutzt wird. An
der Membran findet dabei eine Trennung der Ladungen statt, die der Speicherung von Energie
dient. Der Energiegehalt AG eines sogenannten Protonengradienten ist die Summe aus der
pH-Differenz ApH und des elektrischen Membranpotentials Ay zwischen der inneren und
duferen Seite der Membran. Das Membranpotential ist direkt abhéngig von der Differenz der
Redoxpotentiale von Elektronendonor und —akzeptor. Aus den beiden GroBen ApH und Ay
ergibt sich die protonenmotorische Kraft AP als Ma@ fiir die chemische Arbeit AG, die der
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Gradient zu leisten vermag (nach Koolmann und R6hm, 1994). Mogliche potentielle

chemolithotrophe Reaktionen kdnnten wie folgt abgelaufen sein:
FeCO;+2H,S —p  FeS,+H, +H,0 + CO, AG"=-61.7 kJ / Reaktion
FeS+H,S _p  FeS,+H, AG”=-41.9 kJ / Reaktion

Hierbei handelt es sich um eine exergone Reaktion, also eine Reaktion, die freiwillig ablduft
und in der Energie frei wird. Dabei kann spekuliert werden, dass das H,, welches in diesen
Reaktionen gebildet wurde, der Elektronendonator fiir die Reduktion von elementarem
Schwefel zu Schwefelwasserstoff war. Auch kann angenommen werden, dass eine
Energiegewinnung durch das Aufspalten von H; in seine Elektronen und Protonen erfolgte.
Eine primitive membrangebundene ATPase konnte diesen Protonengradienten und dessen
Energie zur ATP-Synthese genutzt haben (nach Madigan et al., 1997). Auch ein
chemoorganotropher oder phototropher Metabolismus wird in der Literatur diskutiert, da aber
wesentlich mehr Enzyme eingesetzt und komplexere Reaktionen ablaufen miissten, wird
davon Abstand genommen. Der chemolithotrophe Metabolismus benétigt nur sehr wenige
Enzyme, wahrscheinlich nur eine primitive Hydrogenase und ATPase, um Energie zu
gewinnen (nach Madigan et al., 1997).

Die Evolution des Metabolismus ging wahrscheinlich weiter tiber die Bildung von
Porphyrinen, dann von Cytochrom und anderen Tetrapyrol-Verbindungen bis hin zu ersten
Elektronen-Transportketten. Auch wird angenommen, dass iiber Porphyrin lichtsensitives
Magnesiumtetrapyrol gebildet wurde, welches auch Bakterienchlorophyll genannt wird und
Photosynthese ermoglichte.

Wabhrscheinlich waren Cyanobakterien die ersten Organismen, die Photosynthese betrieben.
Mit der Photosynthese wuchs langsam die Sauerstoffkonzentration in der Lufthiille. Der damit
verbundene Wechsel von reduzierenden zu oxidierenden Bedingungen fiihrte dann
moglicherweise dazu, dass sich die Loslichkeit von Metallen verdnderte. Indem mehr Oxide
statt Sulfidverbindungen gebildet wurden, stieg die Verfligbarkeit von anderen Elementen an.
Nun konnten verschiedene Metalle als Kofaktoren fiir Enzyme verwendet werden. Es folgten
spezifische Aufnahmesysteme und priazisere Homdostasefunktionen. Die Aufnahme von

Metallen in die Zelle bedingte aber nicht nur die Mdglichkeit neuer Kofaktoren, sondern auch
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eine evolutiondre Selektion. Diese manifestierte sich durch die Gite der Detoxifikations-

systeme (nach Williams und Frausto Da Silva, 2003).

1.2 Wirkung und Funktion von Metallen in der Zelle

Viele Metalle, wie Fe, Co, Ni, Cu und Zn, vor allem aber auch die Alkalimetalle wie Mg, K,
Ca und Na sind fiir jeden Organismus essentiell. Pflanzen, Pilze und Prokaryonten absor-
bieren sie direkt aus dem Boden oder dem Wasser. Tier und Mensch nehmen sie iiber die
Nahrung auf. Metalle haben aufgrund ihrer starken Bindung an schwache Lewis-Basen in
Form von Sulfhydryl- oder Imidazol-Gruppen wichtige biologische Funktionen als Ko-
faktoren in enzymatischen Reaktionen. Zum Beispiel sind zinkhaltige Carboxypeptidasen am
Abbau von Proteinen beteiligt, und Kobalt sitzt im aktiven Zentrum des Coenzyms Vitamin
B> (nach Grill und Zenk, 1989).

Ein Mangel an essentiellen Metallionen kann die Synthese und die Funktion vieler Proteine
stark beeintrachtigen. Beim Menschen kann Zinkmangel z.B. zu Depressionen, vermehrter
Infektanfalligkeit, Wachstumsstorungen, Haarausfall und verzogerter Wundheilung fiihren
(Medicine World Wide, http://www.m-ww.de).

Neben den lebenswichtigen Metallen existieren auch Metalle ohne bekannte biologische
Funktion, wie Cd, Pb und Hg, die ausschlieBlich giftig fiir die Zellen sind. Prinzipiell wirken
sowohl essentielle als auch nichtessentielle Schwermetalle in Abhidngigkeit von ihrer Kon-
zentration als Zellgifte. Die Neigung zur Komplexbindung mit schwachen Lewis-Basen ist
dabei einer der Griinde fiir die Toxizitdt der Elemente. Unkontrollierte Bindungen von
Metallionen an Proteine fithren zur Inhibition der Enzymaktivitit und Zerstérung ihrer
Struktur. Diese Inaktivierung wird haufig durch die hohe Affinitét zu Thiol-, Amino- und
Carboxylgruppen verursacht (Van Assche und Clijsters, 1986 a, b). Auch zeigten mehrere
Studien, dass Metalle sogenannte Reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS) bilden, welche
biologische Makromolekiile wie DNA, Proteine oder Lipide durch Oxidationen zerstdren
konnen (nach Stohs und Bagchi, 1995). Wahrscheinlich sind verschiedene Mechanismen fiir
die Bildung von ROS verantwortlich. Dabei werden die Reaktionen nach Fenton, die zur
Entstehung von freien, hochtoxischen Radikalen fithren, und phagocytierende Zellen

diskutiert (nach Stohs und Bagchi, 1995, Fee und Valentine, 1977).
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Beim Menschen kénnen Symptome einer Zinkvergiftung Ubelkeit, Erbrechen, Leibschmerzen
und Kreislaufschwiche sein. Dies kann unter Umstdnden zum Koma fiithren. Die Zinkwerte
konnen im Blut bestimmt werden. Dabei sollten sie beim erwachsenen Menschen zwischen
4,0-7,5 mg/l betragen. Niedrigere Werte fiihren zu den oben genannten Mangelerscheinungen

und hohere zu den Vergiftungssymptomen (Medicine World Wide, http://www.m-ww.de).

Die Metallhomdostase ist fiir Zellen immens wichtig. Haufig handelt es sich, wie das Beispiel
Zinkhomoostase im Menschen zeigt, nur um sehr geringe Konzentrationsunterschiede, die
den Mangel eines bestimmten Ions von toxischen Konzentrationen trennt. An der Aufrecht-
erhaltung der Homdostase sind deswegen meist mehrere Transportsysteme beteiligt. Es
existieren Transporter, die [onen in die Zelle beférdern, andere, die in der Zelle die Bereit-
stellung essentieller Ionen regulieren, und schlieBlich Proteine, die fiir die Detoxifikation
hoher Ionenkonzentrationen sorgen. Das molekulare Verstindnis der Transportsysteme und
ihre Rolle in der Homdostase sind von wichtiger biotechnologischer Bedeutung. Es konnten
zum Beispiel Pflanzen geziichtet werden, die Metalle akkumulieren und so besser auf
metallarmen Béden wachsen. Auch der umgekehrte Fall wére moglich: Pflanzen, die eine
hohe Resistenz aufweisen und so vielleicht imstande sind, verseuchte Boden zu nutzen und zu

reinigen.

1.3 Der Transport von Soluten durch biologische Membranen

Metabolismus und Transport sind zwei wichtige Voraussetzungen fiir Leben. Das Eine kann
ohne das Andere nicht existieren. Wichtig fiir den Stoffwechsel ist die Schaffung von
wiassrigen Reaktionsrdumen. Alle lebenden Zellen miissen aber mit ihrer Umgebung
kommunizieren und zum Stoffaustausch beféahigt sein, damit die Homdostase der essentiellen
Solute fiir die Zelle gewihrleistet werden kann. Dabei ist die biologische Membran behilflich,
welche eine hydrophobe, selektiv permeable Barriere fiir Solute darstellt. Viele hydrophile
oder geladene Verbindungen konnen diese Schranke nicht ohne weiteres iiberwinden. Zu
diesem Zweck sind spezielle Proteine in der Membran lokalisiert, die selektiv den Transport
von Substraten ermdglichen. Sie kontrollieren den Ionenfluss in (Influx) und aus (Efflux) der

Zelle und ihrer Kompartimente und sind meist spezifisch fiir bestimmte Ionen oder Molekiile.


http://www.m-ww.de/
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Wie wichtig der Membrantransport ist, ist in allen Organismen durch die grofle Anzahl der
Gene gekennzeichnet, die fiir Transportproteine kodieren. Transportproteine machen etwa

15 — 30% der Membranproteine einer Zelle aus (Alberts et al., 2004).

Zwei Typen von Membranproteinen wurden identifiziert. Zum einen existieren die Trager-
molekiile, in der Literatur auch héufig Carrier-Proteine genannt. Sie besitzen bewegliche
Bereiche, mit deren Hilfe sie spezifische Molekiile tiber die Membran transportieren. Dabei
durchlaufen sie Konformationsdnderungen und kdnnen an eine Energiequelle gekoppelt
werden, um den aktiven Transport zu ermdglichen. Zum anderen gibt es die Kanalproteine
oder auch Ionenkanéle genannt, welche enge hydrophile Poren bilden, die gedffnet oder
geschlossen sein konnen. Sie ermoglichen den passiven Transport meist kleiner,
anorganischer, spezifischer Ionen. Ionenkanile lassen sich aufgrund des Reizes, der zum
Offnen und SchlieBen der Pore notwendig ist, in drei Arten unterteilen. Ein Typ ist der
ligandenabhéngige Kanal. Er beruht auf der Bindung von Neurotransmittern, Hormonen und
anderen biologisch aktiven Molekiilen. Weitere Reize kdnnen mechanischer Art sein
(mechanisch kontrollierte Kanile) oder hingen von der Anderung des Spannungspotenzials
der Membran ab (spannungskontrollierte Kanéle) (Alberts et al., 2004).

Transportproteine besitzen meist ein zentrales Modul, welches die Membran, oft auch
mehrmals, durchkreuzt, und somit einen Transmembrantunnel formt, durch den die verschie-
denen Solute die hydrophobe Membran durchwandern kénnen (Nikaido und Saier, 1992). Die
meisten Kanile sind Mitglieder einer Proteinsuperfamilie und &hneln sich in ihren Amino-

sduresequenzen, der Struktur und ihrer Substratspezifitét.

1.4 Zinkhomoostase bei S. cerevisiae

Anhand der Zinkhomdostase in S. cerevisiae soll ein Uberblick iiber Transportsysteme
gegeben werden und die Komplexitit der Homdostasefunktion veranschaulicht werden. Dabei
werden Mechanismen zum Transport von Zinkionen zu ihrem Einsatzort in bestimmten
Organellen, zum Transport {iber die Zellmembran durch spezifische Transportproteine und

zur Akkumulation in verschiedenen intrazelluliren Kompartimenten beschrieben.

ZRT1p und ZRT2p gehdren zur ZIP-Familie (ZRT, IRT-like protein) und sind stark und
schwach affine Zinkaufnahmesysteme bei S. cerevisiae (Zhao und Eide, 1996, a, b). ZRT1p
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wird induziert, wenn weniger und ZRT2p wenn mehr Zink extrazelluldr vorhanden ist.
AuBerdem existiert ein weiterer Zink-Transporter, FET4p, der zusitzlich Eisen und Kupfer
transportiert. FET4p ist ein schwach affiner Transporter, der bei Zinkmangel exprimiert wird
(Waters und Eide, 2002). Bei den meisten Proteinen der ZIP-Familie handelt sich um
integrale Membranproteine, die meist durch fiinf bis acht Transmembrandoménen charak-
terisiert sind. Sie sind wahrscheinlich sehr spezifisch fiir Zink und werden meist dann
induziert, wenn der Bedarf an Zink gedeckt sein muss (Grotz et al., 1998, Guerinot, 2000;
Gaither und Eide, 2000,2001, Taylor et al., 2003).

ZRTl1p, ZRT2p und FET4p werden durch die intrazelluldre Zink-Konzentration reguliert.
Gesteuert werden diese Prozesse von ZAP1p (Zhao und Eide, 1997). ZAP1p ist ein
hochaffines, spezifisches Aufnahmesystem. Dieses Protein reguliert die Transkription der
Gene und héangt von der Verfligbarkeit von Zink ab. Sinkt die Zink-Konzentration im Zytosol,
wird ZAP1p induziert, welches wiederum die Expression von anderen Proteinen fiir die
Zinkaufnahme einleitet. Dabei bindet ZAP1 an eine 11bp groBe konservierte Sequenz im
Promotor von Genen, die fiir Zink-Transportproteine kodieren. Diese Sequenz wird ZRE
(zinc-responsive element) genannt (Zhao et al., 1998; Lyons et al., 2000). Auch kann es sein,
dass ZAP1p einer positiven Autoregulation unterliegt, die ebenfalls von der Zinkkon-
zentration abhéngt. In zinkhaltigem Medium wird die Aktivitdt von ZAP1p unterdriickt (Zhao
und Eide, 1997).

Auch ZRT3p ist ein ZAP1p-Zielgen. ZRT3p reguliert den Efflux von Zink aus der Vakuole,
wenn Zinkmangel im Zytosol herrscht (MacDiarmid et al., 2000). Es wird deutlich, dass bei
intrazelluldrem Zinkmangel sowohl Zinkaufnahme-Systeme der Plasmamembran, als auch
Zinktransporter der Vakuolenmembran zur Bereitstellung von Zink im Zytosol durch ZAP1p

aktiviert werden.

Der intrazelluldre Transport dient aber nicht nur dem Ausgleich von Mangelbedingungen,
sondern wird auch zur Bereitstellung von Metallionen als Kofaktoren fiir Proteine genutzt.
Dabei spielen die Proteine aus der CDF-Familie (cation diffusion facilitator) eine bedeutende
Rolle (Paulsen und Saier, 1997). Zink ist wichtig fiir die Funktion des Endoplasmatischen
Reticulums (ER). Damit ausreichend Zink im ER vorhanden ist, wird das Organell durch ein

membrangebundenes Protein der CDF-Familie, MSC2p, versorgt (Li und Kaplan, 2001; Ellis
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et al., 2004). AuBBerdem ist dieses Protein an der Verteilung von Zink in der Zelle, vor allem

an den Zellkern, beteiligt (Li und Kaplan, 2001).

Aber auch fiir die Detoxifikation sind Proteine der CDF-Familie sehr wichtig. Werden Zellen
erst Zinkmangel-Bedingungen und anschlieBend recht hohen Zinkkonzentrationen ausgesetzt,
wird Zink sehr schnell in der Zelle angehiuft. Dies geschieht durch eine Uberexpression des
Plasmamembrantransporters ZRT1p und wird ,,Zink-Schock® genannt. Die Zelle reagiert
darauf, indem sie ZRT1p durch Endozytose entfernt (Gitan et al., 1998; Gitan und Eide,
2000). Weitere Moglichkeiten der Zinkkontrolle sind die Herunterregulierung der Aufnahme-
systeme, ZRT1p, ZRT2p und FET4p (Zhao und Eide, 1996 a, b), die intrazelluldre Bindung
des Metalls an Metallothioneine (Palmiter, 1998), der Efflux (Nies und Silver, 1995; nach
Paulsen und Saier, 1997) und die Speicherung in der Vakuole (MacDiarmid et al., 2000).
Dabei sind ZRC1p und COT1p verantwortlich fiir den Transport von Zink in die Vakuole,
wenn die intrazelluldre Zinkkonzentration zu stark ansteigt, wie z.B. nach dem ,, Zink
Schock®. Reguliert wird ZRCl1p dabei ebenfalls von ZAP1p. COT1p hingegen nicht, so dass
man annimmt, dass es weniger wichtig fiir den Zinktransport ist (MacDiarmid et al., 2003).
ZRClp ist in der Vakuolenmembran lokalisiert und besitzt sechs Transmembrandoméinen
(Kamizono et al., 1989). COT1p wurde erstmals als Cobalt-Resistenz- und —Detoxifiktions-
Protein in der mitochondrialen Membran identifiziert (Conklin et al., 1992). Spéter lokali-
sierte man COT1p vor allem in der Vakuolenmembran (Li und Kaplan, 1998; Myabe et al.,
2001).

Zusétzlich zum Vakuolenspeicher wurden in S. cerevisiae kleine Kompartimente identifiziert,
die angefiillt mit Zink waren und Zinkosomen im Saduger dhnelten. Sie traten vermehrt bei
hohen Zinkkonzentrationen im Zytosol und bei ZRC1- und COT1-Mutanten auch in
Mangelmedium auf. Es wird vermutet, dass zwischen diesen Vesikeln und der Vakuole eine

dynamische Verbindung besteht (Devirgiliis et al., 2004).

Diese Zusammenstellung von Transportproteinen umfasst lange nicht alle in der Literatur
beschriebenen. Es sollte nur ein kurzer Einblick in die unterschiedlichen Funktionen einzelner
Proteine und ihr Zusammenwirken in der Zinkhomdostase gegeben werden. Auch wurde dies
hier nur fiir S. cerevisiae dargestellt. Angehdorige der ZIP- und CDF-Familien kommen aber
nahezu bei allen Eukaryonten vor (Dufner-Beattie, 2003, 2004; Palmiter und Findley, 1995;
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Palmiter et al., 1996; Eng et al., 1998; Grotz et al, 1998; Gaither und Eide, 2000; Clemens at
al., 2002; Eide und Guerinot, 1997).

1.5 Magnesium

1.5.1 Die Funktion von Magnesium

Magnesium ist nach Kalium das zweite wichtigste Kation in der Zelle. Es ist an der Akti-
vierung und Regulation von bislang 300 bekannten Enzymen beteiligt und spielt im gesamten
Elektrolythaushalt eine zentrale Rolle. Dabei ist freies ionisiertes Magnesium die physio-
logisch aktive Form dieses Elements. Magnesium steuert beispielsweise die Phosphorylierung
der Na" / K'- ATPase, beeinflusst dadurch die intrazelluldre Kaliumspeicherung und ist
wichtig fiir den Energiestoffwechsel. Uberhaupt kommt der Energietriiger ATP meist als
MgATP in der Zelle vor (nach Dufour et al., 1980). Magnesium stabilisiert die Plasma-
membran, Ribosomen und Nukleinsiduren (nach Altura und Altura, 1996). Es wird fiir die
DNA-Replikation, die Transkription und Translation bendtigt (nach Vernon, 1988). Auch
besitzt es wahrscheinlich regulierende Funktion bei der Zellteilung. In mehreren Organismen,
wie zum Beispiel S. pombe, konnte kurz vor der Zellteilung eine kurzzeitige Mg-Aufnahme
beobachtet werden (MacDairmid et al., 1998). Durch die vielen biochemischen zelluldren
Aufgaben, die Magnesium erfiillt, spielt es eine wichtige Rolle in der Kontrolle von neuro-
nalen Aktivitdten, Muskelkontraktionen, Blutdruck und des peripheren Blutflusses (nach

Altura und Altura, 1996).

1.5.2 Die intrazellulare Magnesium-Konzentration

Eukaryotische Zellen halten eine zytosolische Magnesiumkonzentration an freien
Magnesiumionen zwischen 0,1-1 mM aufrecht, wobei die Mechanismen noch weitgehend
unbekannt sind (nach Romani und Maguire, 2002). Da es eine hohe chemische Reaktions-
bereitschaft besitzt, liegt Magnesium allerdings meistens in Verbindungen und nur in sehr
geringen Mengen in ionisierter Form in der Zelle vor. Es ist an negativ geladenen Liganden,
wie z.B. Polyphosphaten, RNA, DNA und ATP, gebunden

(nach Romani und Maguire, 2002).
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In S. pombe wurden von Zhang et al. (1997) bei einer extrazelluliren Magnesium-
konzentration ([Mg”,) von 1,97 mM eine intrazellulire Magnesiumkonzentration ([Mg* ;)
von 2,18+0,1 1mM gemessen. Betrug [Mg”], allerdings nur 0,44 mM war auch [Mg*'};
geringer, ndmlich nur 0,91+0,08 mM. Dabei zeigten Farbungen mit dem spezifischen
Farbstoff fiir Magnesium, mag-fura-2, dass das Magnesium, ob frei oder gebunden, vor allem
in Kompartimenten und viel weniger im Zytoplasma oder im Zellkern lokalisiert werden
konnte.

Die totale intrazelluldire Magnesium-Konzentration betragt bei Saccharomyces cerevisiae-
Zellen, die in synthetischem Medium mit [Mg”'], = 1 mM Magnesium wachsen, ungefihr
400 nmol/mg Protein (Beeler et al., 1997). 1 mM Magnesium liegt als MgATP vor, 117 nmol
Mg”**/mg Protein werden durch RNA gebunden und ca. 75% der gesamten Magnesium-
konzentration liegt als Mg**-Polyphosphatkomplex in der Vakuole vor (nach Beeler et al.,
1997).

Das Gewebe des erwachsenen Menschen enthélt zwischen 20-28 g Magnesium. Dabei sind
52% des Magnesiums in den Knochen, 46% in den Muskeln und 2% in extrazelluldren
Fliissigkeiten lokalisiert (nach Yago et al., 2000). In Séugerzellen allgemein liegt die

zytosolische freie Magnesiumkonzentration zwischen 0,25-1 mM (nach Grubbs, 2002).
1.5.3 Die Magnesium-Homoostase

In S. pombe wurde eine Zunahme der intrazelluldren freien Magnesiumkonzentration bei einer
Zunahme der extrazelluldren Konzentration innerhalb von fiinf min beobachtet. Wurde die
extrazelluldare Konzentration allerdings gesenkt, konnte fiir 30 min keine Verdnderung der
Magnesiumkonzentration in der Zelle beobachtet werden (Zhang et al., 1997).

Bei S. cerevisiae wird [Mg2+]i im Medium, welches 1-100 mM enthélt, relativ konstant
gehalten. Fillt die intrazelluldre Magnesiumkonzentration allerdings unter einen bestimmten
Schwellenwert, wird nach einiger Zeit erst das Wachstum eingestellt, und nach einer ldngeren
Dauer fiihrt der Mangel zum Zelltod. Die erste Zeit in Magnesium-Mangelmedium konnte
allerdings durch in der Vakuole gespeichertes Magnesium iiberbriickt werden, so dass die
Zellen mit normaler Teilungsrate weiter wachsen konnten (Beeler et al., 1997).

In der Sdugerzelle ist die Konzentration an ionisiertem Magnesium konstant, auch wenn es

starke Schwankungen in der gesamten zelluldiren Magnesiumkonzentration gibt.
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Die Schwankungen konnten an isolierten Zellen verschiedener Organe durch physiologische,
hormonelle und metabolische Reize verursacht werden (aus Fatholahi et al., 2000). Zur
Aufrechterhaltung einer konstanten [Mg” ]; auch in Stresssituationen, bendtigt die Zelle ein

gut funktionierendes Transportsystem.

1.5.4 Magnesium-Transportsysteme

Das erste Magnesium-Aufnahmesystem wurde iiber den corA (Co”"-Resistenz) Lokus
identifiziert. Mutationen dieses Gens fiihrten zu erhéhter Kobalt-Resistenz in E. coli (Silver,
1969; Nelson und Kennedy, 1971). Heute ist bekannt, dass in Bakterien drei sehr gut unter-
suchte Proteine CorA, MgtA und MgtB existieren. Die CorA-Familie ist dabei in vielen
Eubakterien und einigen Archaebakterien in Form eines priméren konstitutiven Magnesium-
Influx-Systems vertreten (Hmiel et al. 1986 und 1989). CorA wurde in Salmonella enterica
serovar typhimurium als integratives 37 kDa-Membranprotein charakterisiert, das aus einer
grofen, sauren, N-terminalen, periplasmatischen Doméne und drei Transmembrandoménen
am C-terminalen Ende besteht. Dabei befindet sich nach der ersten Domine das stark konser-
vierte Motiv, GMN (Smith et al., 1993; Snavely et al., 1989a; Kehres et al., 1998). Die
meisten Transportproteine besitzen mindestens fiinf Transmembrandoméanen. Da kein
weiteres Gen fiir die Magnesium-Aufnahme codiert, scheint CorA in der Membran als
Homooligomer vorhanden zu sein. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um ein Pentamer
(Szegedy und Maguire, 1999). CorA wird konstitutiv exprimiert (Chamnongpol und
Groisman, 2002; Snavely et al., 1991b; Tao et al., 1998). Zusétzlich werden noch Kobalt und
Nickel transportiert, allerdings nicht physiologisch, da die K,,-Werte (Michaelis-Konstante)
fiir diese Ionen sehr hoch sind. Ein hoher K,-Wert weist auf eine schwache Affinitit des
Enzyms zum Substrat hin. Auch muss die Substratkonzentration sehr hoch sein, damit das
Enzym seine maximale Katalysegeschwindigkeit erreicht. Kobalt und Nickel werden bei
hohen, toxischen extrazelluldren Konzentrationen von CorA in die Zelle transportiert (Hmiel
et al., 1986 und 1989; nach Alberts et al., 2004). Nicht nur am Influx ist CorA beteiligt,
sondern auch den Efflux kontrolliert es. Dieser héngt von der externen Magnesium-
konzentration ab. Erst wenn kein Magnesium mehr im Medium vorhanden ist, stellte das

CorA-Protein bei S. enterica serovar typhimurium den Efflux ein (Snavely et al., 1989a).
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MgtA und MgtB wurden als erstes in S. enterica serovar typhimurium identifiziert (Hmiel et
al., 1989, Snavely et al., 1989ab). Sie wurden als grofle Multi-Transmembranproteine, welche
zu den P-Typ-ATPasen gehoren, beschrieben (Maguire, 1992). MgtA und MgtB zeigen mehr
Ahnlichkeit zu eukaryontischen Ca-ATPasen als zu prokaryontischen P-Typ-ATPasen
(Maguire, 1992; Maguire et al., 1992). Die Synthese der beiden Proteine wurde in Zellen,
welche in Medium mit normalem Magnesiumgehalt wuchsen, gehemmt. Sobald Magnesium-
Mangelbedingungen eintraten, wurde ihre Synthese induziert (Hmiel et al., 1989). Beide
Transporter transportieren neben Magnesium auch Nickel. Kobalt wird nicht transportiert und
ist zudem noch ein kompetitiver Inhibitor (Moncrief und Maguire, 1999).

CorA ist der Haupt-Magnesiumtransporter bei Bakterien, der ohne zusédtzlichen
Energieaufwand lonen transportiert. AuBBerdem wird er unter allen Wachstumsbedingungen
exprimiert und nicht nur unter Magnesium-Mangel, wie es bei MgtA und MgtB der Fall ist.
Da also CorA auch unter Mangelbedingungen exprimiert wird, ist Magnesium offensichtlich
so wichtig, dass zusitzlich noch zwei weitere aktiv transportierende Systeme induziert werden

miissen.

Einige eukaryontische Homologe zum CorA Magnesium-Transporter, ALR1p, ALR2p,
MRS2p und LPE10p wurden in Saccharomyces cerevisiae identifiziert. Diese Proteine sind
entfernte Verwandte der CorA-Proteinfamilie und teilen strukturelle Eigenschaften mit CorA.
Sie besitzen eine stark geladene N-terminale Doméne und zwei hydrophobe Regionen nahe
dem C-terminalen Ende. Auch dort findet sich ein konserviertes Motiv. In diesem Fall heif3t
es (Y/F)GMN (MacDiarmid und Gardner, 1998, Bui et al., 1999). Bis auf dieses kurze Motiv
besteht allerdings kaum Homologie zu den bakteriellen Magnesium-Transportern, die meist
drei und nicht zwei Transmembrandoménen besitzen (Smith et al., 1993, Bui et al., 1999).
MacDiarmid und Gardner (1998) identifizierten ALR1p und ALR2p im Zusammenhang mit
einer erhohten Aluminium-Resistenz in S. cerevisiae-Zellen. Des Weiteren vermuteten sie,
dass es sich dabei um Magnesium-Transportproteine handeln musste. In normalem Standard-
medium fiir S. cerevisiae, einem Hefeextrakt-Glukose-Pepton-Medium, konnten die beiden
Mutanten alr1 und alr2 nur sehr schlecht wachsen, was erst durch Hinzugabe hoher
Magnesiumkonzentrationen behoben werden konnte. In weiteren Versuchen wurde gezeigt,
dass ALR1p ein Plasmamembranprotein ist, das durch Magnesium reguliert und

wahrscheinlich unter Magnesium-Mangel exprimiert wird (Graschopf et al., 2001).
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ALR2p ist ein Paralog von ALR1p. ALR2p kann, wenn es iiberexprimiert wird, alr1-
Mutanten kompensieren. Eine Uberexpression von ALR1p fiihrt zu einer verstirkten Al-, Ni,
Zn, Mn- und Co-Resistenz. Mutationen in alr1 resultierten in erhéhten Sensitivitdten gegen
die gleichen Metalle (MacDiarmid und Gardner, 1998). Wie CorA regelt ALR1p den Influx,
wie auch den Efflux von Magnesium. Dabei wird vermutet, dass es sich nicht um eine
einfache Austauschreaktion handelt, sondern bei beiden um Ionenkanéle, die wahrscheinlich
vom extrazelluldren Magnesium reguliert werden (Snavely et al., 1989a; MacDiarmid und
Gardner, 1998; Liu et al., 2002). Auch in der mitochondrialen Membran von S. cerevisiae
wurden zwei Magnesium-Transportproteine lokalisiert. Von MRS2p wird angenommen, dass
es ein Transportprotein in der inneren mitochondrialen Membran ist (Bui et al., 1999). Neben
CorA (Bui et al., 1999), konnten andere MRS2-Orthologe identifiziert werden, die eine MRS2-
Disruptante komplementieren, wie zum Beispiel das humane Ortholog, hsaMrs2p, (Zsurka et
al., 2001) und AtMRS2-1 aus A. thaliana (Schock et al., 2000). Im Gegensatz zum CorA-
Protein weisen diese Proteine eine groflere Homologie zum MRS2p auf. Es handelt sich dabei
um eine Sequenzkonservierung liber den gesamten Proteinbereich von 49,5 % fiir AtMRS2-1
und 27 % fiir hsaMrs2p. Der zweite mitochondriale Magnesiumtransporter, welcher ebenfalls
in der inneren Membran lokalisiert wurde, ist LPE10p. LPE10p ist zu 32% identisch mit
MRS2p und sie gleichen sich stark in Struktur und Funktion. Trotz allem kénnen sie nicht
einfach gegeneinander ausgetauscht werden, denn fehlt eines dieser Proteine, sinkt der
Magnesiumspiegel in den Mitochondrien (Gregan et al., 2001).

Bei Pflanzen konnten ebenfalls Magnesium-Transporter identifiziert werden. Der

Mg®"/H" Austauscher in Arabidopsis thaliana, AtMHX wurde im Tonoplasten lokalisiert. Er
transportiert, vom Protonengradienten abhidngig, Magnesium in die Vakuole (Shaul, et al.,
1999). Dort konnte das stark konservierte Motiv GMN, was wichtig flir den Magnesium-
Transport ist, identifiziert werden.

Bei Saugern wurden Mg®"/Na'-Antiporter in der Plasmamembran lokalisiert. Es wurden drei
verschiedene Antiporter in den Leberzellen der Ratte identifiziert. Es handelt sich dabei um
Na'- oder Ca®*-Austauscher, wobei wahrscheinlich nur der erst genannte fiir Influx und
Efflux zustindig ist. Der Ca®"-Austauscher regelt nur den Efflux (Cefaratti et al., 1998 und
2000). Dieses Ergebnis wurde durch Experimente mit isolierten Epithelzellen aus dem Pansen

von Wiederkiuern gestiitzt. Auch dort wurde ein Na'/Mg*"-Austauschmechanismus
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identifiziert, wobei meist der nach innen gerichtete Na'-Gradient den Magnesium-Efflux

bedingt. Dieser Effekt kann auch umgekehrt werden (Schweigel et al., 2000).

1.6 Die Vakuole

Die Vakuole ist ein Kompartiment, das meist einen grof3en Teil des Zellvolumens von
Pflanzen- und Pilzzellen ausmacht. In tierischen Zellen entsprechen die Lysosomen den
Vakuolen. Saccharomyces cerevisiae besitzt meist eine grole Vakuole, welche fast das
gesamte Volumen der Zelle einnimmt. Die S. cerevisiae-Zelle kann aber auch zwei bis drei
Vakuolen besitzen (Pringle et al., 1989; Vida und Emr, 1995). Schizosaccharomyces pombe
weist mehrere kleine Vakuolen auf (nach Takegawa et al., 2003). Wihrend des Zellzyklus
werden bei S. cerevisiae die Vakuolen gleichméBig auf die Mutter- und Tochterzellen verteilt,
wohingegen bei S. pombe auch neue Vakuolen gebildet werden kdnnen (nach Takegawa et
al., 2003). Deswegen konnen hier grof3ere neben kleinen Vakuolen erscheinen.

In Stresssituationen, z.B. in hypotonischem Medium, kann S. pombe innerhalb von zehn
Minuten aus vielen kleinen eine gro3e Vakuole bilden (Bone et al., 1998). Vakuolen enthalten
viele verschiedene Enzyme, die je nach Organismusart sehr unterschiedliche Aufgaben
erfiillen. Selbst Vakuolen einer Zelle variieren in ihren Funktionen. In Pflanzen dienen
Vakuolen als Speicher fiir Nahrstoffe und Abbaustoffe, der VergroBerung des Zellvolumens
und der Regulierung des Turgordrucks. Damit werden sie zum homdostatischen Hilfsmittel
wenn eine Anderung der Ionenkonzentration eintritt, indem sie den Abbau und die Re-
synthese von Polymeren, wie z.B. Polyphosphaten, kontrollieren (Alberts et al., 2004). Auch
in Hefen sind Vakuolen wichtige Speicher fiir Aminosduren, kleine Ionen und Poly-
phosphate. Wie in Pflanzen sind sie bedeutend fiir die Osmoregulation und lonenhomdostase
(Jones et al., 1997). Wichtig sind Vakuolen auch fiir die Regulation der zytosolischen
Metallionen-Konzentration, sowohl als Speicher fiir essentielle Metaboliten, als auch als
Detoxifikationssystem. Schon bei geringen Cadmium-Konzentrationen im Zytosol werden bei
Pflanzen und einigen Hefen Phytochelatine gebildet (Grill et al., 1985; Rauser, 1995). Diese
bilden mit Cadmium einen Phytochelatin-Komplex, welcher zum Schutz der Zelle in die
Vakuole transportiert wird (Ortiz et al., 1992). Ramsay und Gadd (1997) haben durch
Versuche mit vakuoldren Mutanten-Stammen die Vakuole als Detoxifikations-System fiir Zn,

Mn, Co, Ni, Cu und Cd bestétigt.
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AulBerdem wird auch vermutet, dass die Vakuolen als Hauptspeicher fiir divalente Kationen
dienen (Klionsky et al., 1990). Bei Arabidopsis thaliana werden die Magnesium-
konzentrationen iiber die Chloroplasten- und Vakuolenmembranen reguliert. Die Vakuole
scheint dabei eine Schliisselrolle in der Magnesium-Homoostase einzunehmen (Shaul et al.,

1999).

1.7 Schizosaccharomyces pombe als Modellorganismus

Seit 1893 erstmalig in der ,,Wochenschrift fiir Brauerei {iber Schizosaccharomyces pombe
berichtet wurde, ist viel an dieser Spalthefe geforscht worden. Dies liegt daran, dass die Hefe
ein attraktiver, einzelliger Organismus ist, der sich ausgezeichnet fiir zellbiologische,
physiologische, wie auch molekularbiologische Studien heranziehen lésst. Da
Schizosaccharomyces pombe als Einzeller einem Lebenszyklus von ca. ein bis zwei Stunden
folgt und ein eukaryotischer Organismus ist, eignet sich diese Hefe bestens als
Modellorganismus fiir Untersuchungen zelluldrer Funktionen, wie die Identifizierung von
Transport- und Regulationproteinen fiir die Magnesium-Homoostase. Auf dem Gebiet der
Molekular- und Zellbiologie sind S. pombe und Saccharomyces cerevisiae die am meisten
untersuchten und charakterisierten Hefearten (Beach and Nurse, 1981). Der Zellzyklus, die
Signaltransduktion, das RNA-Splicing und die Chromosomenstruktur &hneln stark denen der
Séaugerzellen. (Sipiczki, 1989; Russell, 1989). Unter Stresseinwirkung zeigt S. pombe eine
analoge Signaltransduktion wie der Mensch (Shiozaki and Russel, 1996; Wilkinson et al.,
1996). Des Weiteren ist das gesamte Genom von S. pombe sequenziert und im Internet

verfiigbar (Wood et al. 2002). Dies bildete die Grundlage fiir diese Arbeit.
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1.8 Zielsetzung

Der Grundgedanke dieser Arbeit war, ein Transportsystem zu identifizieren und zu

untersuchen, welches an der Metall-Homdoostase in S. pombe beteiligt ist.

Den ersten Schritt bildete eine ausgiebige Suche in der SWISS PROT-Datenbank. Dabei
sollten vor allem Transportproteine der Plasmamembran und Schwermetall-Resistenz-

Proteine berticksichtigt werden, deren Struktur und Funktion noch nicht untersucht wurden.

Zur Untersuchung der Funktion des ausgewahlten Proteins sollte eine gezielte Disruption
durchgefiihrt werden. Dazu sollte eine Disruptionskassette erstellt werden, durch welche der

Leserahmen des ausgewihlten Proteins zu mindestens 90% zerstort wiirde.

Es sollte untersucht werden, ob es Unterschiede zwischen dem resultierenden Phénotyp und
dem Wildtyp beziiglich der Toleranz von Cd, Zn, Cu, Co, Ni, Mn, Al und Mg gibt. Sodann
sollten zur ndheren Charakterisierung des Phianotyps Wachstumsversuche in Gegenwart der
Metallionen durchgefiihrt werden, bei denen ein Unterschied zwischen Disruptanten- und
Wildtyp-Stimmen beobachtet wurde. AAS-Studien sollten anschlieend iiber die

intrazellulare Metall-Konzentration Aufschluss geben.

Um zu beweisen, dass der Phianotyp auf die Disruption zuriickzufiihren war, sollte eine
Komplementation des Leserahmens erfolgen. Dafiir sollte der Leserahmen des Proteins in
einen Shuttle-Expressionsvektor kloniert und in S. pombe-Disruptions-Stimme transformiert
werden. Die resultierenden Transformanten sollten durch Plasmidverlusttests und
Wachstumsversuche in Medien, die mit den Metallen supplementiert wurden, bei denen ein
Unterschied zwischen Disruptanten- und Wildtyp-Stdmmen festgestellt wurde, kontrolliert

werden.

Fiir die Lokalisation von Magnesium in der Zelle von S. pombe sollten die Ionen mit dem
Farbstoff Magensium Green'" gefirbt und unter dem konfokalen Mikroskop analysiert
werden. Dabei sollte ein Vergleich zwischen dem Stamm, in dem der Leserahmen des
Magnesiumtransporters disruptiert wurde mit dem Wildtyp-Stamm erstellt werden. Beide
Stamme sollten unter Magnesium-Mangelbedingungen und im Magnesium-Uberschuss

untersucht und verglichen werden.
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AbschlieBend sollte eine Lokalisationsstudie des Proteins erfolgen. Dafiir sollte ein GFP-
Fusionsprotein konstruiert und in S. pombe transformiert werden. Die Transformanten sollten
unter dem konfokalen und Fluoreszenzmikroskop untersucht werden. Eine Kolokalisation

sollte durch Farbstoffe, die bestimmte Kompartimente anfarben, erreicht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Es wurden Chemikalien der folgenden Firmen verwendet: Difco (Augsburg), Fluca (Ulm),
Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden), Roche
(Mannheim), Roth (Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen).

Die Chemikalien besitzen jeweils den Reinheitsgrad p.a. Die Herstellung verschiedener Puffer
und Losungen wird bei den jeweiligen Methoden angefiihrt. Die Zugabe der verschiedenen

Medienbestandteile erfolgte jeweils in w/v bei festen und v/v bei fliissigen Substanzen.
2.1.2 Enzyme

Die Enzyme fiir die molekularbiologischen Arbeitstechniken stammten, wenn nicht anders
vermerkt, von der Firma Roche (Mannheim). Die Alkalische Phosphatase wurde von New
England Biolabs geliefert. Alle Enzyme wurden nach Herstellervorschrift eingesetzt.

2.1.3 Mikroorganismen

Es wurden folgende Schizosaccharomyces pombe-Stimme verwendet:

Tabelle 2.1: Die in dieser Arbeit verwendeten Hefestimme; P bezeichnet die Ploidie der
Stimme.

Stamm Genotypbezeichnung P Quelle
D18h’ ura4-D18, h’ In U. Leupold, Bern
972h h’ In U. Leupold, Bern
130 his3A, leul-32, ura4- In K. Gould,
D18, ade6-M210, h" Vanderbilt
131 his3A, leul-32, ura4- In K.Gould,
D18, ade6-M216,h" Vanderbilt
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130x131 his3A/his3A, leu-32/leu- 2n diese Arbeit
32, ura4-D18/ura4-D18,
ade6-M210/ade6-M216,
hrfl/hrfl

SD5 his3A/his3A, leu-32/leu- 2n diese Arbeit
32, ura4-D18/ura4-D18,
ade6-M210/ade6-M216,
hrfl/hrfl:his3

13-1 his3A, leul-32, ura4- In diese Arbeit
D18, ade6-M216, h~

13-2 his3A, leul-32, ura4- In diese Arbeit
D18, ade6-M216,h ",
013779: his3

13-3 his3A, leul-32, ura4- In diese Arbeit
D18, ade6-M210,h "

13-4 his3A, leul-32, ura4- In diese Arbeit
D18, ade6-M210,h ",
013779: his3

vmul::kan-1 ura4-D18,h", 013779: In diese Arbeit
kan

vmul::kan-2 ura4-D18,h", 013779: In diese Arbeit
kan

13-2:pSLF173 his3A, leu-32, ura4-D18, In diese Arbeit
ade6-M216, h™, 013779:
ura4

13-2:pTGY his3A, leu-32, ura4-D18, In diese Arbeit
ade6-M216, hrfl,
013779: ura4-D18

D18 h: ura4-D18,h, O13779: In diese Arbeit

pFA6aGFP(S65T)KanMX6 | kan

D18 h: ura4-D18,h", 013779: In diese Arbeit

pFA6a3HAKanMX6 kan

D18h": pFA6akanMXG6 - ura4-D18, h™, O13779: In diese Arbeit

P3nmtl1 GFP kan

D18h™: pFA6akanM X6 — ura4-D18, h™, O13779: In diese Arbeit

P41nmt1 GFP kan

D18h™: pFA6akanM X6 — ura4-D18, h™, O13779: In diese Arbeit

P81nmt1 GFP kan
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Es wurde folgender Escherichia coli — Stamm eingesetzt:
Tabelle 2.2: Der in dieser Arbeit verwendete Bakterienstamm

Stamm

Genotypbezeichnung

Quelle

Dh5a

F'/endAl, hsdR17 (Rymy ),
supE44, thi-1, recAl, gyrA,
(Nal)RelAl, A(lacZY A-
argF)uie9, (O80lacZAM15),
amp”’, tet®

D. Hanahan (1983)

2.1.4 Plasmide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in der folgenden Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

Tabelle 2.3: Plasmide

Bezeichnung Hefemarker Merkmale Herkunft
pUCI19 amp", Polycloning Yanisch-Perron et al.
site im lacZ-Gen (1985)
pAFI1 his3" Derivat aus pBG1 Ohi et al. (1995)
und pBluescript 11
SK (+)
pFA6a-kanMX6 kanMX6 Derivat des Vektors | Wach et al. (1997)
pFA, Hefe/E.coli-
Shuttle-Vektor, wird
als PCR-Template
fiir Transformationen
verwendet
pREP1 leul” Hefe/E.coli-Shuttle- | Maundrell (1990)
Vektor, nmtl" - Maundrell (1993)
Promotor und
Terminator, amp"
pREP2 urad” Hefe/E.coli-Shuttle- | Maundrell (1990)
Vektor, nmtl" - Maundrell (1993)
Promotor und
Terminator, amp"
pTG9 urad’ Derivat des Vektors | T. Gro83,
pUC19, amp®, GFP | Braunschweig
Expressionsvektor
mit nmtl -Promotor
fiir GFP, Hefe/E.coli-
Shuttle-Vektor
pFA6a-3HA- kanMX6 C-terminales tagging | Longtine et al.
kanM X6 von Proteinen (1998)
pFA6a-GFP(S65T)- | kanMX6 C-terminales tagging | Wach et al. (1997)
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kanM X6 von Proteinen
pFA6a-kanMX6- kanMX6 Dient der Expression | Bahler et al. (1998)
P3nmtl1 GFP von Proteinen unter

Einfluss des nmt1-
Promotors und zum
N-terminalen tagging
von Proteinen

pFA6a-kanMX6- kanMX6 Dient der Expression | Bdhler et al. (1998)
P41nmt1-GFP von Proteinen unter
Einfluss des nmt1-
Promotors und zum
N-terminalen tagging
von Proteinen

pFA6a-kanMX6- kanMX6 Dient der Expression | Bahler et al. (1998)
P81nmtl1-GFP von Proteinen unter
Einfluss des nmt1-
Promotors und zum
N-terminalen tagging
von Proteinen

pSLF173 urad+ nmt-Expressions- Forsburg, S.L. and
Vektor fiir einen N- Sherman, D.A.
terminalen triple HA | (1997)

Epitope tag.
Beinhaltet ein ATG-
Codon, aber kein
Stopcodon.

2.1.5 Synthetische Oligonukleotide

Fiir die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden Primer der folgenden Firmen verwendet:
Metabion, Thermo Hybaid, Invitrogen, Sigma-ARK GmbH, Amersham Pharmacia Biotech.

Die Sequenzen der in der Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 2.4 dargestellt.
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Tabelle 2.4: Namen, Sequenzen und Restriktionsschnittstellen (wenn vorhanden) der in der
Arbeit verwendeten Primer

Name Sequenz (5°- 3") Restriktions-
Schnittstelle
Primer fur die Disruption des Leserahmens 013779
SHP 1 AAA GTC GAC CTG GTT CAA TAT GTG TAG GC Sall
SHP 2 AAA GGA TCC GCT TCG TCT GGT TGC AA BamHI
SHP 3 AAA GAG CTC CAG GGT TAC CTT GTA GCT C EcoRI
SHP 4 AAA GAA TTC ACC AAG ACGTCG AGTGTGTT Sacl
SHP 5 ACT TGA TTG CGC GGT AAT AC
SHP 6 GCATGGTTTCCGCTACGTGT
SHP 7 AAATTAGAACCACCGTCTGAGCA
SHP 8 AAA AGG ATA GTA GAA GGA AGC TC
Kan2R CCA TCC AGT TTA AAC GAGCT
SPHIS3-1 CAC AGC GAT AAG GCT GAA GTT C
SPHIS3-2 GCG TAT CAC TGT TGG CAC AG
Primer fur die Komplementation
SPAC-1 AAA GGA TCC ATG CCA TCC AAT ACA TCC CG BamHI
SPAC17.2 AAA CCC GGG CTA ATG ATG ATG ATG ATG ATG Smal
AAT AAC TTT GTA CCA TTT ACA
013779-GFP- | AAA GAG CTC AAA TGC CAT CCA ATA CAT CCCG | EcoR1
f00{3 779-GFP- | AAA GAA TTC GAA ATA ACT TTG TAC CATTTA BamHI
r06113 779LR- iﬁA GGA TCC ATG CCATCC AAT ACATCCG BamHI
E‘SVSFOI3 fw ATA TAT AGC GGC CGC ATG CCA TCC AAT ACA
TCC CGGTCA G
pSLFO13 rev AAA CCC GGG CTA AAT AACTTT GTA CCATTT Smal
ACA AAG A
Primer fur das GFP-tagging
Promotor-1 AAA CCC GGG ACA ATC TGG TGG GGA TAA GAT Smal
TTT TTA TAA GTC GCG GTA CTT ATT TTG
Promotor-2 TTT TTA TAA GTC GCG GTA CTT ATT TTG TCT

AGT AAA CAA GAATTC GAG CTC GTT TAA AC
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ORFO13-1 AAA GAT ATC ATT GAT ATG GAA GGC AAT TTT EcoRV
TTA AAG ACC CCC AAA TCA ATA TAC CAG ACA A
ORFO13-2 CCA AAT CAT ATA CCA GAC AAA ATA CAG TAT
CTT TAA GCA TTT TGT ATA GTT CAT CCA TG
Kan-GFP for CTT GGT TCT TTA GTA TTC TTG GTA GTC TGA
(c-terminal) TGA TTT TTG CGA TTT CAT CTT TCA TTC TTT GTA
AAT GGT ACA AAG TTA TTC GGA TCC CCG
GGT TAA TTAA
Kan-GFP rev AAA ACG GTC TAA TAC ATT AAT TTT AAA ACT
. GAG ATA AAG TCA CGA CTC AAG CAA TAA AGG
(c-terminal)

ACA GAA ACG AGA AAA TAC AGG AAT TCG AGC
TCG TTT AAAC

GFPO13779fw

(n-terminal)

CTCTTT GGC ATT ATA ACT ATT TTG ATA AAC
CAA GAA TAA TAC ATT CAT TGC TAT ACA ACC
TGT CAATTC TTA GCA TCC ATA ATC CTG TTT
GAATTG AAT TCG AGC TCG TTT AAAC

GFPO13779rv

(n-terminal)

ACG ATC AGA AAA TCT AGG CCT GTT CTG CAT
CCT AGC ATT TTG TTT GTA ATA AAA CCC GCC
CGT AGG CAC TGA CCG GGA TGT ATT GGA RGG
CAT TTT GTA TAG TTC ATC CAT GC

GFP-control-2-
for

ATG CAT TGC TGG ACG ATA CT

GFP-control-2-
rev

AAA GGA TCC TGT ACA TAA CCT TCG GGC

O13-link-fwd | ATG CAA CGA GTC ATG GCA AG
O13-link-rev AGC GCC GGC GCC AGC GCC GGC ACC AGC ACC
AAT AACTTT GTA CCATTT AC
PFA-link fwd | GGT GCT GGT GCC GGC GCT GGC GCC GGC GCT
CGG ATC CCC GGG TTA ATT AA
Primer fur His3-Sonde
His3-1 ATA TTC ATT GAC AAG AGT TA
His3-2 ATA GAG GTG TCCTTCTTG AT
Primer fur RNA-Sonden
ACTF TCG CAG CGT TGG TTA TTG AT
ACTR TAG AAG CAC TTA CGG TAA ACG ATA
013-1 GAGCTTCCTTCTACTATCCA
013-2 TGAATGAACGGAAGGTAACA

Primer fiur die RT-PCR

RT-O13-1fw

GGT GAA TGC CGC AAG CTG AT
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RT-O13-2fw TAG CTC CTA GAG GTG AAATT

RT-O13-1rev TAG TGA CTA TGT GAT CCT GC

RT-O13-2rev CAA CAA AGT CCT GGT ACG TC

2.1.6 Datenbankadressen

TREBML-Datenbank: http://us.expasy.org/sprot

Doménen-Struktur von Proteinen: http://www.sanger.ac.uk./Sofware/Pfam/

Dialign-Programm: http://www.genomatix.de/cgi-bin/dialign/dialign.pl

Methoden speziell fiir S. pombe: http://www-rcf.usc.edu/~forsburg/index.html

http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/S pombe/docs/nurse lab manual.pdf

2.1.7 Medien und Losungen

Alle verwendeten Medien wurden im Autoklaven bei 121°C 20 min sterilisiert. Zur
Herstellung von Néhrboden wurden dem jeweiligen Medium 2 % Agar vor dem
Autoklavieren hinzu gegeben. Stammlosungen, die nicht autoklavierbar waren, wurden durch

einen Filter von 0,2 um Porengrofe (Roth, Darmstadt) sterilfiltriert.
Nahrmedien zur Kultivierung von Escherichia coli
Die Anzucht von Escherichia coli erfolgte bei 37°C in folgenden Medien:

Luria-Bertani-Medium

LB-Medium (Sambrook et al., 1989)

Pepton 1,0 %
Hefeextrakt 0,5 %
NaCl 1,0 %

Zur Selektion auf die entsprechende Resistenz, wurde dem Medium sterilfiltriertes

Ampicillin (125 mg/l) oder Kanamycin (250 mg/l) nach dem Autoklavieren zugegeben.
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Fiir die Blau-WeiB-Selektion durch Insertionsinaktivierung des LacZ-a-Gens in pUC19 wurde

den LBA-Platten zusétzlich 5 ml/l X-Gal-Stammlsung (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-p-D-

galactopyranosid) und 2 ml/l IPTG-Stammlésung (Isopropyl-f-D-thiogalactosid) beigefiigt.

X-Gal-Stammldsung: 20 mg X-Gal/ml Dimethylformamid
IPTG-Stammlosung: 23 mg IPTG/ml

Nahrmedium zur Kultivierung von Schizosaccharomyces pombe

Die nichtselektive Kultivierung der Hefen erfolgte bei 28 °C in Hefeextrakt-Medium ohne

weiteren Zusatz.

Hefeextrakt-Glukose-Medium (YE)

Glukose 3,0 %
Hefeextrakt 0,5 %

Zur Identifikation diploider Zellen wurde dem YE-Medium 20 mg/ml Phloxin und fiir die
Selektion auf Geneticin (G 418 Sulfat; Promega, USA) 100 mg/l nach dem Autoklavieren
hinzugefiigt.
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Fiir vegetatives Wachstum und fiir die Anzucht auxotropher Hefestimme wurde Edinburgh-

Minimalmedium (EMM, Alfa et al., 1993) verwendet.

Edinburgh-Minimalmedium :

Die folgenden Mengen beziehen sich auf einen Liter:

Endkonzentration
Kaliumhydrogenphthalat 3 g 14,7 mM
NaH,PO4 22¢g 15,5 mM
NH,4CI 5 g 93,5 mM
Glucose Monohydrat 20 g 101 mM

Salzstammldsung (50x) 10 ml
Mineralstammlosung (10000x ) 0,5 ml
Vitaminstammlosung (1000x ) I ml
Sterilfiltrierte Salz-, Mineral- und Vitaminstammldsung wurden nach dem Autoklavieren und

Abkiihlen der Losung hinzugefiigt.

Salzstammlosung (50x):

MgCl, + 6 H,O 5,2 mM
CaCl, * 2 H,O 0,1 mM
KCl 13,4 mM
Na,S04 0,24 mM
ad. 11 A. dest.

Mineralstammlosung (10000x):

H;BO; 8,1 uM
MnSO4 2,37 uM
ZnSO4 * 7 H,0 1,39 uM
FeCl; * 6 H,O 0,74 uM
Na,MoOy4 * 2 H,O 0,25 uM
KJ 0,6 uM
CuSO4 * 5 H,O 0,16 uM
Zitronensiure 4,776 uM
ad. 11 A. dest.
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Vitaminstammlosung (1000x):

Nikotinsdure 81,2 uM
Inositol 55,5 uM
Biotin 40,8 uM
Pantothensdure 4,2 uM

ad. 100 ml A. dest.

In die Selektionsmedien kamen nach dem Autoklavieren die entsprechenden Supplemente:

Adenin 0,375 ¢
Histidin 0,750 g
Leucin 1,250 g
Uracil 0,375 ¢

Die Mengenangaben beziehen sich auf eine 50 x Stammldsung mit einer Gesamtmenge von

100 ml / Losung. Die Metalltoleranz der einzelnen Hefestimme wurde auf EMM-Platten mit

definierten Konzentrationen der Metalle durchgefiihrt. Fiir die metallhaltigen Medien wurden

0,1 M Stammldsungen der Metallsalze CdCl, x H,O, NiCl, x 6 H,O, CoSO4 x 7 H,0,
CuSOs4 x 5 H,O, MnCl; x 2 H,0, ZnSO4 x 7 H,0O und MgCl, x 6 H,O kurz vor Gebrauch
hergestellt, steril filtriert und vor dem GieBlen des Mediums zugefiigt. Mit dieser Losung

wurden die Testmedien entsprechend eingestellt.

Fiir die MgCl,-Mangel-Medien wurde das Magnesium in der Salzstammlosung fortgelassen.

Auch wurde kein Agar zum Binden der Ndhrboden eingesetzt, da er Magnesiumanteile

enthilt, sondern 1 % Agarose.

Als Sporulationsmedium wurde Malzextraktmedium verwendet.

Malzextraktmedium

Malzextrakt 3%
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2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Stammhaltung

Fiir eine lange Lagerung in Dauerkulturen wurden die jeweiligen Stimme in Fliissigkultur
herangezogen, anschlieBend in glycerinhaltiges Medium tiberfiihrt und bei -70°C eingefroren.

Dabei wurde fiir Hefen 30 % Glycerin und fiir Bakterien 15 % Glycerin verwendet.

2.2.2 Bestimmung von Zelldichten

Die Zelldichte von S. pombe-Kulturen wurde durch Messung der OD bei 595 nm und von
E. coli-Kulturen bei 578 nm im Photometer (Pharmacia LKB Ultrospec III) bestimmt. Eine
Hefekultur mit einer ODs9s von 0,1 enthilt nach Literaturangaben etwa 2:10° Hefezellen pro
ml (Fission Yeast Handbook) und eine ODs7g von 1 entspricht ca. einer Zellzahl von 1110°

Bakterienzellen pro ml.

2.2.3 Wachstumsmessung in Fltssigkulturen

Zur Ermittlung der Wachstumsgeschwindigkeit von Hefefliissigkulturen wurde in
regelmifigen Abstinden Proben entnommen und, wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben,
bestimmt. Die Daten wurden in einer Wachstumskurve dargestellt. Mit den Datenpunkten aus
dem exponentiellen Teil der Kurve wurde die Geschwindigkeit ermittelt. Dabei hatte die
Wachstumsfunktion die Form y = ae"** (y in OD-Einheiten, x in h). Die Wachstumsrate p (h™)
wurde zur einfacheren Handhabung in die Verdopplungszeit tp umgerechnet: tp = In(2)/u. tp

ist die Verdopplungszeit der Zellzahl einer exponentiell wachsenden Hefekultur.

2.2.4 Herstellung diploider S. pombe Zellen nach Hochstenbach (1997)

Zur Herstellung von diploiden S. pombe Zellen wurden zwei haploide Stimme mit
verschiedenen Paarungstypen und den auxotrophen Markern ade6-M210 und ade6-M216

miteinander gekreuzt. Das ade6-Gen kodiert fiir ein Enzym im Adeninstoffwechsel und eine

Mutation in diesem fiihrt zur Anhdufung eines Zwischenprodukts. Dies farbt die Zellen im
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haploiden Zustand rot. Dabei bilden haploide Zellen, die das ade6-M210 Allel tragen,
dunkelrote Kolonien und die, die das ade6-M216 tragen, rosa gefarbte. Diploide Zellen, die
durch Kreuzung heterozygot fiir beide ade6-Allele sind, bilden durch intragene
Komplementation weifle Hefekolonien. Dieser Phanotyp wurde genutzt, um diploide Zellen
wie folgt zu selektionieren. Kolonien der beiden Kreuzungspartner 130 und 131 wurden auf
YE-Platten ausplattiert und fiinf Tage bei 28°C inkubiert. Nachdem die Zellen gewachsen
waren, wurde mit frischen Kolonien je eines Kreuzungspartners 10 ml YE — Schiittelkultur
beimpft und bis zur stationdren Phase bei 28°C inkubiert. Je 2 ml jeder Kultur wurden dann in
sterile Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und vermischt. Nachdem die Mischkultur mit 0,85%
NaCl gewaschen wurde, dekantierte man den Uberstand ab und resuspendierte das Pellet in
der restlichen Fliissigkeit. Eine Menge von 500 pl wurde in einem grof3en Tropfen auf die
Mitte einer Malzextrakt-Agar-Platte pipettiert und bei 28°C inkubiert. Nach 8, 12 und 24 h
wurde etwas Material von der Platte entnommen, im Quadrantenausstrich auf eine EMM-
Platte ohne Adenin ausplattiert und bei 28°C fiir drei Tage inkubiert. Weille Kolonien (WTD)

wurden erneut auf EMM-Platten ausgestrichen.

2.2.5 Tetradenanalyse

Der zu untersuchende diploide Stamm wurde auf Malzextrakt-Medium ausplattiert und bei
28°C bebriitet. Jeden Tag wurde iiberpriift, ob sich Asci bildeten und der Stamm sporulierte.
Sobald dies der Fall war, wurde etwas Zellmaterial abgenommen und am Rand einer YE-
Platte diinn ausgestrichen. Diese Platte wurde dann fiir vier Stunden bei 28°C inkubiert. In
dieser Zeit sollten sich die Asci 6ffnen. Die Sporen eines Ascus wurden dann mit dem
Mikromanipulator (Nikon Eclipse E400) auf der YE-Platte ausgelegt. Hierzu befindet sich am
Gerit eine hauchdiinne Nadel, mit der die Sporen einzeln aufgenommen wurden und mit Hilfe
des Gerits nebeneinander in einer Reihe ausgelegt wurden. Die YE-Platten wurden dann fiir
mehrere Tage bei 28°C inkubiert bis die Sporen zu Kolonien herangewachsen waren. Nach
dem Auskeimen der Sporen und dem Wachstum zu Kolonien, wurden die Segreganten auf
Histidin- und Adenin-Auxotrophie iiberpriift. Histidin-Prototrophe und Adenin-Auxotrophe

Stamme wurden dann auf Kopplungsgruppen mit verschiedenen Schwermetallen getestet.
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2.2.6 Bestimmung der Schwermetall-Toleranz auf Nahrboden

Die Schwermetalltoleranz der einzelnen Hefestimme wurde auf YE- und EMM-Platten mit
definierten Konzentrationen der Schwermetalle ZnCl,, CdCl,, CuCl,, MnCl,, FeCl;, CoCl,
und MgCl, tberpriift. Die zu untersuchenden Hefestimme wurden hierzu in Fliissigkulturen
angezogen. Am Ende der logarithmischen Wachstumsphase wurden die Zellen geerntet,
zweimal mit bidestilliertem Wasser gewaschen und in Wasser resuspendiert. Dann wurde mit
der Zellsuspension eine Verdiinnungsreihe hergestellt und die einzelnen Verdiinnungsstufen
auf die verschiedenen Nihrboden getropft. Als Positivkontrolle wurden Zellen auf dem
entsprechenden Medium ohne Schwermetall ausplattiert. Die Auswertung erfolgte nach einer

Inkubationszeit von fiinf Tagen bei einer Temperatur von 28°C.

2.2.7 Freisporenanalyse

Haploide und diploide Stimme konnen leicht durch den Farbstoff Phloxin unterschieden
werden. Durch den Farbstoff konnen tote Hefezellen spezifisch angefirbt werden, und da
diploide Stimme davon mehr aufweisen, werden ihre Kolonien dunkelrot geférbt. Die
Kolonien haploider Stimme weisen nur eine ganz schwache Farbung auf und konnen somit

recht gut von den diploiden Stimmen unterschieden werden.

2.2.8 Plasmidverlusttest

Um zu tiberpriifen, ob eine spezifische phédnotypische Eigenschaft wirklich auf einem Plasmid
codiert und die Verdanderung im Organismus darauf zuriick zufiihren ist, wird ein
Plasmidverlusttest durchgefiihrt. Da mit Plasmiden transformierte Zellen ihre neu erworbenen
Eigenschaften nur dann behalten, wenn sie unter Selektionsdruck wachsen, kann ein grof3er
Teil der Kultur das Plasmid verlieren, wenn der Druck wegfillt. Dafiir wurde eine Kolonie
des zu untersuchenden Stammes in VM-Schiittelkulturen angeimpft. Durch viermaliges
Uberimpfen in frische Schiittelkulturen und anschlieBendes Ausplattieren auf VM-Platten
sollte das Plamid zum grof3ten Teil verloren gehen. Die auf den VM-Platten gewachsenen
Kolonien wurden abgepickt und durch Uberstempeln auf verschiedenen Selektionsmedien

wurden sie auf das Vorhandensein der jeweiligen Eigenschaft tiberpriift.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in vitro-Amplifizierung eines
DNA-Abschnittes, der von zwei bekannten Sequenzen flankiert wird (Saiki et al., 1985). Die
Methode wurde in dieser Arbeit zur Amplifikation von DNA-Fragmenten fiir Klonierungen
und zum Nachweis von Gensequenzen in Transformanten angewendet. Fiir Kontroll-
untersuchungen wurde die 7ag-DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus (Promega) und fiir
Klonierungen mit Fragmenten bis 2 kB wurde die Pwo-Polymerase (Boehringer, Mannheim)
verwendet. Sie wird aus Pyrococcus woesei gewonnen und besitzt eine Proofreading—
Aktivitét. Diese fiihrt zu einer geringeren Fehlerrate wihrend des PCR-Vorgangs und wurde
gemall dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Fiir Amplifikationen von Fragmenten groBer als
2 kB wurde das Expand High Fidelity PCR System (Roche) eingesetzt. Hierbei handelt es
sich um ein Gemisch aus Tag- und Pwo-Polymerase. Auch hier wurde nach Hersteller-
Anweisung gearbeitet.

Pro PCR-Ansatz wurde dabei folgendes Protokoll verwendet:

Taq Pwo High Fidelity

MgCl, 3 3 L5 mM
Template 1 1 1 ug
Primer (je) 250 250 250 uwM
10x Puffer ohne Mg 5 - - pl
dNTP-Gemisch 200 200 200 uM
Polymerase 2,5 1,25 2,6 units
ad. H,O dest. 50 ul
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Die PCR wurde in PCR-Reaktionsgefaflen, meist nach folgendem Protokoll, durchgefiihrt:

Pradenaturierung 5 min 94°C
Denaturierung 1 min 92°C €———
Annealing I min X°C x 30
Extension X min 72°C

7 min 72°C

Nach Beendigung der Reaktion wurde die DNA bei Bedarf mit Hilfe des PCR-Purification-

Kits der Firma Qiagen gereinigt und iiber ein Agarosegel kontrolliert.

2.3.2 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Fiir die Plasmidpréparation wurden zwei verschiedene Methoden angewendet. Bei beiden
Methoden wurde anfangs 5 ml LBA-Fliissigmedium mit einer Kolonie des transformierten
DH5a-Stammes angeimpft und UN bei 37°C inkubiert. Zur priiparativen Isolation (20 pg)
hochreiner Plasmid-DNA wurde das Plasmid Mini Kit der Firma Qiagen (1997) nach
Herstellervorschrift benutzt. Die DNA ist fiir anschlieBende Transformations-,

Sequenzierungs- und Klonierungsexperimente sowie fiir Restriktionsanalysen geeignet.

Zum Uberpriifen einer groBen Zahl von Transformanten wurde die etwas giinstigere

Plasmidpréparation durch Boiling (Holmes und Quigley, 1981) gewihlt.

STETL-Losung

Natriumchlorid 100 mM
Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 5 %
Lysozym 0,5 mg/ml
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TE — Puffer
Tris-HCI 10 mM
EDTA (pH 8) 1 mM

Die Kulturlosung wurde in sterile 1,5 ml Reaktionsgefdlle gegeben, 5 min bei 6000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet 16ste man in 350 pl STETL-Lésung,
lie es 10 min bei Raumtemperatur stehen und kochte es 45 sec im Wasserbad. Es erfolgte
eine erneute Zentrifugation fiir 10 min bei 13000 rpm. Diesmal wurde das Pellet verworfen.
Die Prizipitation der im Uberstand befindlichen Nukleinsiuren erfolgte durch Zugabe von
40 pl einer 3 M Natriumacetatlésung (pH 5,2) und 420 pl Isopropanol fiir 5 min bei RT. Man
zentrifugierte die so gefdllten Nukleinsduren fiir 30 min bei 15000 rpm ab und wusch das
Sediment mit 500 pl 70 % Ethanol. Nach erneuter Zentrifugation wurde die isolierte DNA

unter Vakuum getrocknet und abschlieend in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.3.3 Isolation chromosomaler DNA aus S. pombe nach Hoffmann und Winston (1987)

Sotrisca

Sorbitol 1,2 M
CaCl, x 2H,0O 10 mM
Tris-HCI (pH 7,5) 100 mM
Lysierungspuffer

Triton X-100 2 %
SDS 1 %
NaCl 100 mM
Tris-HCI (pH 8) 10 mM
EDTA 1 mM

Chromosomale DNA wurde durch mechanischen Aufschluss von Hefezellen mit Hilfe von
Glasperlen isoliert. Die Kultivierung der Hefekulturen erfolgte in 20 ml EMM-Medium bis
zur stationdren Phase. Die Zellen wurden geerntet, mit bidestilliertem Wasser gewaschen und

1h bei 28°C in einem Gemisch aus 300 pl Sotrisca und 1,5 mg Zymolyase unter leichtem
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Schiitteln, inkubiert. Nach einer kurzen Zentrifugation bei 400 g wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet in 200 pl Lysierungspuffer resuspendiert und die DNA nach dem
Protokoll von Hoffmann und Winston (1987) isoliert. Bis zu ihrem Einsatz wurde die DNA
bei -20°C gelagert.

2.3.4 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsduren nach Sambrook et al. (1989)

Die Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren wurde photometrisch in wéssriger Losung
durchgefiihrt. Die Messung der Absorption erfolgte zwischen 260 und 280 nm. Aus den
erhaltenen Absorptionswerten wurde die Konzentration der Nukleinsidure berechnet und ihre
Reinheit abgeschétzt. Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, Proteine
bei 280 nm. Bei einem Quotienten Eygo / Exg9 von 1,8-2,0 betrigt die Reinheit der DNA

70 -95 %. Absaeo = 1,0 wurde einer dsDNA-Konzentration von 50 pg/ml gleichgesetzt.

2.3.5 Hydrolytische Spaltung von Nukleinsduren mit Restriktionsendonukleasen

Die DNA-Restriktion erfolgte geméfl den Angaben des Enzymbherstellers (Roche,

Mannheim). Die Restriktionen wurden entsprechend folgendem Ansatz durchgefiihrt:

DNA 0,2-1 pg (in x pl)
Restriktionsenzym 1 ul(4-50)
10 x Restriktionspuffer 1l
A. dest. ad. 10 pl

Die Berechnung der notwendigen Enzymmengen erfolgte in der Regel nach der Formel: 1 U
spaltet 1 ug DNA pro h. Nach dem Verdau wurde die DNA durch Phenol-Chloroform-
Extraktion (Hochstenbach, 1997) gereinigt.

2.3.6 Ligation

Es wurde auf verschiedene Art und Weise ligiert, um Insert-DNA mit Vektor-DNA zu

verkniipfen. Die Ligationseffizienz ist dabei abhidngig von den molaren Verhiltnissen
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zwischen Fragment und Vektor und wurde in der Regel in einem Verhiltnis von 3:1
eingesetzt, wobei die Gesamtmenge an Vektor-DNA ca. 0,1 pg betrug. Hierzu wurde die
DNA im entsprechenden Verhiltnis auf 8 pl mit bidestilliertem Wasser aufgefiillt, 5 min auf
45°C erhitzt und umgehend auf Eis abgekiihlt. Anschlieend wurden je 1 pl T4-DNA-Ligase
(0,5 U) und 1 ul 10 x Ligationspuffer zugegeben. Dieser Ansatz wurde UN bei 18°C
inkubiert.

Bei Blunt end-Ligationen wurde der Vektor vorher mit SAP (shrimp alkaline phosphatase)
dephosphoryliert. Dazu wurden dem linearisierten Vektor 3,5 Units SAP zugesetzt und nach
30 min Inkubationsdauer bei 37°C die SAP durch 15 min Erhitzen auf 65°C vollstindig

inaktiviert.

2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde nach der Methode nach Sambrook et al. (1989)
durchgefiihrt. Als Lingenstandard wurde EcoRI/Hindlll verdaute A-DNA (30 ug/ml)
eingesetzt.

Bei préparativen Gelen wurde die interessierende Bande mit einem Skalpell
herausgeschnitten. Die Extraktion von DNA-Fragmenten erfolgte mit dem GFX PCR DNA

and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences) nach Anweisung des Herstellers.

2.3.8 Transformation von E. coli

Die Transformation von E. coli Zellen erfolgte durch die Methode von Sambrook et al.
(1989). Kompetente Zellen die nicht verwendet wurden, wurden in Aliquots von 200 pul bei
-70°C eingefroren und, innerhalb einer kurzen Zeitspanne, fiir die nichste Transformation
eingesetzt.

Die resultierenden Transformanten wurden erneut unter Selektionsbedingungen angezogen

und, nach einer Plasmidpréparation (2.3.2), iiber eine Restriktionsanalyse (2.3.5) kontrolliert.
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2.3.9 Transformation in S. pombe

Lithiumacetat-Puffer

Lithiumacetat x 2 H,O
Tris-HCI (1M, pH 7,6)
EDTA (0,5 M)

A. dest.

PEG-Lithiumacetat-TE-Puffer

PEG4000
Lithiumacetat x 2 H,O
Tris-HCI1 (1M, pH 7,6)
EDTA (0,5 M)

A. dest.

1,02 g

5 ml

1 ml

ad. 100 ml
40 g
1,02 g

1 ml

0,2 ml

ad. 100 ml

Die Transformation von S. pombe erfolgte durch die Lithiumacetatmethode, leicht

modifiziert, nach Okazaki et al. (1990) durchgefiihrt. 500 ml YE-Medium wurden mit 1%

Vorkultur des jeweiligen Hefestammes beimpft und UN bis zu einer optischen Dichte von ca.

0,2 (600 nm) inkubiert. Wichtig fiir eine ausreichende Anzahl Transformanten ist die

Wachstumsphase von S. pombe. Die Zellen sollten sich in der logarithmischen Phase

befinden und zum Zeitpunkt der Ernte min. 80% Teilungsstriche aufweisen. Nach der

Zellernte wurden die Kulturen mit bidestilliertem Wasser gewaschen und dann im folgenden

Verfahren kompetent gemacht. Die Zellen wurden in 1 ml Lithiumacetatpuffer resuspendiert,

in Aliquots von 100 pl auf Eppendorfgefdle verteilt und 1 h bei RT inkubiert. Danach

erfolgte die Transformation und die verschiedenen Ansétze wurden wie folgt gewéhlt:
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Kompetente Zellen 100 ul
Denaturierte Heringssperma-DNA (10 pg/ ul in TE) 10 pl
Linearisierte DNA (1-5 pg) x ul
PEG-Lithiumacetat-TE-Puffer 285 ul

Die Ansétze wurden gemischt und 60 min bei 30°C unter leichtem Schiitteln inkubiert.
Anschlieflend erfolgte ein zwanzigminiitiger Hitzeschock bei 42°C. Die Zellen wurden bei
3500 U/min fiir 5 min zentrifugiert, gewaschen und zur Regeneration 1 h bei 28°C in YE-
Medium inkubiert. Wiederum wurden die Zellen zentrifugiert, mit bidestilliertem Wasser
gewaschen und in Aliquots von 100 pl auf den entsprechenden Selektionsmedien

ausgestrichen.

2.3.10 Herstellung der DIG-markierten Sonde

Zur Identifikation von DNA-Sequenzen im Southernblot wurden Sonden mit DIG
(Digoxigenin) markierten Nukleotiden hergestellt. Die Sonde wurde komplementir zur
untersuchenden Sequenz mit der PCR (siehe Punkt 2.3.1) amplifiziert. Es wurden statt des
normalen dNTP-Mixes, DIG markierte (Roche, Mannheim) in der gleichen Konzentration
verwendet. An diese Nukleotide binden spezifische Antikorper, welche ihrerseits eine

chemische Reaktion mit dem Rontgenfilm eingehen.

2.3.11 Southernblot

Die von Southern (1975) entwickelte Southernblot—Technik wird zur Ubertragung von DNA

aus einem Agarosegel auf einen Membranfilter und deren nachfolgender Detektion mit einer

Sonde genutzt.

Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA wurde das Agarosegel in einem
Ethidiumbromidbad geférbt und anschlieend fotografiert. Das Gel wurde kurz in Wasser
gewaschen und zur Depurinierung der DNA fiir 10 min in 0,25 M HCI geschwenkt. Danach
erfolgte die Denaturierung der DNA fiir 2 x 20 min in 1,5 M NaCl—und 0,5 M

NaOH-Losung. Nach anschlieBender Neutralisation (2 x 15 min in 1,5 M NaCl; 1 mM EDTA
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und 0,5 M Tris/HCI; pH 7,2) wurde die DNA mittels der Kapillarblot-Technik nach
Sambrook et al. (1989) auf eine Nylonmembran (Hybond—N, Amersham) iibertragen. Der
Transfer erfolgte tiber Nacht in 20 x SSC (3 M NaCl; 300 mM tri—Natriumcitrat—Dihydrat).
Die Nylonmembran wurde zundchst zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen fiir
mindestens 2 h in 20 ml DIG Easy Hyb (Roche, Mannheim) bei der entsprechenden
Hybridisierungstemperatur prahybridisiert. AnschlieBend wurde die mit Digoxygenin
markierte Sonde 10 min bei einer Temperatur von 95°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt,
um eine Renaturierung der DNA zu vermeiden. Sie wurde in 10 ml frisches, vorgewédrmtes
DIG Easy Hyb aufgenommen und zur Membran in die Hybridisierungsrohre zugegeben. Die
Hybridisierung erfolgte fiir mindestens 16 h. Die verwendeten Hybridisierungstemperaturen
(42—68 °C) richteten sich nach der erforderlichen Stringenz. Im Anschluss an die Inkubation
wurde die Membran 2 x 5 min mit je 50 ml 2 x SSC/0,1 % SDS bei RT und 2 x 15 min mit je
50 ml 0,1 x SSC/0,1 % SDS bei der entsprechend zuvor benutzten Hybridisierungstemperatur
gewaschen. Die Membran wurde 1 min in Puffer 1 (100 mM Tris/HCI; 150 mM NaCl; pH
7,5) und anschliefend fiir 30 min in Puffer 1 mit 10 % Blocking-Reagenz (Roche, Mannheim)
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt in Puffer 1 erfolgte eine Inkubation mit
Anti—DIG—Antikorper—AP—Konjugat (Roche, Mannheim) fiir 30 min. Nachfolgend wurde
die Membran 2 x 15 min in Puffer 1 gewaschen und 3 min in Puffer 3 (100 mM Tris/HCI; 100
mM NaCl; 50 mM MgCl, x 6 H,O; pH 9,5) dquilibriert. Zum Schluss erfolgte eine Inkubation
mit 10 ml CDP-Star-Losung (Roche, Mannheim) fiir 5 min. Die Detektion der Signale
erfolgte mittels der Chemolumineszenzreaktion auf Rontgenfilmen nach Angaben des

Herstellers (Roche, Mannheim).
2.3.12 DNA Sequenzierung
Alle im Ergebnisteil dargestellten Plasmide wurden vor ihrer Transformation in

Schizosaccharomyces pombe zur Kontrolle sequenziert. Die Sequenzierungsarbeiten wurden

von der Firma Sequiserve, Vaterstetten durchgefiihrt.
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2.3.13 RNA-Isolation

Eine 20 ml YE-Schiittelkultur wurde 24 h bei 28°C inkubiert und komplett in eine 100 ml
YE-Schiittelkultur tiberimpft. Nach erneuter Inkubation fiir 24 h wurde die Kultur auf
folgende Medien zu je 30 ml aufgeteilt:

200 ml EMM-Medium ohne MgCl,

200 ml EMM-Medium + 100 mM MgCl,

200 ml EMM-Medium normale [Mg2+]

Die Kulturen wurden bei 28°C geschiittelt. Nach 16 Stunden Inkubation wurden die Zellen
geerntet, gewaschen und 10® Zellen in 1% PBS resuspendiert. Mit dieser Zellmenge wurde
anschlieBend mit dem High Pure RNA-Isolation Kit (Roche, Mannheim) nach Angaben des
Herstellers gearbeitet. Die isolierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -70°C in der
2,5 fachen Menge 100 % Ethanol gelagert. Zur Kontrolle der RNA wurde ein 1% Agarosegel
geladen und wie unter Punkt 2.3.7 beschrieben gearbeitet. Es sollten dabei die zwei
ribosomalen Banden bei 3,5 und 1,8 kb im Ethidiumbromid gefarbten Gel sauber getrennt

sichtbar werden. Nur dann wurde die RNA fiir die RT-PCR verwendet.

2.3.14 cDNA-Synthese und RT-PCR

Fiir die cDNA-Synthese wurde als erstes ein DNase-Verdau durchgefiihrt um DNA-

Verunreinigungen zu entfernen.

DNase 1 U 0,2 ul
RNA-Template 1,0 ug
A. dest. ad. 10,0 pl

Die Inkubation dauerte 15 min bei 37°C und das Enzym wurde anschlieend bei 70°C 15 min
inaktiviert. Dieser Ansatz wurde komplett fiir die folgende cDNA-Synthese, durch M-MuLV

Reverse Transkriptase (Promega), eingesetzt.
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RNA — Template 10 ul

M-MuLV- Puffer 8 ul

dNTP — Gemisch 0,2 mM jeder Base
Revers — Primer 50 pmol

Rev. Tr. M-MuLV 1w

A. dest. ad. 20

Die Ubersetzung der RNA in ¢cDNA erfolgte 60 min bei 37°C . Zur Kontrolle der RNA—
Préaparation auf DNA—Verunreinigung, wurde ein identischer Ansatz ohne Reverse
Transkriptase und einer ohne RNA-Template durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Reverse
Transkriptase durch 10 min Inkubation bei 70°C inaktiviert.

Um diesen Versuch zu iiberpriifen und die cDNA-Konzentration zu bestimmen, wurde

folgende PCR durchgefiihrt.

cDNA 0,5 ul
dNTPs 100 uM
je Primer 10 pmol
Puffer 10x S5 ul
Taq-Polymerase 1 U
Aqua dest. ad. 50 pul
Ablauf: 2,5 min 94°C

1,0 min 60°C

1,0 min 72°C

1,0 min 94°C

1,0 min 60°C 28x

1,0 min 72°C

5,0 min 72°C

Das PCR-Produkt wurde anschlieBend mittels Agarosegel-Elektrophorese iiberpriift.
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2.4 Analytische Methoden

2.4.1 AAS-Analytik

Die Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) ist ein Verfahren zur quantitativen
Elementbestimmung. Die Methode eignet sich, um den Gehalt verschiedener Schwermetalle
und hierbei insbesondere von Magnesium in Hefezellen zu detektieren. Hierzu wurden

S. pombe-Kulturen in den verschiedenen Medien bis zur log-Phase angezogen und nach
Induktion der Magnesium- und Zinkgehalt in Medium und Zellen bestimmt. Die Zellen
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten geerntet, mit bidestilliertem Wasser gewaschen und das
Trockengewicht bestimmt. Die gleiche Menge an Zellen wurde mit bidestilliertem Wasser
gewaschen und in 6 N HNO; aufgeschlossen. Die Messung von Medium und Zellen erfolgte
in 0,5 N HNO; mit einem Perkin Elmer Atomic Absorption Spectrometer 1100 B. Dabei

wurden folgende Messparameter verwendet:

Flamme oxidierend
Brenngas Acetylen (0,6 bar)
Oxidans Luft (1,3 bar)
Lichtquelle (fiir Mg) 285,2 nm
Untergrundkompensation  keine
Messintervall 1 sec
Messwiederholungen 3 mal

Es wurde eine Kalibrierungskurve mit Metallstandardlosungen aufgenommen und vom Gerit

gespeichert, so dass die unbekannten Konzentrationen direkt abgelesen werden konnten.

2.5 Lokalisation des Proteins

2.5.1 GFP-Fusionen (Green fluorescent protein)

Um die Lokalisation eines Proteins in vivo, d.h. innerhalb ganzer, lebender Zellen zu

bestimmen, bediente man sich eines Fusionsproteins aus dem zu untersuchenden Protein und
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dem griin fluoreszierenden Protein aus der Tiefsee-Qualle Aequorea victoria. Die Fluoreszenz
dieses Proteins erfolgt ohne Zugabe jeglicher Co-Faktoren. Es wurden Fusionen hergestellt,
die den GFP-Anteil am N-Terminus oder C-Terminus des zu untersuchenden Proteins trugen.
Dazu bediente man sich der Plasmide pTG9, pFA6a-GFP(S65T)-kanMX6 (Wach et al.,
1997), pFA6a-kanMX6-P3nmt1 GFP pFA6a-kanMX6-P81nmt1-GFP,
pFA6a-kanMX6-P41nmt1-GFP (Bahler et al., 1998). Nach Anzucht der transformierten
Zellen im Selektivmedium wurden die Zellen zur Betrachtung direkt auf einen Objekttriager
gegeben. Fiir die Analyse des Transportes bzw. der Lokalisation des zytosolischen GFP und
der GFP-Fusionsproteine wurde ein Laser Scanning Mikroskop (LSM 410 Zeiss/Deutschland)
genutzt. Die maximale Anregungswellenldnge dieser Variante des griin fluoreszierenden
Proteins liegt bei 488 nm, das Emissionsmaximum bei 511 nm, und die Fluoreszenz wurde
mit einem Krypton-Argon-Laser FT488/543 erzeugt. Das emittierte Licht wurde mit einem
Breitbandfilter BP510-525 nm detektiert, welcher spezifisch die GFP-abhingige Fluoreszenz
durchldsst. Um die Rotfluoreszenz des Vakuolen-Farbstoffs FM4-64 zu zeigen, wurde
ebenfalls bei 488 nm angeregt, das emittierte Licht diesmal aber durch einen BP575-640 nm
Filter geleitet. Mit Hilfe eines UV-Lasers wurde bei 364 nm der Farbstoff DAPI angeregt und
seine Fluoreszenz mit Hilfe eines BP450-490 nm Filters analysiert.

Fiir die Kolokalisation wurden die Zellkerne mit DAPI nach der, von Shaw et al. (1997)
beschriebenen Methode, geférbt. Die Vakuolenmembran wurde mit FM4-64 (Molecular
Probes/USA) geférbt. Die fiir diese Farbung eingesetzten Zellen wurden bei 3500 U/min
zentrifugiert und fiir 30 min bei 30°C mit dem Farbstoff inkubiert. Danach wurde wieder
zentrifugiert, 2 x mit frischem EMM-Medium gewaschen und fiir weitere 30 min bei 30°C
inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt bei 3500 U/min wurden die Zellen in

frisches Medium resuspendiert und fiir die Mikroskopie verwendet.

2.5.2 Immunchemische Farbung

Fiir die Lokalisation wurde das ProteinVMU1p mit einem HA-Tag versehen. Durch
Antikorperfarbung sollte das Fusionsprotein in der Zelle im Fluoreszenzmikroskop detektiert

werden. Dies ermdglicht die Fluorescein Konjugation des Antikorpers, der gebunden an die

HA-Bindungstelle des Fusionsproteins, unter dem Mikroskop bei einer Wellenldnge von
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490 nm angeregt und somit sichtbar gemacht werden kann. Gearbeitet wurde mit den
Vektoren pSLF173 (Forsburg, S.F.) und pFA6a-3HA- kanMX6 (Longtine et al., 1998).
Positive Transformanten wurden in der log—Phase geerntet und auf APES (3-Aminopropyl-
Triethoxy-Silane) beschichteten Objekttragern verteilt. Die Zellen wurden in kaltem Aceton
fixiert, in TBST und TBS je 5 min und in TBS + 3 % BSA 10 min inkubiert. Sodann wurde
der Fluorescein konjugierte monoklonale Antikérper HA-Tag 262K (Cell Signaling
Technology) aufgetragen und nach 5 h Inkubation, im Dunklen, wurden die Zellen mit TBST
und TBS gewaschen. Nachdem sie noch mit Kaisers Glyceringelatine beschichtet wurden
konnten sie unter dem konfokalen Mikroskop, Leica DM IRBE, angeschaut und fotografiert

werden.

2.5.3 Visualisierung der Lokalisation des Magnesiums innerhalb der Zelle

Der Farbstoff Magnesium Green"™ der Firma Molecular Probes dient dem Anfirben und
Nachweis von Magnesium.

Eine 20 ml YE-Vorkultur wurde bis zur Sattigung wachsen gelassen. Daraus wurde eine
200 ml EMM + 100 mM Magnesium Hauptkultur mit 2% angeimpft und fiir 24 h inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, in EMM ohne Magnesium und frischem

EMM + 100 mM Magnesium iiberfiihrt und UN inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte
die Farbung mit dem Farbstoff Magnesium Green' ™. Dieser wurde nach Herstellerangaben
verwendet und SmM in DMSO geldst eingesetzt. Die entsprechende Menge wurde zu den
einzelnen Proben pipettiert und fiir 4 h im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschliefend wurden
die Proben dreimal mit A. dest. gewaschen und unter dem konfokalen Lasermikroskop

TCS-SP der Firma Leica (Heidelberg) bei der Wellenlédnge 506 nm analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 vmul beinhaltet das stark konservierte Motiv GMN in S. pombe

In dieser Arbeit soll der Transportmechanismus von Metallionen in Hinblick auf Homdostase-
Eigenschaften und Schwermetall-Resistenz der Zelle untersucht werden. Da das gesamte
Genom von Schizosaccharomyces pombe im Internet veroffentlicht ist, wurde in der SWISS-

PROT Datenbank (http://us.expasy.org/sprot) explizit nach Metall-Transportproteinen

gesucht. Das Protein, fiir das der offene Leserahmen, ORF (Open Reading Frame), 013779
codiert, besitzt Homologie zum CorA-Protein aus E. coli und einigen Magnesium-
Transportproteinen aus S. cerevisiae. AuBerdem zeigt es groe Ahnlichkeit zu Schwermetall-
Resistenzproteinen der Hefe (Wood et al., 2002). Es wurde in der Datenbank als
hypothetisches Membranprotein, welches 71,2 kDa gro3 und dessen Gensequenz auf dem
Chromosom I kodiert ist, beschrieben. Bei dem Genprodukt von O13779 handelt es sich
tatsdchlich um ein Magnesium-Transportprotein, welches wahrscheinlich in der vakuoldren
Membran lokalisiert ist. Dementsprechend wurde das S. pombe-Gen VMU 1+ (von: vacuolar
magnesium utilization) und das korrespondierende Protein VMU 1p genannt.

Die gesamte Doménen-Struktur wird in Abb. 3.1 gezeigt und wurde durch Pfam (Protein
families database of alignments and HMMs) erstellt (Bateman et al., 2002,

http://www.sanger.ac.uk./Sofware/Pfam/).

e Ry =

Abb.3.1: Schematische Darstellung der Doméanen-Struktur von VMU 1p. Die hellblauen
Quadrate stellen eine Region von noch nicht gut untersuchten Aminosaureabschnitten dar; der
griine Balken zeigt eine Doméne mit Homologie und Zugehorigkeit zur CorA-Proteinfamilie
an und die rot-schwarzen Quadrate sollen Transmembrandomaénen darstellen.

Die CorA &dhnliche Doméne reicht von Aminosiure 136-451, die Transmembrandoméne I von
555-577 und Transmembrandomine II von 592-614 (in Abb.3.2 durch schwarze Balken

gekennzeichnet).
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Um zu iiberpriifen, wie grofl die Homologie zu anderen Proteinen ist, wurden die Sequenzen

der wichtigsten Proteine in einer Ubersicht in Abb. 3.2 zusammengestellt. Die

Zusammenstellung erfolgte mit dem Dialign-Programm (http://www.genomatix.de/cgi-

bin/dialign/dialign.pl; Morgenstern, 1999).
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MRS2p 886 ... 6%

ADbDb.3.2: Proteine mit CorA-Homologien. Dialign-Alignment (Morgenstern, 1999) der
Aminosdursequenzen der Magnesium-Transportproteine von S. pombe (VMU 1p) von E. coli
(CorA) und S. cerevisiae (ALR1p, ALR2p und MRS2p). Die farbigen Markierungen heben
mit VMU 1p identische Aminosduren hervor. VMU 1p im Vergleich mit CorA ist griin, mit
MRS2p rosa, mit ALR1p und ALR2p rot markiert. Die schwarze Box zeigt das stark
konservierte Motiv GMN an. Die beiden Transmembrandoméinen von VMU 1p sind mit
dicken schwarzen Balken gekennzeichnet. Vor den Sequenzen wird die Position der
Originalsequenz und am Ende die prozentualen Ubereinstimmungen der anderen Proteine zu
VMU 1p angegeben. Liicken sind durch Punkte gekennzeichnet. Der Zugangscode zur
SWISS-PROT Datenbank ist fiir VMU1p 013779, CorA P27841, ALR1p P43553, ALR2p
P35724 und MRS2p Q9ETO?7. Die kleinen Buchstaben zeigen Sequenzen an, die keine
Homologien aufweisen.

Die Sequenz-Analyse demonstriert, dass 013779 fiir ein Protein kodiert, welches grof3e
Sequenziibereinstimmung zu den beiden Magnesiumtransportern, ARL1p und ARL2p, aus
S. cerevisiae zeigt (siche Abb.3.2). Etwa 35% der Aminosduren sind identisch. Auch zeigen

die Untersuchungen, dass CorA und MRS2p eine schwichere Ubereinstimmung, welche bei
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6% liegt, gegeniiber dem S. pombe-Protein aufweisen. Die Homologie nimmt in der zweiten
Hilfte zu. Das stark konservierte Motiv, GMN (mit Quadrat in Abb. 3.2 gekennzeichnet), ist
auf der Position —577-579 lokalisiert. Dieses Motiv wurde bei allen untersuchten Magnesium-
Transportproteinen gefunden und ist hauptséchlich fiir die Magnesium-Transportfunktion
verantwortlich (MacDiarmid und Gardner, 1998; Bui et al., 1999; Zsurka et al., 2001; Schock
et al., 2000; Smith et al., 1993; Szegedy und Maguire, 1999). Verglichen mit Abb.3.1 liegt der
Bereich mit der hochsten Homologie in der CorA-Doméne und das stark konservierte Motiv
inseriert am Ende der ersten Transmembrandoméne.

Abb. 3.1 und 3.2 zeigen, dass VMU I p einige strukturelle Eigenschaften mit Magnesium-
Transportproteinen der CorA-Familie teilt. Neben zwei hydrophoben Regionen am C-
Terminus, wahrscheinlich Transmembrandoménen, wurde das stark konservierte GMN-Motiv
identifiziert. Wie auch bei den anderen Transportern in eukaryontischen Zellen, konnte eine
dritte Transmembrandomaine, wie sie bei CorA in Bakterien vorkommt, nicht gefunden

werden (Smith et al., 1993; Bui et al., 1999; Zsurka et al., 2001).

Da die kompletten Sequenzen von mehreren Genomen durch systematische Sequenzanalysen
erstellt worden sind (Wood et al., 2002; Goffeau et al., 1997; O'Brien, 1997) und man mit
dem CLUSTALW-Programm einen hypothetischen phylogenetischen Baum erstellen kann
(Thompson, et al., 1994; Chenna et al., 2003), wurde dies fiir einige wenige Vertreter der
CorA-Familie durchgefiihrt. Das Protein VMU p sollte auf den Verwandtschaftsgrad zu
einigen Magnesium-Transportern aus S. cerevisiae, E. coli und anderen Eukaryonten
untersucht werden.

Die fiir den phylogenetischen Baum verwendeten Proteine sind in Tabelle 3.1 aufgelistet. Sie
wurden mit Hilfe der SWISS-PROT Datenbank zusammengestellt.
(http://us.expasy.org/sprot)
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Tabelle 3.1: Proteine aus der CorA-Familie, die in der phylogenetischen Analyse einbezogen
wurden. Jeder Organismus kann in der SWISS-PROT Datenbank unter dem angegebenen
Zugangscode gefunden werden.

Zugangscode zur SWISS- Organismus Name
PROT Datenbank

013779 S. pombe VMUIlp
Q08269 S. cerevisiae ALRIp
P43553 S. cerevisiae ALR2p
P35724 S. cerevisiae MTS2p
Q02783 S. cerevisiae LPE10p
P27841 E. coli CorA
Q9HD23 H. sapiens MRS2Lp
Q62266 M. musculus Sprrla (Mus)
QI9ETO7 R. norvegicus MRS2Ip

Die Proteinsequenzen der neun Organismen, die in Tabelle 3.1 aufgelistet sind wurden mit
dem FASTA Programm (Pearson und Lipman, 1988; Pearson, 1990) formatiert
(http://www.sanger.ac.uk) und mit dem CLUSTALW Programm (Thompson, et al., 1994;
Chenna et al., 2003; http://www.ebi.ac.uk/clustalw) bearbeitet. Das Ergebnis ist in Abb. 3.3

dargestellt.

WMUAp
_| ALR1p

L ALR2p
MRS2
Corh

—— LPE1D
MRS2|
Mus

—L

MRSZL

Abb. 3.3: Hypothetischer, phylogenetischer Baum der basierend auf Proteinsequenzen der
CorA-Familie aus der SWISS-PROT Datenbank erstellt wurde. Der Baum wurde mit Hilfe
des CLUSTALW Programms erstellt. Die Namen der Proteine finden sich zusammen mit
dem Zugangscode zur Datenbank und dem Namen der Organismen in Tabelle 3.1.

Die phylogenetische Analyse zeigt, dass VMU1p am engsten mit den beiden
Plasmamembran-Transportern aus S. cerevisiae, ALR1p und ALR2p verwandt ist. Alle drei
sind etwas weniger identisch zum MRS2p Protein, ebenfalls aus S. cerevisiae. Dieses ist

allerdings, wie auch LPE10p (S. cerevisiae) ndaher mit Magnesium-Transportproteinen aus
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hoheren Eukaryonten, wie dem Menschen, der Maus und der Ratte, verwandt. Das CorA
Protein aus E. coli scheint die hochste Ahnlichkeit zu dem eukaryotischen Transporter

MRS2p zu haben.

3.2 Erstellung der Disruptionskassette flir vmul

Zur Untersuchung der Funktion von VMU 1p wurde der Leserahmen dieses Proteins, 013779,
in dem S. pombe Wildtyp-Stamm D18h" zerstort. Disruptionsmutanten wurden hergestellt,
indem das entsprechende Gen iiber homologe Rekombination 5 und 3 durch eine den
Kanamycinmarker tragenden Kassette ersetzt wurde. Fiir die Disruptionskassette, mussten
Sequenzen aus der Promotor- und Terminatorregion des entsprechenden Gens amplifiziert
werden. Da die gesamte Sequenz des Genoms von Schizosaccharomyces pombe bekannt ist
und somit auch die des Leserahmens von O13779 (Wood et al., 2002), konnten geeignete
Sequenzen fiir die basengenaue Amplifikation der gesuchten Abschnitte ausgewdéhlt und in
die entsprechenden Primer umgesetzt werden. Primer wurden synthetisiert, die
Ubereinstimmungen mit 600 bp aus der Promotor- und 400 bp aus der Terminator-Region
aufwiesen (SHP1, 2, 3 und 4). Durch PCR konnten die entsprechenden Fragmente von der
chromosomalen DNA von D18h™ amplifiziert werden. Anschlieend wurde durch einen
Sall/BamHI-Verdau ein Fragment, bestehend aus 600 bp aus der Promotorregion des
Leserahmens isoliert. Davon liegen 470 bp vor dem Startcodon, worauf die ersten 130 bp des
Leserahmens folgen. Durch einen Sacl/EcoRI-Verdau wurde ein 400 bp Fragment aus der
Terminatorregion isoliert, welches 41 bp nach dem Stopcodon des Leserahmens O13779
beginnt. Diese beiden Fragmente wurden durch Ligation in das Plasmid pFA6a-kanMx6
eingefiigt und bildeten den neuen Vektor pFA6a-kanMx6/013779. Dieser Vektor wurde in
den E. coli-Stamm Dh5a transformiert, die resultierenden Transformanten durch einen
Restriktionsverdau mit den Enzymen Sall und EcoRI kontrolliert und pFA6a-
kanMx6/013779-Klone sequenziert.

Der Vektor pFA6akanMX6/013779 wurde aus Dh5a mittels einer Plasmidpréparation und
anschliefend wurde die Disruptionskassette {iber die Sall- und ECORI-Schnittstellen aus dem
Plasmid isoliert. Abb.3.4 zeigt die Disruptionskassette KANO13779.
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Abb.3.4: Genetische Karte der Disruptionskassette KANO13779. Der kan®-Leserahmen ist
durch rot, Kanpromotor und —terminator durch gelb und die Fragmente aus dem Leserahmen
blau gekennzeichnet. Die Lokalisation der Restriktionsschnittstellen zum Heraustrennen der
Kassette sind eingezeichnet (Sall und EcoRI). Unter der Kassette wird die GroBenangabe der
Fragmente in bp angezeigt.

Der Wildtyp D18h” wurde mit der in Abb.3.4 dargestellten Disruptionskassette transformiert.
Dabei sollte die Kassette durch homologe Rekombination iiber die Fragmente promO13779
und termO13779, in Abb. 3.4 blau dargestellt, ins S. pombe Genom integrieren. Der
Expressionsvetor pFA6a-kanMX6 besitzt einen kan®-Leserahmen, in Abb.3.4 durch rot
gekennzeichnet. Das resultierende Gen ermoglicht E. coli-Zellen eine Kanamycinresistenz
und S. pombe-Zellen eine Resistenz gegeniiber Geneticin, so dass Zellen, die den Vektor in
ihrem Genom integriert haben, auf Medien, die das Antibiotikum oder Mykotikum beinhalten,
wachsen konnen. E. coli- oder S. pombe-Zellen, die nicht iiber das Gen verfiigen, konnen in
der Regel auf diesen Medien nicht wachsen. Durch PCR- und Southernblot-Kontrollen
wurden flinfzig Transformanten {iberpriift (als Beispiel sieche Abb. 3.5 und 3.6).
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Abb.3.5: PCR-Amplifikation zur Kontrolle der richtigen Integration der Disruptionskassette
KANO13779. In Spur 1 ist der Marker A ECORI/HIndIII geschnitten und in Spur 2 und 3 sind
die PCR-Produkte, die aus isolierter DNA der Disruptanten vmul::kan-1 amplifiziert wurden
aufgetragen. In Spur 2 wurde das PCR-Produkt, welches mit den Primern SHP6 und Kan2R
amplifiziert wurde, aufgetragen. In Spur 3 ist das PCR-Produkt, resultierend aus der
Amplifikation mit den Primern SHP7 und SHP8 und in Spur 4 die Negativ-Kontrolle ohne
DNA, zu sehen.

In Abb. 3.5 Spur 2 ist das PCR-Fragment der Kontrolle des Ubergangs zwischen der Kan-
Kassette und der Terminatorregion von S. pombe dargestellt. Der forward Primer Kan2R setzt
im kan®-Leserahmen bei 1,63 kB (siehe Abb. 3.4) und der reverse Primer SHP6 achtzig
Basenpaare hinter dem Fragment term013779 an, so dass ein Kontroll-Fragment von 600 bp
amplifiziert wird. Wie die Abb. 3.5 zeigt, konnte ein 600 bp-Fragment mit den Primern
Kan2R und SHP6 amplifiziert werden, was zeigt, dass die Disruptionskassette an der
richtigen Stelle im S. pombe-Genom integriert sein konnte. Leider wurde auch ein Fragment
in der Negativ-Kontrolle der PCR gebildet. Die Primer SHP7 und SHP8 amplifizieren eine
600 bp Sequenz im Leserahmen 013779, welcher in der Disruptante fehlen sollte. Wie man
in Abb. 3.5 Spur 3 sieht, ist dieses Fragment aber vorhanden. Es wurden 34 Kolonien mit

Hilfe der PCR tiberpriift. Dabei zeigten zwei Kolonien das oben beschriebene Ergebnis.
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Bei den anderen Kolonien war meist keine Bande mit der Primerkombination Kan2R und
SHP6 zu sehen.

Zum besseren Verstindnis dieses Ergebnis wurde ein Southernblot durchgefiihrt. Dafiir wurde
zuerst gereinigte chromosomale DNA des Wildtypstamms D18h™ und zweier
Disruptantenstimme vmul::kan-1 und vmul::kan-2 mit den Restriktionsendonukleasen Xhol
und HindIII inkubiert. Der Verdau wurde iiber ein 1% Agarosegel aufgetrennt, geblottet und
mit der Sonde 3/6 hybridisiert. Die Sonde 3/6 wurde zuvor, mit DIG markierten dNTPs, iiber
die Primer SHP3 und SHP6 amplifiziert. Sie ist 600 bp grol3 und deckt das in der
Disruptionskassette eingesetzte Fragment der Terminatorregion (siche Abb. 3.4) und 200 bp
dariiber hinaus ab. Bei der Wildtyp-DNA miissen zwei Fragmente der Gréf3e 400 und 1400 bp
detektiert werden und bei der DNA der Disruptanten 400 und 900 bp grof3e Fragmente.

kR 1 2 3 4

212wy o
L
5,1
4,2 ﬂ -‘
35
20 4
g .

™
2 .
0,8

0,5 . -

Abb.3.6: Southernblot-Analyse von genomischer DNA verschiedener S. pombe-Stammen,
indem eine 600 bp grofle Sequenz aus der Terminator-Region als Sonde benutzt wurde . In
Spur 1 ist der Marker A EcoRI/HindIII geschnitten, in 2 die DNA von vmul::kan-1, in 3 die
von vmul::kan-2 und in 4 die des Wildtyps D18h™ zu sehen. In jeder Spur wurden 15 pg
genomischer DNA, welche mit Xhol und HindIII verdaut wurden, aufgetragen.

In Abb.3.6 Spur 4 sicht man die beiden Fragmente der Wildtyp-DNA ganz richtig bei 1400
und 400 bp. Auch die beiden erwarteten Fragmente von 400 und 900 bp bei der Disruptante

sind vorhanden, allerdings zusétzlich auch ein Fragment bei 1400 bp. Dieses entspricht dem
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Wildtyp-Bild und zeigt ein unerwartetes Ergebnis. Dabei kann es sich entweder um eine
ektopische Integration der Disruptionskassette ins S. pombe-Genom, oder um einen Wechsel
der Disruptanten-Stimme von der haploiden in die diploide Phase handeln. Dieses Ergebnis

lasst vermuten, dass der Leserahmen O13779 essentiell fiir die Hefe sein konnte.

3.3 vmul ist nicht essentiell

Da der Leserahmen O13779 eventuell essentiell fiir S. pombe-Zellen war, musste die
Transformation erneut, diesmal in einem diploiden Stamm, durchgefiihrt werden. Zu diesem
Zwecke wurden die beiden haploiden Stimme 130 h” und 131 h™ gekreuzt und mit dem
resultierenden Diplonten 130x131 weitergearbeitet. Der Stamm 130x131 ist auxotroph fiir
Adenin, Histidin, Leucin und Uracil. Aus diesem Grund muss er auf EMM-Medium
angezogen werden, was die Supplemente enthilt. Da in diesem Medium Geneticin keine
Wirkung zeigt, musste die Kanamycin-Kassette umgestaltet werden, um mogliche
Selektionsmarker zu schaffen. Dafiir wurde das his3-Gen aus dem Plasmid pAF1 (Ohi et al.,
1995) iiber einen Hincll/Sacl Verdau aus dem Plasmid ausgeschnitten und gegen das kan®-
Gen, welche iiber ein Smal/Sacl Verdau entfernt wurde, im Plasmid pFA6akanM X4
ausgetauscht. Das Plasmid wurde in E. coli DH5a. transformiert, die resultierenden
Transformanten durch einen Restriktionsverdau mit den Enzymen EcoRI und Sall kontrolliert
und die richtigen Klone sequenziert.

Aus dem Vektor pFA6ahis3/013779 wurde die his3-Kassette mit den Restriktions-
endonukleasen ECORI und Sall, nach einer Plasmidisolation aus E. coli DHS5a. isoliert (siche

Abb.3.7).
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ADbDb.3.7: Genetische Karte der his3/013779-Kassette zur Transformation in 130x131. Die
his3-Leserahmen ist mit griin und die Fragmente aus dem Leserahmen mit blau
gekennzeichnet. Die Lokalisation der Restriktionsschnittstellen zum Heraustrennen der
Kassette sind eingezeichnet (Sall und EcoRI). Unter der Kassette wird die GroBenangabe der
Fragmente in bp angezeigt.

Die his3/013779-Kassette wurde in den diploiden Stamm 130x131 transformiert. Dabei sollte
die Kassette durch homologe Rekombination iiber die Fragmente promO1779 und
termO13779 (in Abb. 3.7 blau dargestellt) ins S. pombe-Genom integrieren. Die
Transformanten wurden mittels PCR iiberpriift (siche Abb.3.8).
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Abb. 3.8: Die PCR-Kontrolle der DNA der Disruptanten SD5 (VMU1/Avmul). In Spur 1 ist
der Marker A-DNA EcoRI/HindIII geschnitten, und in Spur 7 der Marker M2 (puc19-Eco4
BamHI/EcoRI) geschnitten, dargestellt. In Spur 2 ist das 985 bp-Fragment, mit den Primern
SpHis3-1und SHP6 aus DNA der Disuptanten SD5 und in Spur 3 aus Wildtyp-DNA
amplifiziert, abgebildet. In Spur 4 ist das PCR-Produkt aus SD5-DNA mit den Primern SHP7
und SHPS und in Spur 5 mit den Primern 500 und 555 aufgetragen (Kontrolle der DNA durch
Sequenz aus dem Glutathionsynthetase-Gen). Spur 6 zeigt die Negativ-Kontrolle, in der
Wasser statt DNA eingesetzt wurde.

In Abb. 3.8 ist die PCR-Kontrolle einer mit der His3-Kassette transformierten Disruptanten
SD5 (VMU1/Avmul) zu sehen. Spur 2 zeigt ein 985 bp-Fragment, welches mit den Primern
SpHis3-1 und SHP6 amplifziert wurde. Dieses Fragment stellt den Ubergang zwischen der
His3-Kassette und dem S. pombe-Genom dar. Aus diesem Grund ist in Spur 3 kein Fragment
zu sehen, da fiir dieses PCR Wildtyp-DNA mit der gleichen Primer-Kombination, eingesetzt
wurde. Der S. pombe-Wildtyp 131 besitzt die His3-Kassette nicht, so dass das 985 bp-
Fragment nicht amplifiziert werden konnte. In Spur 4 ist das PCR-Produkt aus SD5-DNA mit
dem Primerpaar SHP7 und SHPS8 zu sehen. Dabei handelt es sich um ein Fragment, dass in
der Sequenz des zerstorten Leserahmens O13779 liegt. Spur 5 zeigt eine Positiv-Kontrolle der
PCR mit den Primern 500 und 555, die eine Sequenz aus dem Glutathionsynthetase-Gen von
S. pombe amplifizieren, und in Spur 6 ist die Negativ-Kontrolle, in der Wasser als Template

eingesetzt wurde.
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Der Disruptanten-Stamm SD5 wurde auf Malzextrakt-Medium ausplattiert und bei 28°C
inkubiert. Sobald sich Asci bildeten, wurden erst Asci und dann Sporen mit dem
Mikromanipulator (Nikon Exlipse E400) isoliert (siche Abb. 3.9). Wuchsen einzelne
Kolonien, wurden diese groBflichig mit dem Skalpell ausgeschnitten und auf frische
Vollmedium-Platten ausgelegt.

Auf der frischen VM-Platte wuchsen die Sporen eines Ascus zu Kolonien heran, wie in

Abb. 3.9 B zu sehen ist. Dabei sind zwei Kolonien rot und zwei lachsfarben gefarbt. Dies ist
auf die Adeninauxotrophie der beiden Elternstimme zuriick zufiihren. Auch die Elternstimme

wachsen auf Medium ohne Adenin in den verschiedenen Rottonen.

ADbDb.3.9: Sporenisolation. A: Auf einer VM-Platte mit Agarose wurde Sporensuspension in
einem diinnen Streifen aufgetragen. Ein Ascus wurde mit der Nadel ergriffen, neben dem
Streifen abgelegt und mit einem Kreis markiert. Nach dem Auskeimen wurden die Sporen
isoliert und mit einem Punkt markiert. B: Isolierte und ausgekeimte Sporen eines Ascus.
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Die einzelnen Segreganten von 20 verschiedenen Asci wurden auf den Histidinmarker
iiberpriift. Dafiir wurden sie auf unterschiedlich supplementierten EMM-Platten ausplattiert.

Das Ergebnis ist in Abb. 3.10 dargestellt.

EMMSlentura EMM+leu+ura
+ade+his tade

Abb.3.10: Untersuchung des his3-Markers. Die Sporen eines Ascus wurden auf VM und
EMM-Platten mit verschiedenen Aminoséduren ausplattiert und drei Tage bei 28°C inkubiert.

Auf den Kontroll-Platten, VM und EMM + leu + ura + ade + his sind alle vier Stdimme gut
gewachsen, wohingegen auf den Selektivmedien EMM + leu + ura (+ ade) nur die zwei
Stamme wuchsen, die den Leserahmen von VMU p gegen die his3-Kassette ausgetauscht
hatten. Diese 2":2” Aufspaltung fiir den his3-Marker wurde bei allen 20 Asci beobachtet. Die

Aufspaltung war unabhéngig vom Elternstamm, wie hier durch die unterschiedliche Fiarbung
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auf den beiden oberen Platten deutlich zu sehen ist. Auf der Platte mit EMM + leu + ura
wéchst ein hell und ein dunkelroter Hefestamm dessen Leserahmen disruptiert ist.

Da alle vier Sporen zu Kolonien heran wuchsen und eine 2":2” Segregation fiir den his3-
Marker zeigten, ist das vmul nicht essentiell fiir die Hefe.

Die Segreganten wurden auf die Anwesenheit des his3-Gens tiber die Oligonukleotide SpHis-
3-1 (die letzten 20 bp des his3-Gens von S. pombe) und SHP6 (80 bp nach dem Fragment
termO13779) mit Hilfe der PCR kontrolliert (siche Abb. 3.11).

Kb

1 2 3 4 5
21,2
5,1
4,2
35
2,0
1,9
1,6
1,4
09
0,8
05

Abb. 3.12: PCR-Kontrolle der Disruptanten 13-2. In Spur 1 ist der Marker A ECORI/HindIII
geschnitten, in 2 das 985 bp-Produkt der PCR mit den Primern SpHis-3-2 und SHP6 aus
chromosomaler DNA von 13-2 (Avmul) und in 3 ist die Kontrolle des Wildtyp-Stamms 13-1
mit den Primern SpHis-3-1 und SHP6 zu sehen. In Spur 4 ist die Kontrolle fiir das Fragment
aus dem disruptierten Leserahmen O13779 mit den Primern SHP7 und SHPS fiir 13-2
(Avmul) und Spur 5 fiir 13-1 (VMU1) aufgetragen.

Abb. 3.11 zeigt die positiv ausgefallen PCR-Kontrolle der richtigen Integration der his3-
Kassette. Spur 2 und 4 gibt das Ergebnis fiir die Disruptante 13-2 wieder. Bei der richtigen
Integration der Kassette wird mit den Primern SpHis3-1 und SHP6 ein 985 bp (Target in Abb.

3.7 dargestellt) grofles Fragment erwartet, welches in Spur 2 dargestellt ist. Kein Fragment
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sollte hingegen bei einer PCR mit der Primer-Kombination SHP7 und SHPS fiir die
Disruptanten-DNA zu sehen sein, da es einem Gen-Abschnitt aus dem disruptierten
Leserahmen O13779 entspricht, der hier nicht mehr vorhanden sein sollte. Dies ist in Spur 4
dargestellt. In Spur 3 und 5 sind die Ergebnisse der PCR-Kontrolle aus der Wildtyp-DNA
aufgetragen. Hier sollte das Verhéltnis genau umgekehrt zu sehen sein. Ganz richtig zeigt sich
in Spur 5 ein 630 bp groBles Fragment das nach der PCR mit den Primern SHP7 und SHPS§
erwartet wurde. In Spur 3 ist ein schwaches Fragment zusehen, welches allerdings nicht der
korrekte Grofle von 985 bp entspricht. Anscheinend fand in diesem Fall eine unspezifische
Bindung des Primerpaares statt.

Dies machte eine weitere Kontrolle durch den Southernblot erforderlich. Chromosomale
DNA des Disruptanten- und Wildtyp-Stammes wurde mit verschiedenen Restriktionsenzymen
geschnitten, im Agarosegel aufgetrennt, geblottet und anschlieend mit einer aus dem

Primerpaar His3-1 und His3-2 amplifizierten his3-Sonde hybridisiert (siche Abb. 3.12).

ADbDb.3.12: Southernblot-Analyse mit der his3-Sonde. Dieses Bild wurde des besseren
Kontrasts wegen invertiert. In Spur 1, 2 und 3 ist die DNA von 13-2 (Avmul) aufgetragen. In
Spur 1 wurde sie mit dem Restriktionsenzym Accl geschnitten, in 2 mit BamHI und in 3 mit
Xhol. In Spur 4, 5 und 6 ist die DNA des Wildtyps 13-1, unter gleichen Bedingungen
behandelt wie die DNA der Disruptanten, zu sehen. In jeder Spur wurden 15 pg genomischer
DNA aufgetragen. In Spur 7 ist der DNA molecular weight marker I digoxigenin-labeled
dargestellt.
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Mit der his3-Sonde wurde ausnahmslos nur die DNA der Disruptanten 13-2 hybridisiert und
anschlieend angeférbt. In den ersten drei Spuren der Abb. 3.12 ist die DNA von 13-2, vorher
mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnitten, aufgetragen. In Spur 1 sieht man die
nach einem Accl-Verdau erwarteten Banden von 9 und 4,6 Kb, in Spur 2 die nach einem
BamHI-Verdau von 1,4 Kb und in Spur 3 die nach einem XhoI-Verdau von 1,9 und 1 Kb.
Keine Banden sind jedoch in Spur 4, 5 und 6 zu beobachten. Hier wurde die Wildtyp-DNA,
unter den gleichen Bedingungen wie die DNA der Disruptanten behandelt, aufgetragen. Da
der Wildtyp histidinauxotroph ist, sollten keine Hybridisierung und somit auch keine Férbung
erfolgen, was hier deutlich zu sehen ist.

Mit Segreganten die dieses Ergebnis zeigten wurde weitergearbeitet.

Zusammenfassend ldsst sich schlielen, dass die Ergebnisse der PCR-Kontrollen mit dem
disruptierten Diplonten-Stamm SDS5 und den daraus isolierten Sporen richtig waren. Auch die
Banden im Southernblot konnten an den erwarteten Stellen detektiert werden. Aus diesem

Grund wurde davon ausgegangen, dass die Segreganten richtig waren.

3.4 VMUI1p ist wichtig fur das Wachstum in Magnesium-Mangelmedium

Der Phinotyp, der aus der Tetradenanalyse erhaltenen Disruptanten- und Wildtypstimme,
wurde auf verschiedene Metallsensitivititen oder -resistenzen untersucht. Dabei wurden alle
80 Segreganten der Tetradenanalyse untersucht. Verglichen mit den Wildtyp-Zellen wuchsen

Avmul-Zellen schlechter auf Magnesium-Mangelmedium (Abb. 3.13).
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b)

Abb. 3.13: Reihenverdiinnungen der Stimme wurden auf YE (A) und EMM-Medium +
Adenin + Histidin + Leucin + Uracil + 100 uM Magnesium (B) aufgetropft. Dargestellt sind
auf jeder Platte in Bild a) von oben nach unten: 2-3 (Avmul), 2-4 (Avmul), 2-1 (VMU1), 2-2
(VMU1) aus Ascus 2 und die Elternstimme 130 (VMU1) und 131 (VMU1). In Bild b) 17-3
(VMU1), 17-4 (VMU1),17-1 (Avmul) und 17-2 (Avmul) aus Ascus 17, und die
Elternstimme 130 (VMU1) und 131 (VMU1). Aufgetropft wurden die Mengen von 107-107
Zellen / ml (von links nach rechts). Die Platten wurden fiir 5 Tage bei 28°C inkubiert.

Bei nur 100 uM Magnesium im Medium wuchsen Avmul-Zellen schlechter als Wild-
typzellen. Die Disruptanten waren nicht in der Lage mit wenig Magnesium im Medium
auszukommen und wuchsen nur in vereinzelten kleinen Kolonien, wahrend die Wildtyp-
Stamme zwar eingeschrianktes, aber doch viel besseres Wachstum zeigten. Die meisten

Segreganten zeigten dieses Ergebnis auf Magnesium-Mangelmedium. Der Stamm
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131 (VMU1) wuchs auf Vollmedium-Platten etwas schlechter, als die anderen Stimme,
welche sonst recht dhnlich gediehen. Dies hatte aber keinerlei Einfluss auf das Ergebnis der
magnesiumreduzierten EMM-Platte. Dieses Phdnomen konnte nicht geklart werden. Die
beiden Bilder stellen das Ergebnis zweier Asci dar. Fiir die anderen Asci wurden dhnliche
Resultate erzielt; die Disruptanten- wuchsen in allen Féllen schlechter als die Wildtyp-

Stamme.

Da mit Abb. 3.13 geklért war, dass die aus der Tetradenanalyse erhaltenen Stimme mit
Wildtyp-Eigenschaften den gleichen Phinotypen auf Magnesium-Mangelmedium zeigten wie
die Elternstimme, wurde eine Tropftest Reihe mit verschiedenen Magnesiumkonzentrationen

ohne Elternstimme durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.14 zu sehen.

In dem Versuch iiber mehrere Magnesium-Konzentrationen wird es noch deutlicher, dass
Avmul —Zellen schlechter auf Magnesium reduzierten Medien wachsen als Wildtyp-Zellen.
Schon ab einer Konzentration von ca. 500 uM werden Avmul-Kolonien kleiner und sind
schlieBlich bei 5 uM kaum noch vorhanden. Die Wildtyp-Stimme zeigten auch bei der
niedrigsten Magnesium-Konzentration noch Wachstum. Dies kann verschiedene Griinde
haben. Zum einen konnte mit der Disruption des Leserahmens von VMU 1p ein
Transportprotein der Plasmamembran zerstért worden sein, was dazu fiihrt, dass die
Magnesium-Aufnahme in die Zelle nun erschwert ist. Zum anderen kdnnte die Zerstérung
eines vakuoldren Membranproteins in einer verminderten Abgabe von Magnesium aus dem

Speicher bei Mangelbedingungen resultieren.
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Abb. 3.14: Tropftest auf Magnesium-Mangelmedium. 2-1 (VMU1)und 2-2 (VMU1) und 2-3
(Avmul) und 2-4 (Avmul), stammen aus Sporen des Ascus 2. Reihenverdiinnungen der
Stamme wurden auf EMM + Adenin + Histidin + Leucin + Uracil (A) und dem mit den
gleichen Supplementen versehenden EMM-Medium mit 500 (B), 50 (C) und 5 uM
Magnesium (D) aufgetropft. Aufgetragen wurden die Mengen von 10’-10% Zellen / ml

(von oben nach unten). Die Platten wurden fiir 5 Tage bei 28°C inkubiert.
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Der Wachstumsstudie auf festen Medien schloss sich die in fliissigen an. Der Elternstamm
131 (VMU1), 13-1 (VMUI) und 13-2 (Avmul) wurden in EMM-Medium + Adenin +
Histidin + Leucin + Uracil + 200 mM Magnesium angezogen und anschlieend in EMM-
Medium mit den gleichen Supplementen, aber ohne Magnesium iiberfiihrt. Uber 24h wurden
Werte entnommen, die in Abb. 3.15 A dargestellt sind. Nach 24h wurden die Kulturen zuriick
in magnesiumhaltiges EMM-Medium mit den gleichen Supplementen, wie oben, gegeben, um
zu iiberpriifen, ob sie weiter wuchsen und somit Magnesium der limitierende Faktor war. Die

Ergebnisse sind in Abb. 3.15 B festgehalten.
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Abb. 3.15: Avmul-Zellen zeigen erhohte Sensitivitit in Magnesium-Mangelmedium. Die
blauen Kurven entsprechen dem Elternstamm 131, die griinen 13-1 (VMUI1) und die roten 13-
2 (Avmul). Aufgetragen ist jeweils das Trockengewicht gegen die Zeit unter A: Magnesium-
Mangelbedingungen und B: im normalen EMM-Medium. Die Zellen wurden unter Schiitteln

bei 28°C inkubiert und die Proben zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen und
gemessen.
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Wie in Abb. 3.15 A sehr gut zu sehen ist wachsen die Wildtypstdmme unter Mangel-
bedingungen erst weiter, bis das Wachstum nach ca. 22 h in die stationire Phase iibergeht.
Die Disruptante dagegen zeigt ein stark eingeschranktes Wachstum. Schon nach 3 h lésst die
Zellteilung gegeniiber den Wildtyp-Stimmen nach. Im Ganzen nimmt die Zellmasse von 13-2
(Avmul) nur um 0,25 g/l zu, wohingegen sie bei den beiden anderen um mindestens das

doppelte wichst.

Nach einer Riickiiberfiihrung in EMM mit Magnesium konnen alle Staimme nach einer lag-
Phase von ca. 6 h weiterwachsen (siehe Abb. 3.15 B). Die Disruptante unterscheidet sich
dabei nicht von den Wildtyp-Stdmmen. Damit wird deutlich, dass Magnesium wirklich der
limitierende Faktor im Medium ist. Aullerdem weisen diese Experimente darauf hin, dass
nicht die Magnesium-Aufnahme in die Zelle durch die Disruption des Leserahmens von
VMU p gestort ist, sondern die Bereitstellung aus den Speichern unter Mangelbedingungen.
Bei einer erschwerten Aufnahme in die Zelle konnte die Disruptante nicht normal in EMM-
Medium wachsen. Wie Abb. 3.15 B aber zeigt, ist kaum ein Unterschied zwischen den
verschiedenen Stimmen zu sehen. Da die Disruptante 13-2 in Magnesium-Mangelmedium
nicht das gleiche Wachstum wie die Wildtyp-Stdmme zeigt, sondern deutlich schlechter
wichst, weist das auf die Zerstorung eines intrazelluldren Transporters hin. Mehr Klarheit
dariiber kann mit der Atom Absorptionsspektroskopie (AAS) erlangt werden, mit der die

intrazelluldre Metallion-Konzentration ermittelt werden kann.

Auch mikroskopisch konnte zwischen Disruptanten- und Wildtypzellen unterschieden
werden. Zellen mit disruptierten Leserahmen machten in Magnesium-Mangelmedium einen
anfdlligen Eindruck und zeigten nicht mehr die schone ldngliche Wuchsform von S. pombe-

Zellen. In normalen Vollmedium oder EMM-Medium zeigten beide das gleiche Wachstum.
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3.5 Bei Avmul-Disruptanten zeigt sich eine erhéhte Zinksensibilitat

Ein weiterer Tropftest wurde fiir alle Stimme auf Medien mit verschiedenen Zink-

Konzentrationen durchgefiihrt und ist in Abb. 3.16 dargestellt.

Abb. 3.16: Tropftest auf verschiedene Zink-Konzentrationen. Das Medium von Platte A ist
Vollmedium, von B Vollmedium + 1,5 mM Zn** und C Vollmedium +3 mM Zn**. 130
(VMU1)und 131 (VMU1) sind die Elternstimme, 3-1 (VMU1), 3-4 (VMU1), 3-2 (Avmul)
und 3-3 (Avmul) Sporen des Ascus 3. Aufgetropft wurden die Mengen von 107-10% Zellen /
ml (von oben nach unten).
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Auf der Kontrollplatte A wachsen alle Stimme gleich gut, so dass das unterschiedliche
Wachstum auf den beiden anderen Platten auf die hohe Zink-Konzentration im Medium
zuriick zufiihren ist. Die Disruptanten schneiden dabei im Vergleich viel schlechter ab.
Allerdings bestehen zwischen den beiden Disruptanten-Stdmme (3-2 und 3-3) Unterschiede
im Wachstum auf zinkhaltigen Medien. Der Stamm 3-3 wéchst etwas besser als der Stamm
3-2, aber schlechter, als die Wildtyp-Stimme. Auch das Wachstum der Elternstimme (130
und 131) ist unterschiedlich. 130 wéchst besser als 131. Es konnen also generell Unterschiede
in der Resistenz der Stimme existieren, was auch eine Erklarung fiir das intermedidre
Wachstum des Stammes 3-3 wire.

Da die Kolonien eine gelbliche Farbung aufweisen, kann es sein, dass das Zink vielleicht in
die Vakuole eingelagert wird und sich die Zelle vor zu hohen Zink-Konzentrationen schiitzt.
Die Disruptanten zeigen, wenn, nur eine ganz schwache Féarbung. Dieses Ergebnis wurde fiir
alle untersuchten Stimme erhalten. Der his3-Marker korreliert mit einer erhGhten

Zinksensitivitat.

Keine Wirkung konnte auf Platten mit AP, Co?', Fe*', Cd**, Mn*", Cu®" und Ni*" beobachtet
werden. Es waren keine gro3en Unterschiede zwischen Wildtyp- und Disruptanten —Stimmen
zusehen; eine Korrelation zwischen dem his3-Marker und dem jeweiligen Metall ist

auszuschlief3en.

Auch der Zink-Phanotyp wurde in fliissigem Medium iiberpriift. Zu diesem Zwecke wurden
die Kulturen in einer 20 ml YE-VK angezogen, in einer ersten 200 ml YE-HK fiir 24 h bei
28°C unter Schiitteln inkubiert und anschlieBend in EMM-Medium mit 2 mM Zink und in
EMM-Medium ohne Zink {iberfiihrt. Zu den in Abb. 3.17 beschriebenen Zeitpunkten wurden

Proben gezogen und fiir die Trockengewichtsbestimmung verwendet.
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Abb.3.17: Wachstumsversuche mit A) EMM-Medium + Adenin + Histidin + Leucin + Uracil
+ 2 mM Zink, B) ohne Zink und C) normale Zinkkonzentration (siche EMM-Medium Punkt
2.1.7). Die blauen Kurven entsprechen dem Elternstamm 131, die griinen 13-1 (VMUI) und
die roten 13-2 (Avmul). Aufgetragen ist jeweils das Trockengewicht gegen die Zeit. Die

Zellen wurden unter Schiitteln bei 28°C inkubiert und die Proben zu den angegebenen
Zeitpunkten entnommen und gemessen.
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Die drei Wachstumskurven in Abb. 3.17 zeigen, dass das Wuchsverhalten der drei Staimme
sehr dhnlich ist. In Medium mit 2 mM Zink (Abb. 3.17 A) ist nur ein leichter Anstieg zu
erkennen. In Abb. 3.17 C) erreichen die Zellen Werte von 3,5 g/l. In 2 mM Zink wird gerade
mal ein Trockengewicht von 0,6 g/l nach 24h erreicht, fiinf mal weniger als in Medium mit
fiir S. pombe akzeptabler Zink-Konzentration (siche Abb. 3.17 C). Das schlechte Wachstum
durch zu hohe Zinkkonzentration kann daher kommen, dass das Kation an falsche
Bindestellen von Proteinen und Cofaktoren bindet und somit Struktur und Funktion stark

beeintrichtigt.

Besser wuchsen die Stimme in Medium ohne Zink. Dort wurden immerhin Trockengewichte
von 0,9 g/l gemessen. Dies ist gegeniiber den Zellmengen, welche in normalem zinkhaltigen
Medium geerntet werden immer noch dreimal schlechter. Dass die Kulturen in Medium ohne
Zink besser wachsen als in Medium mit 2 mM Zink, kann daran liegen, dass bei Zinkmangel
das gespeicherte Zink aus der Vakuole ins Zytosol transportiert wird und so der Zelle Zink
zur Verfiligung steht. Allerdings ist die lag-Phase sehr lang (4 h), was zeigt, dass sich die

Zellen auf die schlechten Konditionen einstellen mussten.

3.6 013779 sorgt wahrscheinlich fir die Bereitstellung von Magnesium
aus der Vakuole

Um zu iiberpriifen, woran das schlechte Wachstum der Disruptante unter Magnesium-
Mangelbedingungen lag, wurden Proben fiir die Atom Absorptionsspektroskopie (AAS) tiber

einen Zeitraum von 24h, entnommen.
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Abb. 3.18: AAS-Messung unter Magnesium-Mangelbedingungen. In blau sind die
Messergebnisse fiir den Elternstamm 131, in rot fiir 13-2 (Avmul) und in griin fiir 13-1
(VMU1) dargestellt. Abgebildet ist der Mittelwert der Magnesiumkonzentration/
Trockengewicht gegen die Zeit. n =3

In Abb. 3.18 ist die AAS-Messung aus Proben, die aus EMM-Medium + Adenin + Histidin +
Leucin + Uracil ohne Magnesium entnommen wurden, abgebildet. Die Ergebnisse der
Messwerte aus den Kulturen der Wildtypstimme, durch blaue und griine Balken
gekennzeichnet, zeigen, dass die intrazellulire Magnesiumkonzentration abnimmt da, das
Trockengewicht zunimmt. Die Ausgangskonzentration des Magnesiums bleibt dabei konstant.
Uber eine Zeitspanne von 24 h nimmt die Konzentration um mehr als 1mg/g Trockengewicht
ab. Da das Medium magnesiumfrei und die Kulturen vor ihrer Uberfiihrung in das
Mangelmedium mit EDTA gewaschen wurden, konnte der Magnesiumverbrauch nur aus
intrazelluldren Ressourcen erfolgen. Die Magnesiumkonzentration von 13-2 (Avmul) nimmt
im Vergleich zu den Wildtyp-Stdmmen viel weniger ab. Nur ca. 0,5 mg Magnesium/g
Trockengewicht werden iiber 24 h umgesetzt.

Zusammen mit den Ergebnissen aus Abb. 3.15 wird deutlich, dass das Protein VMU p kein
Transporter der Plasmamembran, sondern eines intrazelluldiren Kompartiments, wahr-
scheinlich der Vakuole, sein muss. Im umgekehrten Fall wiirde die Disruptante unter
Magnesium-Mangelbedingungen dasselbe Verhalten wie die Wildtypstimme, sowohl bei den
Wachstumsstudien, wie auch den AAS-Messungen, zeigen. Ist gentigend Magnesium im

Medium, verhélt sich die Disruptante wie die Wildtyp-Stamme, was die gleiche intrazelluldre
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Magnesium-Konzentration zum Zeitpunkt 0 h beweist. Wachsen die Zellen in Magnesium-
Mangelmedium ist das Wachstum des Disruptanten-Stammes stark eingeschrankt

(Abb. 3.15 A). Die Wachstumshemmung liegt daran, dass in der Disruptanten-Zelle
gespeichertes Magnesium unter Mangelbedingungen nicht genutzt werden kann (Abb. 3.18).
Nach der Riickiiberfiihrung in magnesiumhaltiges Medium kann auch die Disruptante wieder
ganz normal weiter wachsen (Abb. 3.15 B). Dies beweist, dass Magnesium der limitierende

Faktor im Medium ist.

3.7 Calciummessung in EMM-Medium ohne Magnesium

Die Calciumkonzentration in S. pombe-Zellen, die in Magnesiummangel-Medium wuchsen,
wurden mittels der AAS gemessen, um zu schauen welche moglichen Effekte diese
Konditionen auf die Calciumionen-Homdostase haben. Die Zellen wurden in
EMM-Medium + Adenin + Histidin + Leucin + Uracil und EMM-Medium mit den gleichen
Supplementen + 100 mM Magnesium inkubiert. Nach einem Zeitraum von 24 h wurden die
Proben fiir die AAS-Messung entnommen und die erhaltenen Werte sind in Abb. 3.19
dargestellt.

In EMM-Medium wurde bei allen drei Kulturen eine totale intrazelluldre Calcium-
Konzentration [Ca*']; von ca.1 mg pro g Trockengewicht gemessen. Ebenfalls gleiche
Calcium-Konzentrationen zeigten die verschiedenen Stimme in EMM-Medium mit 100 mM
Magnesium. Diesmal lag die [Ca*"]allerdings deutlich niedriger, bei ca. 0,5 mg pro g
Trockengewicht. Die geringere Ca-Konzentration, die bei Zellen gemessen wurde, die in
Medium mit viel Magnesium wuchsen, kann daran liegen, dass durch die erhohte

extrazellulire Magnesium-Konzentration mehr Magnesium in die Zelle gelangte.
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Abb. 3.19: Ca-Kontrolle der AAS-Messung. Die verschiedenen Ca-Konzentrationen/g
Trockengewicht sind fiir 131 (VMU1), 1 = 13-1 (VMU1) und fiir 2 = 13-2 (Avmul)
dargestellt. Die Zellen wurden in EMM-Medium mit 100 mM Magnesium (blauer Balken)
und in EMM-Medium (pinker Balken) fiir 24 h bei 28°C unter Schiitteln inkubiert. n =3

Nach diesem Ergebnis war es besonders interessant zu liberpriifen, welche Calcium-
Konzentrationen in EMM-Medium ohne Magnesium vorhanden sind. Zu diesem Zwecke
wurde eine AAS durchgefiihrt und die daraus resultierenden Messergebnisse sind in Abb.

3.20 dargestellt.

In Magnesium-Mangelmedium ist nun ein Unterschied zwischen den beiden Wildtyp-
Stimmen und der Disruptanten zu sehen. Uber einen Zeitraum von 6 h nimmt die Calcium-
Konzentration bei alle drei Stimmen zu. Doch nach 6 h zeigen sich deutliche

Konzentrationsunterschiede. Die Calcium-Konzentration (3 mg / g Trockengewicht) in der

Disruptanten ist doppelt so hoch wie in den Wildtyp-Stammen (1,5 mg / g Trockengewicht).

Bei allen Stammen ist die Calcium-Konzentration gegeniiber den gemessenen

Konzentrationen in Medium mit Magnesium erhoht.
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Abb. 3.20: Calcium-Kontrolle der AAS-Messung unter Magnesium-Mangelbedingungen. In
blau sind die Messergebnisse fiir den Elternstamm 131, in rot fiir 13-2 (Avmul) und in griin
fiir 13-1 (VMU1) dargestellt. Abgebildet ist der Mittelwert der Calciumkonzentration/
Trockengewicht gegen die Zeit. Die Proben wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
entnommen und in 6 N HNO; fiir 2 h inkubiert. Die auf 0,5 N HNO; verdiinnten Proben
wurden in der AAS gemessen. n =3

Ein Grund warum wesentlich mehr Calcium bei Disruptanten-Zellen gemessen wurde, konnte
eine erhdhte Expression von Calcium-Transportern sein. Die erhohte Expression kdnnte an

der Disruption des Leserahmens O13779 liegen.

3.8 Kein Unterschied in der intrazelluldren Zink-Konzentration

Die intrazelluldre Zink-Konzentration sollte durch AAS-Messungen bestimmt werden. Dafiir
wurden die verschiedenen Stimme in Medium mit 2 mM Zink angezogen und zu den
gegebenen Zeitpunkten den Schiittelkulturen Proben fiir die Messung entnommen und in der

AAS gemessen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.21 dargestellt.
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Abb. 3.21: Zink-Kontrolle durch AAS-Messung. In blau sind die Messergebnisse fiir den
Elternstamm 131, in griin fir 13-2 (Avmul) und in rot fiir 13-1 (VMU1) dargestellt.
Abgebildet ist der Mittelwert der Magnesiumkonzentration/Trockengewicht gegen die Zeit.
Die Zellen wuchsen in Medium mit 2 mM Zink. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die
Proben entnommen, mit HNOj; aufgearbeitet und gemessen. n = 3

Auch die Ergebnisse der AAS-Messungen sind fiir alle drei Stdmme recht dhnlich (Abb.3.21).
In Medium mit 2 mM Zink wird nach 2 h wird die Hochstkonzentration von ca.
1 mg Zink/g Trockengewicht erreicht. Uber eine Dauer von 24 h treten keine weiteren

Veridnderungen in der intrazelluldren Zink-Konzentration auf.

In Medium ohne Zink wurde eine Zink-Konzentration von 0,4 mg/g Trockengewicht iiber
24 h aufrechterhalten (hier nicht dargestellt). Die Ausgangskonzentration von 0,4 mg Zink/g
Trockengewicht wird in YE-Medium erreicht, da fiir die verschiedenen zinkhaltigen

Hauptkulturen eine 200 ml YE-VK verwendet wurde.

3.9 Vergleich zwischen S. pombe VMU1p und S. cerevisiae ALR2p

Untersuchungen auf Magnesiumabhéngigkeit bei ALR1- und ALR2-Mutanten von
S. cerevisiae wurden schon durchgefiihrt (Graschopf et al., 2001). Uber die Zinktoleranz von
ALRI1p und ALR2p ist bekannt, dass bei einer Uberexpression der Gene die Zellen eine

erhohte Sensitivitdt aufwiesen, wohingegen Mutationen die Resistenz forderten
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(MacDiarmid und Gardner, 1998). Die Abbildung in der Verdffentlichung von MacDiarmid

und Gardner (1998), zeigt aber nur die Untersuchung von verschiedenen Metallen bei

Uberexpression der Gene. Da in der Literatur keine weiteren Daten gefunden wurden, wurde

ein Versuch iiber die Zinktoleranz bei der S. cerevisiae Mutante ALR2A durchgefiihrt (siche

Abb. 3.22).

S.cerevisiae
Kontrolle
ALR2delta
S.cerevisiae
10 mM Zn
ALR2delta
S.cerevisiae
15 mM Zn
ALR2delta

Abb. 3.22: Kein Unterschied bei hohen Zinkkonzentrationen ist zwischen der S. cerevisiae

Mutante ALR2A und dem Wildtyp-Stamm zu beobachten. Die Zinktoleranz wurde nach fiinf
Tagen auf VM, VM + 10mM und + 15mM Zink untersucht. Aufgetropft wurden die Mengen

von 10’-107 Zellen / ml (von links nach rechts).
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Auf allen drei Platten ist das gleiche Wachstum zwischen dem S. cerevisiae-Wildtyp und der
Mutante ALR2A zu beobachten. Bei einer Konzentration von 10 mM Zink im Medium fangen
die Kolonien langsam an kleiner zu werden, bis bei 15 mM nur noch eingeschrinktes
Wachstum zu beobachten ist. Dieses Ergebnis erstaunt, da ALR2p ein Protein fiir die
Magnesiumaufnahme in die Zelle ist. Zudem transportiert es verschiedene divalente Kationen
(MacDiarmid und Gardner, 1998). Da bei einer Uberexpression des ALR2-Gens eine erhdhte
Zinksensitivitét auftritt (MacDiarmid und Gardner, 1998), sollte bei einer Mutation eigentlich
eine erhohte Resistenz gegen Zink beobachtet werden konnen, da die Schwermetall-

Aufnahme in die Zelle erschwert ist.

Abb. 3.23 zeigt den Vergleich zwischen ALR2A und den S. pombe—Stamme 131 (VMU1),
13-1 (VMU1) und 13-2 (Avmul).

ALR2A ist mit Abstand am Zink-Resistentesten, wobei dieser Stamm schon auf der Kontroll-
Platte dickere Kolonien bildete als die S. pombe-Stimme. Die Kolonien werden iiber die
hoheren Zink-Konzentrationen im Medium kleiner, aber selbst bei 10 mM wéchst ALR2A
noch in jeder Verdiinnung. Im Allgemeinen sind die S. pombe-Stamme wesentlich sensitiver
auf Medien mit hohen Zinkkonzentrationen als die S. cerevisiae-Stimme. Die Disruptante
13-2 vertrdgt Zink am schlechtesten, zeigt schon eingeschrianktes Wachstum bei 1mM und
stellt dieses komplett bei 3 mM ein. 131 (VMU1) und 13-1 (VMU1) konnen, allerdings mit
eingeschrinktem Wachstum, 3 mM Zink im Medium tolerieren. Dieses Ergebnis zeigt, dass
ein groBer Unterschied in der Zink-Toleranz zwischen den beiden Arten besteht. Dieser

Unterschied konnte an einer unterschiedlichen Lokalisation der beiden Proteine liegen.
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ALR2delta
131 ® & &F 4
13-4
13-2 (S
VM +1mM Zn

m ALR2delta

O il 131

0 e J . . 13-4

e T 13-2

VM + 3mM Zn VM + 10mM Zn

Abb. 3.23: Vergleich der Zinktoleranz zwischen ALR2A aus S. cerevisiae und den S. pombe
Elternstamm 131 (VMU1), 13-1 (VMUI1) und 13-2 (Avmul). Die Zellen wurden in einer
Reihenverdiinnung von 10’-10% Zellen/ml (von links nach rechts) aufgetropft und nach fiinf
Tagen Inkubation bei 28°C untersucht.

Die verschiedenen S. pombe-Stimme verhalten sich bei hohen Zinkkonzentrationen im
Medium unterschiedlich, wohingegen die S. cerevisiae-Stdmme ein gleiches
Wachstumsverhalten zeigen. Das Unterschiede in der Toleranz fiir Schwermetalle zwischen
dem Transportprotein VMU p aus S. pombe und ALR2p aus S. cerevisiae bestehen, war die
Idee fiir diesen Versuch. Die Lokalisation von ALR2p in der Plasmamembran ist bewiesen
(Graschopf et al., 2001). Der Unterschied zwischen VMU 1p und ALR 1p zeigt, dass es sich

bei VMU p nicht um ein Protein der Plasmamembran handelt.
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3.10 Komplementation des Leserahmens O13779

Um zu iiberpriifen, ob der Phinotyp der Disruptanten wirklich auf die Zerstorung des
Leserahmens durch den Austausch der his3-Kassette beruhte, musste eine Komplementation
durchgefiihrt werden. Der Leserahmen O13779 sollte in den Shuttle-Vektor pTG9 kloniert
und dann in einen Stamm mit disruptierten Leserahmen transformiert werden. Der Vektor
pTGY hatte den Vorteil, dass er zusétzlich die GFP-Sequenz (Sequenz des Griin-
Fluoreszierenden Proteins) trigt, welches fiir die Lokalisation des Proteins VMU 1p wichtig
ist. Dazu wurde das Gen an je einem Ende mit einer ECORI- und einer Sacl-
Restriktionsschnittstelle, durch eine PCR mit den Primern O13779-GFP-for und O13779-
GFP-rev, versehen. Das Amplifikations-Produkt wurde dann mit dem ebenfalls EcCORI/Sacl
restringierten pTG9-Vektor ligiert und in den E. coli-Stamm DHS5a transformiert. Der Vektor
pTG9/013779 ist in Abb. 3.24 dargestellt. Nachdem die Plasmid-DNA isoliert und
sequenziert war, wurde das Konstrukt in verschiedene Disruptanten transformiert und auf

EMM-Medium ohne Uracil selektiert.

' GFP/ 013779

TL29

pTGY/
013779 Prom

8300 bp

ARS

Abb. 3.24: Der Vektor pTG9/013779. Der Leserahmen des Fusionsproteins GFP/O13779 ist
mit einem Pfeil gekennzeichnet. Davor sitzt ein nmt1-Promotor und dahinter ein TL29
Terminator. Markersequenzen sind fiir E. coli amp® in der pUC19-Sequenz und Ura4 fiir

S. pombe.
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Das Fusionsprotein besteht aus dem Leserahmen O13779, welcher N-terminal vor das GFP
kloniert wurde. Das Fusionsprotein ist fiir die spéter im Ergebnisteil aufgefiihrte
Lokalisationsstudien wichtig.

Die resultierenden Transformanten wurden auf Selektionsmedium angezogen und dann auf
ihren Phinotypen durch Tropftests untersucht. Dafiir wurde ein Stamm mit komplementierten
Leserahmen, 13-2:pTG9, 13-2 (Avmul) und 13-1 (VMU1) in Flissigkultur angezogen und
bis zur spiaten log-Phase wachsen gelassen. Dann wurden alle Stimme in einer
Reihenverdiinnung auf Medien mit verschiedenen Magnesiumkonzentrationen aufgetropft

und 5 Tage bei 28°C inkubiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.25 dargestellt.

Auf der Kontrollplatte, EMM-Medium, wachsen alle Stimme gleich gut. Auf den
Magnesium-Mangelmedien wichst die Disruptante schlechter als die beiden anderen Stamme.
Dies zeigt, dass die Komplementation in dem Stamm 13-2 (Avmul) funktioniert hat und der

Wildtyp-Leserahmen wieder hergestellt ist.
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Abb.3.25: Komplementationsversuch der Disruptanten 13-2 (Avmul). In jedem Bild von
oben nach unten sind der Stamm mit komplementierten Leserahmen, 13-2:pTG9, die
Disruptante 13-2 (Avmul) und der Wildtyp-Stamm 13-1 (VMU1) zu sehen. Aufgetropft
wurde in Reihenverdiinnung auf normalem EMM-Medium, EMM+100 pM Mg und +40 pM
Mg*". Aufgetropft wurden die Mengen von 107-10* Zellen / ml (von links nach rechts).

Das Ergebnis der Kontrolle der Zinkphénotypen ist in Abb. 3.26 abgebildet. Hier wurde mit
den gleichen Stimmen wie in Abb. 3.25 gearbeitet und auch der Versuchsablauf war der
gleiche, nur das in diesem Fall Platten mit verschiedenen Zinkkonzentrationen verwendet

wurden.
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Abb.3.26: Komplementationsversuch der Disruptanten 13-2, Zinkkontrolle. In allen drei
Bildern sind von oben nach unten die Stimme 13-2:pTG9, 13-2 und 13-1 abgebildet. A zeigt
die Reihenverdiinnung auf VM, B auf VM + 1 mM Zn?** und C auf VM + 3 mM Zn*".
Aufgetropft wurden die Mengen von 10’-10% Zellen / ml (von links nach rechts).

Auf der Kontrollplatte (A) wachsen alle Stimme gleich gut. Ein schlechteres Wachstum von
13-2 (Avmul) wurde auf den zinkhaltigen Medien beobachtet. Dieses Ergebnis bestétigt das
des Magnesium-Mangeltests. Der Stamm mit komplementierten Leserahmen zeigt in beiden

Tests den gleichen Phéinotyp, wie der Wildtyp. Dies bedeutet, dass die Komplementation
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erfolgreich verlaufen ist und der Wildtyp-Leserahmen wieder hergestellt wurde. Weiter zeigt
es, dass der verdnderte Phénotyp der Disruptanten wirklich auf die Zerstérung des
Leserahmens zuriickzufiihren ist, da mit seiner Komplementation der Ausgangszustand

wieder hergestellt werden kann.

Die Komplementation musste mit Hilfe des Plasmidverlusttest {iberpriift werden. Dafiir
wurde, wie unter Punkt 2.2.8 beschrieben, gearbeitet. Nach mehrmaligem Uberimpfen in
Vollmedium zum Verlust des Plasmids wurden einzelne Kolonien auf VM und auf

Selektionsmedium (EMM ohne Uracil) aufgestempelt (siche Abb. 3.27).

Abb.3.27: Plasmidverlusttest. Platte A ist die Kontrolle, EMM-Medium mit allen
Supplementen, und Platte B zeigt den Plasmidverlust auf EMM ohne Uracil. Mit einem
Stempel wurden Zellen aus einer Zellsuspension auf die beiden Platten transferiert.

Zellen die aus einer Kolonie stammten wurden auf die gleiche Position der beiden Platten
gestempelt. Von beiden Platten wurde Zell-Material fiir den Tropftest abgenommen. Von
Platte B wurden die Kolonien die dort und von Platte A, die, die nicht auf Platte B wuchsen,
abgeimpft und auf entsprechendem Medium ausgestrichen. Die Zellen, die von Platte B
stammten wurden auf Selektionsmedium (EMM ohne Uracil) ausplattiert, da sie das Plasmid
nicht verloren hatten. Sie sollten den Wildtyp-Leserahmen besitzen und werden im Folgenden
Komp" genannt. Die Zellen von Platte A, welche nicht mehr auf Platte B wuchsen, wurden
auf Vollmedium ausgestrichen und sollten das Plasmid verloren haben. Sie besitzen nun
wieder den disruptierten Leserahmen O13779 und werden Komp™ genannt. Je 10 verschiedene

Kolonien von Komp' und Komp™ wurden ausplattiert und, nachdem sie gewachsen waren, fiir
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eine Untersuchung auf Magnesium-Sensitivitdt angeimpft. Abb. 3.28 zeigt die Ergebnisse aus

diesem Test.

Abb. 3.28: Der Phinotyp nach dem Plasmidverlusttest wird tiberpriift. Auf jeder Platte von
oben nach untern sind die Stimme wie folgt angeordnet: 131 (Elternstamm), 13-1 (VMU1),
Komp (Avmul), 13-2 (Avmul), Komp’ (VMU1) und 13-2:pTG9 (VMUI1). Auf Platte A
wachsen die Zellen auf EMM, auf B auf EMM ohne Uracil und auf C auf EMM +100 uM
Magnesium. Aufgetropft wurden die Mengen von 107-10% Zellen / ml (von rechts nach links).

Die Staimme 13-2:pTG9 und Komp " besitzen beide den Vektor pTG9 und somit, durch den
Ura4-Marker, die Fahigkeit auf Medium ohne Uracil zu wachsen. Wie Abb.3.28 B zeigt
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wachsen diese beiden Stimme. Alle anderen besitzen Vektor und Marker nicht und kdnnen
somit nicht auf Medium ohne Uracil wachsen. Auf Magnesium-Mangelmedium (Platte C)
sollten alle Stamme, die den Wildtyp-Leserahmen besitzen gut wachsen. Dies sind die
Stamme, 131, 13-1, Komp" und 13-2:pTG9 welche alle besser wachsen, als 13-2 und Komp’,
die den disruptierten Leserahmen aufweisen. Dieses Ergebnis wurde fiir alle Komp und

Komp™ Stamme erzielt und zeigt, dass der Plasmidverlusttest funktioniert hat.

Um sicher zu gehen, dass die Komplementation mit dem Plasmid pTG9/013779 auf der
Wiederherstellung des intakten Wildtypleserahmens des orfs O13779 und nicht auf der
Transformation mit dem Vektor beruht, wurde eine weitere Transformation mit pTG9 ohne

013779 durchgefiihrt. Die Transformanten wurde im Tropftest liberpriift (Abb. 3.29).

ADbDb.3.29: Plasmidverlusttest mit leerem Vektor. Die Platte aus Bild A entspricht
Vollmedium, aus B EMM ohne Uracil und aus C EMM + 100 pM Mg”". Die Stimme von
oben nach unten: 13-2/pTG9013779, 13-2/pTGY, 13-2 und D18h". Aufgetropft wurden die
Mengen von 107-10% Zellen / ml (von rechts nach links).
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Zum Vergleich mit 13-2/pTG9 wurden der Wildtyp D18h’, 13-2 (Avmul) und der Stamm
13-2/pTG9013779 aus der Komplementation mit aufgetragen. Der leere Vektor pTG9 sollte
bei seiner Transformation in die Disruptante keinerlei Verdnderungen, au3er dem Ura4-
Marker, hervorrufen. Dieses Ergebnis ist in Abb. 3.29 dargestellt. Hier sicht man, dass auf der
EMM-Mediumplatte ohne Uracil (Bild B) der Stamm 13-2/pTG9, wie auch
13-2/pTG9013779, gewachsen ist. D18h” und 13-2 besitzen beide nicht das Plasmid pTG9
oder pTG9/013779, und somit auch nicht den Ura4-Marker. Aus diesem Grund sind beide
Stimme nicht auf EMM ohne Uracil gewachsen. Auf der Magnesium-Mangel-Platte (Bild C)
ist das Wachstum von 13-2/pTG9 ebenso gering, wie das von 13-2 (Avmul), und schlechter,
als das der beiden Stimme mit Wildtyp-Leserahmen. Das Ergebnis zeigt deutlich, dass das
Plasmid pTGY keinen Einfluss auf den komplementierten Phénotyp besitzt.

3.11 VMU1p wird unter verschiedenen Magnesium-Konzentrationen im
Medium exprimiert

Um zu iiberpriifen, ob VMU 1p unter bestimmten Bedingungen, Magnesium betreffend, nicht
exprimiert wird, wurde eine RNA-Isolation und anschlieBend eine Reverse Transkriptase-
PCR durchgefiihrt. Dafiir wurde der Wildtyp-Stamm13-1 in 20 ml YE-VK angezogen, in
100 ml YE und nach 24 h in EMM-Medium, EMM-Medium ohne Magnesium und EMM-
Medium mit 100 mM Magnesium {iberfiihrt. Die Kulturen wurden jeweils bei 28°C unter
Schiitteln inkubiert. Aus einer Zellmenge von 10°* Zellen/ml wurde die RNA mit dem High
Pure RNA-Isolation Kit (Roche, Mannheim) isoliert. Nach dem DNase-Verdau wurde die
cDNA-Synthese mit der M-MuLV Reverse Transkriptase (Promega) durchgefiihrt. 3 ul der
cDNA wurde dann durch die PCR mit den Primern RT-O13-1for und RT-O13-2rev
kontrolliert (siche Abb. 3.30).
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Abb 3.30: Expression von vmul unter verschiedenen Magnesium-Konzentrationen. Die
Kulturen wurden in EMM-Medium + 100 mM Magnesium (Spuren 2 und 8), EMM-Medium
(Spuren 4 und 10) und EMM-Medium ohne Magnesium (Spuren 6 und 12) inkubiert, die
RNA isoliert und ein Teil mit 0,1u DNase (Spuren 2, 4 und 6) und der andere mit 1u DNase
(Spuren 8, 10 und 12) verdaut. Die Erststrangsynthese erfolgte mit der M-MuLV Reverse
Transkriptase (Promega), wobei Proben mit dem Enzym (Spuren 2, 4, 6, 8, 10 und 12) und
ohne Enzym (Spuren 3, 5,7, 9, 11 und 13) behandelt wurden. In Spur 1 ist der A-Marker
EcoRI/HindIII geschnitten aufgetragen und eine Wasserkontrolle unter gleichen Konditionen,
wie die Proben behandelt mit Enzym (Spur 14) und ohne Enzym (Spur 15).

In Abb. 3.30 sieht man in Spur 2, 4 und 6 eine Bande bei 360 bp. Dies entspricht dem
Fragment, das man mit dem Primerpaar RT-O13-1for und RT-O13-2rev erwartet. Da in den
Kontrollen ohne Reverse Transkriptase (Spuren 3, 5,7, 9, 11 und 13) keine Bande zu sehen
ist, ist eine Kontamination durch DNA auszuschlieBen. Damit ist bewiesen, dass unter allen
drei Kulturbedingungen, viel Magnesium, normale Magnesium-Konzentration und kein

Magnesium, vmul exprimiert wird. In der Sanger-Datenbank (http://www.sanger.ac.uk.) sind

RNA-Expressions-Kontrollen von vmul unter anderen Stressbedingungen aufgefiihrt, welche
dieses Ergebnis bestdtigen. Auch unter H,O,-, Cadmium-, Sorbit- und MMS-Inkubation wird
vmul unverdndert exprimiert. Lediglich bei Hitzeeinwirkung ist die Expression von vmul

etwas abgesenkt.
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3.12 Visualisierung der Lokalisation des Magnesiums innerhalb der Zelle

Eine 20 ml YE-Vorkultur wurde bis zur Sattigung wachsen gelassen. Daraus wurde eine

200 ml EMM + 100 mM Magnesium Hauptkultur mit 2 % angeimpft und fiir 24 h inkubiert.
AnschlieBend wurde die Kultur gewaschen und danach ein Teil davon erneut in EMM +

100 mM Magnesium, der andere in EMM ohne Magnesium iiberfiihrt und UN inkubiert.
Nach erneutem Waschen erfolgte die Firbung mit dem Farbstoff, Magnesium Green™™
(Molecular probes). Dieser wurde nach Herstellerangaben verwendet und SmM in DMSO
gelost eingesetzt. Die entsprechende Menge wurde zu den einzelnen Proben pipettiert und fiir
4 h im Dunkeln bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben drei x mit bidestiliertem
H,0 gewaschen und unter dem konfokalen Lasermikroskop TCS-SP der Firma Leica
(Heidelberg) bei der Wellenldnge 506 nm analysiert. Mit diesem Farbstoff kann man intra-

zelluldres Magnesium anfarben und somit nachweisen.
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Abb. 3.31: Firbung mit Magnesium Green . Der konfokale Teil: Zellen der Disruptanten
13-2 nach einer Inkubation von 24 h bei 28°C in EMM + 200 uM Mg2+ (A) und in EMM
ohne Mg”™ (C). Zellen des Wildtyps 13-1 in EMM + 200 pM Mg*" (E) und in EMM ohne
Mg** (G). In der rechten Spalte sind die Transmissionsaufnahmen zu sehen: Zellen der
Disruptanten 13-2 nach einer Inkubation von 24h bei 28°C in EMM + 200 uM Mg2+ (B) und

in EMM ohne Mg*" (D). Zellen des Wildtyps 13-1 in EMM + 200 uM Mg”" (F) und in EMM
ohne Mg2+ (H).
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In Abb.3.31 sind die Aufnahmen nach der Magnesium-Farbung unter dem konfokalen
Mikroskop dargestellt. Bild A und E zeigen Aufnahmen die nach ca. 24 h Inkubation mit

100 mM Magnesium entstanden sind. Die Bilder sehen recht dhnlich aus. Die Zellen haben
Magnesium aufgenommen und in der Vakuole abgespeichert. Da S. pombe viele kleine
Vakuolen bildet und verschiedene Arbeiten auf die Speicherung von Magnesium in der
Vakuole hinweisen (Beeler et al., 1997; Zhang et al., 1997), handelt es sich bei den
leuchtenden Kompartimenten sehr wahrscheinlich um Vakuolen. Vergleicht man nun Bild C
und G miteinander, stellt man fest, dass die Zelle in C intensiver leuchtet, als die in G. In
beiden Fillen wurden die Kulturen fiir 24 h in Magnesium-Mangelmedium angezogen,
nachdem sie vorher fiir 24 h ausreichend Magnesium bekommen haben. Es scheint aber so,
als hatte der Wildtyp 13-1 (Bild G) seine Vorrite verbraucht, wihrend die Disruptante 13-2
(Bild C) ihre Speicher nicht leeren konnte. Dieses Ergebnis im Vergleich mit den Wachstums-
und AAS-Studien zeigen jeweils das gleiche Bild; die Disruptante kann in Vakuolen
gespeichertes Magnesium nicht mehr nutzen. Mit der Zerstérung des Leserahmens O13779
scheint ein Transportweg fiir Magnesium aus der Vakuole ins Zytosol eliminiert worden zu
sein. Die Zelle kann bei extrazelluldrem Magnesium-Mangel das intrazelluldre Gleichgewicht

nicht mehr durch ihre Speicher ausgleichen.

3.13 Lokalisationsstudien

Eine Moglichkeit der Proteinlokalisation ist der Einsatz von GFP (Green fluorescent protein)
aus Aequorea victoria als Biosensor. Dafiir wird ein Fusionsprotein aus dem zu lokali-
sierenden Protein und dem GFP gebildet und in den entsprechenden Organismus trans-
formiert. Stimme die das GFP-Fusionsprotein exprimieren, konnen auf verschiedenen Wegen
konstruiert werden. Eine Moglichkeit besteht darin, den entsprechenden Hefestamm mit
einem muli-copy-Plasmid, welches das GFP-Fusionsprotein kodiert zu transformieren. In
dieser Arbeit wurde das Plasmid pTG9 verwendet. Dieses Plasmid wurde schon weiter vorne,
im Rahmen der Komplementaionsstudien, vorgestellt (Abb. 3.24). Vor das GFP-Protein
wurde der Leserahmen O13779 kloniert und zusammen bilden sie das Fusionsprotein
GFP/O13779, welches im Vektor pTG9/013779 inseriert. Dieses Konstrukt wurde in die
Disruptante 13-2 transformiert, der Phanotyp der resultierenden Transformanten durch Tropf-

tests untersucht und ein Plamidverlusttest durchgefiihrt (siehe 3.10 Komplementations-

90



FErgebnisse

studien). Verschiedene Transformanten wurden unter dem Fluoresenzmikroskop untersucht

(Abb.3.32).

In Abb. 3.32 sieht man die Fluoressenzaufnahme von Zellen, die das GFP-Gen besitzen. Das
GFP kann durch Licht der Wellenldnge 488 nm angeregt werden, was im Bild als griine
Reflektion erscheint. In den Zellen in Abb. 3.32 werden verschieden grof3e, griine, runde
Strukturen in der Fluoreszenz angeregt. Dabei konnte es sich um die Vakuolen handeln.

Dies muss durch eine Kolokalisation belegt werden.

Abb. 3.32: Fluoresenzmikroskopie des Stammes 13-2/pTG9013779. Die Aufnahmen wurden
mit dem Laser Scanning Mikroskop LSM 410 (Zeiss, Deutschland) gemacht. Die
Anregungswellenldnge fiir das verwendete GFP betrug 488 nm und wurde mit einem
Krypton-Argon-Laser FT488/543 erzeugt. Das emittierte Licht wurde mit einem
Breitbandfilter BP510-525 nm detektiert, welcher spezifisch die GFP-abhingige Fluoreszenz
durchlisst. (100 x 1,4 Olobjektiv)

Um auszuschlieBen, dass es sich bei dem runden Kompartiment um den Zellkern handelt
wurde als erstes eine DAPI-Farbung durchgefiihrt (sieche Abb. 3.33). Mit Hilfe eines UV-
Lasers wurde bei 364 nm der Farbstoff DAPI angeregt und seine Fluoreszenz mit Hilfe eines

BP450-490 nm Filter analysiert. Fiir diese Untersuchung wurde der betreffende Hefestamm in
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EMM-Medium bis zu einer ODsgs = 1 kultiviert und anschlieend durch Zentrifugation vom
Medium getrennt und zum Mikroskopieren eingesetzt. Zur Farbung der Zellkerne wurden die
Zellen mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol), nach der von Shaw et al. (1997)
beschriebenen Methode, gefarbt.

Vergleicht man die beiden Bilder miteinander, wird deutlich, dass die durch GFP angeregte
Region eine andere ist, als die, durch den UV-Laser angeregte DAPI-Féarbung. Das Protein
VMU p ist nicht im Zellkern lokalisiert.

Abb.3.33: Kolokalisationsversuch durch DAPI-Farbung des Stammes 13-2/pTG9013779. In
Bild A ist die Anregung der DAPI-Férbung in den Zellen durch einen UV-Laser bei 364nm
und in B die Fluoreszenz mit Hilfe eines BP450-490 nm Filters. (100 x 1,4 Olobjektiv)

Als nichstes sollten die Vakuolen untersucht werden. Die Zellen wurden mit FM4-64
(Molecular Probes/USA), einem spezillen Farbstoff fiir Vakuolenmembranen von Hefezellen,
gefarbt. Um die Rotfluoreszenz des Vakuolen-Farbstoffs zu zeigen, wurde ebenfalls bei 488
nm angeregt, das emittierte Licht diesmal aber durch einen BP575-640 nm Filter geleitet. Die

zur Farbung eingesetzten Zellen wurden bei 3500 U/min zentrifugiert und fiir 30 min bei
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30°C mit dem Farbstoff inkubiert. Danach wurde wieder zentrifugiert, 2 x mit frischem
EMM-Medium gewaschen und fiir weitere 30 min bei 30°C inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt bei 3500 U/min wurden die Zellen in frisches Medium resuspendiert

und fiir die Mikroskopie verwendet.

Abb. 3.34: Farbung der Vakuolen mit FM4-64. Zellen des Stammes 13-2/pTG9013779
wurden mit dem Laser Scanning Mikroskop LSM 410 (Zeiss, Deutschland) durch
verschiedene Filter photographiert. In Bild A sind die Zellen in der Transmissionsaufnahme,
in Bild B wurde das GFP mit der Wellenldnge 488 nm angeregt und mit dem Breitbandfilter
BP510-525 nm detektiert, in Bild C wurde mit der gleichen Wellenldnge angeregt und das
Licht durch den BP575-640 nm Filter geleitet und in Bild D wurden die Bilder B und C
iibereinander gelegt. (100 x 1,4 Olobjektiv)

Die Kolokalisation der GFP-Fluoreszenz mit dem Vakuolenfarbstoff FM4-64 wird in
Abb. 3.34 deutlich. Allerdings sieht man in Bild C, dass neben der stark rot leuchtenden

Struktur, die mit der GFP-Fluoreszenz libereinstimmt, im Hintergrund etwas weniger stark ein
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feines Netz von ,,Kreisen* angeregt wird. Die Anregung des GFPs beschriankt sich nur auf
zwei runde Strukturen pro Zelle. Der Farbstoff FM4-64 farbt die Vakuolenmembranen in

S. pombe an (Vida und Emr, 1995). Die Farbung der gesamten Vakuole konnte daher
kommen, dass der Vakuolenfarbstoff aus den Zellen nicht geniigend entfarbt wurde, oder von
den Vakuolen abgebaut und in diese eingelagert wurde. Gleiches kann auch fiir die mit GFP
angeregten Strukturen gelten. Auch sieht man durch diese Art von Mikroskopie auf die Zellen
darauf. Stark leuchtende Vakuolenmembranen konnen so den Eindruck erwecken, als wiirde
die gesamte Vakuole leuchten. Selbst wenn es sich hier nicht um die Membranen der

Vakuolen handelt, so doch auf jeden Fall um das Vakuolenlumen.

In Abb. 3.35 ist eine Zusammenstellung von Bildern aus unterschiedlichen Versuchen
dargestellt, welche die Annahme, dass VMU p in der Vakuolenmembran lokalisiert ist,
unterstiitzen sollen. Bild A zeigt die Farbung des intrazelluldren Magnesiums der
Disruptanten 13-2. Dieses Bild stammt aus dem Versuch zur Lokalisation von Magnesium in
der Zelle, der in Abschnitt 3.12 besprochen wurde. Es zeigt, dass Magnesium intrazellular in
den Vakuolen lokalisiert ist.

Von S. pombe ist bekannt, dass die Hefe viele kleine Vakuolen bildet, was in Abb. 3.35 D, E
und F dargestellt ist. In Bild D und F wurde die Vakuolenmembran mit dem Farbstoff FM4-
64 angefdrbt. Sehr schon sind die vielen kleinen Vakuolen zu sehen. In Bild E (Aufnahme
von Dr. Martin Zimmermann) sieht man D18h" Zellen, die mit einem GFP-
Glutathionsynthetase-Fusionsprotein transformiert wurden. Die Glutathionsynthetase (GSH)
ist ein zytoplasmatisches Protein und befindet sich nicht in den Vakuolen. Auch hier sieht
man sehr schon die Struktur der Vakuolen, die als ,,Locher* im sonst griin fluoreszierenden
Zytoplasma erscheinen.

In Bild B sind Zellen mit dem GFP-VMU1 Fusionsprotein unter Fluoreszenz dargestellt.
Vergleicht man A und B miteinander, sicht man, dass beide eine recht dhnliche Struktur
aufweisen. Bild C zeigt erneut Zellen mit dem Fusionsprotein zu einem spéateren Zeitpunkt,
aber unter gleichen Bedingungen aufgenommen. Diesmal sind mehrere kleine anstatt wenige
groBBe Strukturen zu sehen. Vergleicht man Bild C mit D, E und F, kdnnten die runden
Strukturen aus C wie ein Puzzle in die ,,Locher* aus D, E und F passen. Dies ist auch in Bild
D zu sehen. Dort ist eine Zelle des Stammes 13-2/pTG9013779, die mit der Wellenlédnge 488
nm angeregt und durch die Breitbandfilter BP510-525 nm und BP575-640 nm photographiert
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und tlibereinander gelegt wurden zu erkennen. Das griine Rund passt genau in die Liicke des
roten Rasens. Auch ist in diesem Bild recht gut zu sehen, dass nicht die ganze Struktur
gleichmiBig griin gefarbt ist, sondern an den Réndern etwas stirker. Dies konnte ein Indiz

dafiir sein, dass es sich bei VMU 1p wirklich um ein Membranprotein handelt.
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Abb. 3.35: Vergleich zwischen verschiedenen Farbungen. Bild A zeigt die konfokale
Aufnahme der Disruptanten 13-2 nach Firbung mit Magnesium Green™. Bild B und C zwei
verschiedene Aufnahmen des Stammes 13-2/pTG9013779 mit dem Laser Scanning
Mikroskop LSM 410 unter Anregung von GFP. Fiir Bild D und F wurde der gleiche Stamm
und das gleiche Mikroskop verwendet, nur das die Zellen mit dem Farbstoff FM4-64
angefirbt wurden. In Bild D sieht man die Uberlagerung der GFP-Anregung der FM4-64
gefarbten Zellen. Das Bild E wurde von Dr. Martin Zimmermann aufgenommen und dieser
Arbeit zum Vergleich freundlichst zur Verfligung gestellt. Unter Fluoreszenz wurden Zellen
des Stammes D18h-::GSH-GFP photographiert. (100 x 1,4 Olobjektiv)

Die Abb. 3.35 ldsst vermuten, das VMU p ein Protein der Vakuolenmembran ist. Um dieses

Ergebnis eindeutig zu belegen, wurden weitere Transformationen durchgefiihrt. Diesmal
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erfolgte eine integrative Transformation in den Wildtyp 13-3. Erik Noetzel sollte im Rahmen
seines Forschungspraktikums den Stamm 13-3 mit dem Vektor pFA6a-(GFPS65T)-kanMX6
(Wach et al., 1997) transformieren. Neben dem Kan-Modul lag das Gen des griinen
fluoreszierenden Proteins (GFP) mit einer Punktmutation in Position 65 (S65T) im Vektor
vor. Ein nahtloser Ubergang zwischen dem GFP und 013779 sollte eine genaue Lokalisation
in der Zelle gewihrleisten. Dabei sollte der Leserahmen C-terminal, nach der Methode von
Bihler et al. (1998), vor das GFP-Protein kloniert werden. Leider fiihrten diese Bemithungen
nicht zum Ziel. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen, die Erik Noetzel anfertigte
sahen denen mit dem Stamm 13-2/pTG9013779 recht dhnlich. Nur lie3 die Fluoreszenz
innerhalb sehr kurzer Zeit stark nach. Auch erhielt er in der PCR-Kontrolle negative

Ergebnisse und konnte das Insert mit dem GFP-Fusionsprotein nicht nachweisen.

Einen weiteren Versuch startete der Forschungspraktikant Fabian Seyfried in seiner Arbeit. Er
setzte den Vektor pFA6a-kanMX6-P81nmt-GFP ein. Hier wurde das GFP an den N-Terminus
des Leserahmens O13779, nach der Methode von Bahler et al. (1998), kloniert, und
anschliefend in den haploiden Wildtypstamm 972" und den diploiden Stamm 130x131
transformiert. In diesem Fall wurde die Expression von GFP unter die Kontrolle des nmt1-
Promotors gestellt. Doch auch in dieser Arbeit konnte VMU 1p nicht genau lokalisiert
werden. Nur 10% des Stamms 972::kan"-GFP leuchteten unter Fluoreszenz und das nur sehr
schwach. Somit konnte eine sichere Aussage iiber die Lokalisation von VMU 1p auch diesmal
nicht getroffen werden. Allerdings konnten einzelne Strukturen erkannt werden, welche stark

denen von Vakuolen glichen. Auch nahm erneut die Fluoreszenz in sehr kurzer Zeit ab.

Da die Ergebnisse in Erik Noetzels Arbeit den Ergebnissen in Fabian Seyfrieds Arbeit
glichen, wurde angenommen, dass in beiden Arbeiten entweder das Insert falsch integrierte
oder eine Exzission der jeweiligen Kassette erfolgte. Aus diesem Grund wurde ein
Southernblot durchgefiihrt, indem die richtige Integration nachgewiesen werden sollte. Das
Ergebnis deutete bei vielen Transformanten auf eine falsche Integration hin. Einige wenige
waren darunter, bei denen die richtige Insertion erfolgte. Diese Stimme wurden auf ihren

Kassettenverlust hin untersucht. Die Ergebnisse dazu sind in Kapitel 3.15 beschrieben.
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Ein weiterer Versuch ein GFP-Fusionsprotein herzustellen, erfolgte mit dem Vektor pFA6a-
(GFPS65T)-kanM X6, wobei zwischen GFP und VMU p ein Gly-Ala-Link gesetzt wurde
(Abb. 3.36).

A) -Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ala

B) Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ala [ GFPE6H. — [ [ pren | ke —> T
80bp
Tpo13m9

) L 1 |GFP(555T)_'kADHI|P‘IEI Iikﬂn' _’lel L

80bp orf  link 80bp
Tpor3me

Abb. 3.36: GFP-Link-Kassette. In Bild A ist schematisch der Leserahmen 013779 mit dem
Gly-Ala-Anhang, in Bild B der Vektor pFA6a-(GFPS65T)-kanMX6 mit link und in Bild C
die gesamte Kassette dargestellt.

Zuerst wurde mit den Primern O13-link-fwd und O13-link-rev der gesamte Leserahmen
013779, bis auf das Stop-Kodon, aus Wildtyp-DNA und an das 3"-Ende der Gly-Ala-Link
amplifiziert (Abb.3.36 A). Gleichzeitig wurde mit den Primern PFA-link-fwd und KAN-GFP-
rev das in Abb.3.36 B schematisch dargestellte Fragment aus Plasmid-DNA des Vektors
pFA6a-(GFPS65T)-kanMX6 gebildet. Beide PCR-Produkte wurden mit dem High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche, Mannheim) aufgereinigt und anschlieend fiir eine gemein-
same PCR, mit den Primern O13-lik-fwd und KAN-GFP-rev, als Template eingesetzt. Das
neue PCR-Produkt ist in Abb. 3.36 C dargestellt und wurde aufgereinigt fiir die Trans-
formation in die Wildtyp-Stdmme 972" und D18h" eingesetzt.

Die resultierenden Transformanten waren leider alle negativ und fluoreszierten nicht.

Fiir eine genauere Visualisierung von VMU 1p wurde eine immunchemische Farbung
durchgefiihrt. Dafiir wurden Zellen des Wildtypstammes D18h" als erstes mit einem HA-Tag
versehen. Auch hier wurde wieder den Angaben von Bihler et al. (1998) gefolgt, allerdings

wurde diesmal mit dem Vektor pFA6a-3HA-kanMX6 (Longtine et al., 1998) gearbeitet. Mit
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den Primern KAN-GFP-for und KAN-GFP-rev wurden das ca. 2,1 kB groBen Fragment,
welches in Abb. 3.37 dargestellt ist, mit dem Vektor als Template, amplifiziert.

» Taor1| Pree kan'"—® | T1er
80bp orf 3HA 80bp Tspo13779

.>
KAN-GFPfor SHP6

Abb. 3.37: Schematische Darstellung der HA-Kassette. In blau sind Sequenzen des S. pombe
Genoms gekennzeichnet. Vorne befinden sich die letzten 80 Basenpaare des Leserahmens
013779 ohne das Stop-Kodon und hinten die ersten 80 Basenpaare aus der Terminatorregion,
welche auf den Leserahmen folgt. In gelb ist der HA-Tag und in griin das kan'-Modul
markiert.

Das PCR-Produkt wurde gereinigt und in den Stamm D18h™ transformiert. Uber die
amplifizierten Sequenzen aus S. pombe (in blau gekennzeichnet) kann die HA-Kassette in das
Genom der Hefe integrieren. Transformanten, die auf Geneticin wuchsen, wurden mittels
PCR mit den Primern KAN-GFP for und SHP6 (siche Abb. 3.37) kontrolliert. Der Primer
KAN-GFP for markiert die ersten 20 bp der HA-Kassette und der Primer SHP6 setzt 700 bp

hinter der Kassette an, so dass ein Fragment von 2,8 kB amplifiziert wurde (siche

Abb. 3.38).
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Abb.3.38: Uberpriifung der PCR-Produkte der Transformanten, die mit der HA-Kassette
transformiert wurden. Spur 1 stellt das Produkt aus isolierter DNA der Transformante
D18h::3HA-1, Spur 2 von D18h™::3HA-2 und Spur 3 von D18h™::3HA-3, welche mit den
Primern KAN-GFPfor und SHP6 amplifiziert wurden. Spur 4 zeigt den A-Marker
EcoRI/HindIII geschnitten.

Stdmme, in denen dieses Fragment amplifiziert werden konnte, wurden in der log — Phase
geerntet und auf APES (3-Aminopropyl-Triethoxy-Silane) beschichteten Objekttragern
verteilt. Die Zellen wurden in kaltem Aceton fixiert, in TBST und TBS je 5 min und in TBS +
3% BSA 10 min inkubiert. Sodann wurde der Fluorescein konjugierte monoklonale
Antikorper HA-Tag 262K (Cell Signaling Technology) aufgetragen und nach 5 h Inkubation,
im Dunklen, wurden die Zellen mit TBST und TBS gewaschen. Nachdem sie mit Kaisers
Glycerin-gelatine beschichtet wurden konnten sie unter dem konfokalen Mikroskop, Leica
DM IRBE, angeschaut und photographiert werden. Durch die Fluorescein-Konjugation des
Antikdrpers konnen Zellstrukturen, welche die HA-Sequenz besitzen, unter dem Mikroskop

bei einer Wellenldange von 490 nm angeregt und somit sichtbar gemacht werden.
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Die Abb. 3.39 zeigt verschiedene Aufnahmen einer Zelle. In Bild A ist die Zelle im
konfokalen Bereich zu sehen und die Ansicht ist von oben auf die Zelle darauf. Deutlich sind
vier Erhebungen sichtbar. Die ganze Zelle leuchtete sehr stark. In Bild B wurde wieder eine
weitere Aufnahme im konfokalen Modus gemacht. Diesmal wird die Zelle in einer anderen
Ebene gezeigt. Dort, wo vorher die Erhebungen waren, sieht man jetzt vier ,,Locher*. Bild C
zeigt die Transmissionsautnahme der Zelle. In Bild A sieht man stark leuchtende Erhebungen
und, einige Ebenen tiefer, an der gleichen Stelle Locher, welche von einem intensiven Schein
umgeben sind. Dies bestitigt die Vermutung, dass die leuchtenden Strukturen in der Aufsicht
so stark fluoreszierten, dass es so aussah, als wiirde die ganze Vakuole leuchten. In
Wirklichkeit ist es doch die Vakuolenmembran, die angeregt wird.

Damit zeigen alle Ergebnisse dieser Arbeit, dass das Proteins VMU I1p in der

Vakuolenmembran lokalisiert ist.
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Abb.3.39: D18h™::3HA-1 im konfokalen Mikroskop. Bild A und B sind Aufnahmen im
konfokalen Bereich. Dieselbe Zelle wurde bei zwei verschiedenen Schnitten photographiert.
Bild C zeigt die gleiche Zelle in einer Transmissionsaufnahme. (100 x 1,4 Olobjektiv)

3.14 Warum verliert die Zelle die Transformationskassette?

Wihrend der gesamten Arbeit traten immer wieder Probleme bei Verdnderungen des ORFs
013779 durch Insertionskassetten auf. Dabei wurde wahrscheinlich Fremd-DNA von
S. pombe-Zellen aus dem Genom entfernt oder an falscher Stelle ins Genom integriert. Dies

sollte mit der folgenden Testreihe ndher untersucht werden. Die Transformanten
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972-::kan-nGFP1 und 972-::kan-nGFP2 wurden mit dem Stamm 46a14 verglichen. In diesem
Stamm ist das GSH2-Gen disruptiert. Es wurde in einer anderen Arbeit erstellt (Wunderlich,
1999). Einzelne Kolonien, aller drei Stimme, wurden willkiirlich ausgesucht und immer im

Wechsel auf Vollmedium und anschlieBend auf Selektionsmedium ausplattiert.

. TE + Ganeticin

3. YE + Ganeticin

Abb. 3.40: Untersuchung des Kassettenverlustes der Staimme 972-::kan-nGFP1(link Spalte)
und 972-::kan-nGFP2 (rechte Spalte). Die beiden Stimme wurden abwechselnd auf
Selektionsmedium und Vollmedium ausplattiert und 5 Tage bei 28°C inkubiert. Die
Generationen werden von oben nach unten gesehen jiinger.

Wie die Abb. 3.40 zeigt, verlieren beide Stimme nach nur einmaligem Ausplattieren auf
Vollmedium die Insertionskassette und damit den Geneticinmarker und ihre Fahigkeit auf
Medium mit Genetecin zu wachsen. Dabei scheint der Stamm 972-::kan-nGFP2 sein Insert
wesentlich einfacher zu verlieren als der andere.

In Abb. 3.41 ist die Fortsetzung des Versuchs mit dem Stamm 972-::kan-nGFP1 dargestellt.
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Ausgangskolonien:
2. Mal auf Geneticin gewachsen

3. YE + Geneticin

Erneuter Verlust der Geneticin-
Resistenz bei einigen Kolonien

Abb. 3.41: Untersuchung des Kassettenverlustes der ndchsten Generation der Stimme
972-::kan-nGFP1. Der Stamm wurde abwechselnd auf Selektionsmedium und Vollmedium
ausplattiert und 5 Tage bei 28°C inkubiert. Die Generationen werden von oben nach unten
gesehen jiinger.

Abb. 3.41 zeigt, dass auch in der folgenden Generation wieder Insertionskassetten in einigen
Kulturen verloren gegangen sind. Eigentlich sollten Kassetten, welche in einer integrativen
Transformation eingesetzt werden nicht direkt wieder verloren gehen. Normalerweise werden
die Kassetten fest ins Genom des Organismus integriert und miissen nicht mehr auf
Selektionsmedium gehalten werden. Eine Erklarungsmdoglichkeit wire, dass das Plasmid nicht
ins S. pombe-Genom integriert wurde, sondern sich autonom repliziert.

Vielleicht ist aber auch das Anfiigen eines anderen Proteins oder die Zerstorung des
Leserahmens O13779 unvorteilhaft fiir die S. pombe-Zelle. Da aus dem ORF selber keine
Sequenzen verdndert oder entfernt wurden, sondern nur ein fremdes DNA-Fragment an den
Anfang oder das Ende eingefiigt wurde, kann es sein, dass die Zelle die Fremd-DNA
ausschneidet und der urspriingliche Zustand des Genoms dadurch wieder hergestellt wird.
Als Vergleich wurde mit dem Stamm 46a14 (AGSH2) der gleiche Versuch durchgefiihrt

(Abb. 3.42). Es wurde genau wie mit den beiden anderen Stimmen zuvor gearbeitet.
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Abb. 3.42: Untersuchung des Kassettenverlustes des Stammes 46al4. Der Stamm wurde
abwechselnd auf Selektionsmedium und Vollmedium ausplattiert und 5 Tage bei 28°C
inkubiert. Die Generationen werden von oben nach unten gesehen jiinger.

In Abb. 3.42 sieht man, dass in dem Stamm 46al4 iiber mehrere Generationen keine
Insertionskassette verloren ging. Dies zeigt, dass Stimme, die mit einer Insertionskassette
integrativ transformiert wurden, iiber einen sehr langen Zeitraum stabil sind.

Der eher ungewohnlich hohe Kassettenverlust, der bei den Staimmen 972-::kan-nGFP1 und
972-::kan-nGFP2 demonstriert wurde, konnte ein Grund fiir die geringe Ausbeute an stabilen

Transformanten sein.
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4 Diskussion

4.1 VMUI1p ist ein Magnesium-Transportprotein

VMU I1p wird als 71,2 kDa groB3es, hypothetisches Membranprotein in der Datenbank
beschrieben, welches Homologien zur CorA-Proteinfamilie und groBe Ahnlichkeit zu
Schwermetall-Resistenzproteinen in der Hefe aufweist (Wood et al., 2002). Es wird in der
Datenbank unter dem ORF O13779 gefiihrt. Die CorA-Proteinfamilie stellt eine Gruppe von
Proteinen zur Aufnahme und Transport von Magnesium dar, wozu unter anderem das CorA
aus Bakterien, MRS2p, ALR1p und ALR2p aus S. cerevisiae zdhlen (Silver, 1969; Nelson
und Kennedy, 1971; Kehres et al., 1998; MacDiarmid und Gardner, 1998; Bui et al., 1999).

Charakteristisch fiir alle Magnesium-Transporter ist die stark konservierte Sequenz GMN
(Smith et al., 1993; Snavely et al., 1989a; MacDiarmid und Gardner, 1998; Bui et al., 1999;
Shaul et al., 1999; Zsurka et al., 2001). VMU p besitzt zwei Transmembrandoménen, welche
am C-Terminus lokalisiert sind. An dem Ende der ersten Doméne befindet sich das Motiv
GMN. Diese Struktur stimmt mit denen der Magnesiumtransporter in S. cerevisiae iiberein,
wo ebenfalls zwei hydrophobe Regionen am C-terminalem Ende identi-fiziert wurden. Auch
dort befindet sich das konservierte Motiv, hier allerdings (Y/F)GMN, am Ende der ersten
Domaéne (MacDiarmid und Gardner, 1998; Bui et al., 1999). Beim Menschen wurde ebenfalls
das GMN-Motiv am Ende der ersten Transmembrandoméne lokalisiert (Zsurka et al., 2001).
Diese Doménen scheinen somit mafigeblich fiir die Mangesium-Transportfunktion
verantwortlich zu sein. Dies konnte durch Mutagenese-Versuche des CorA GMN-Motivs

bewiesen werden (Szegedy und Maguire, 1999).

Sequenzvergleiche zwischen VMU 1p, CorA aus E. coli, ALR1p, ALR2p und MRS2p aus
S. cerevisiae ergaben, dass das Pombe-Protein eine Ubereinstimmung von 35% mit den
Proteinen ALR1p und ALR2p zeigt. Der Vergleich mit den beiden anderen Proteinen zeigte
nur eine 6% ige Kongruenz. Dies stimmt mit einigen anderen Arbeiten iiberein. In diesen
Arbeiten wurde festgestellt, dass bis auf das stark konservierte Motiv, kaum Sequenz-
identitdten zwischen bakteriellen und eukaryontischen Magnesium-Transportproteinen

bestehen. Die Bakterientransporter besitzen drei Transmembrandoménen und die vieler
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eukaryontischer Organismen nur zwei (MacDiarmid und Gardner, 1998; Bui et al., 1999;
Smith et al., 1993; Zsurka et al., 2001).

Dieses Ergebnis bestdtigt die hypothetische phylogenetische Untersuchung. Dabei scheint
VMU 1p am nichsten mit den ALR-Proteinen aus S. cerevisiae verwandt zu sein und nur
entfernt mit MRS2p und CorA. Auf jeden Fall besitzt VMU 1p charakteristische Kennzeichen,
welche typisch fiir eukaryontische Magnesium-Transportproteine sind, wie zwei

Transmembran-Domainen, zwischen denen das stark konservierte GMN-Motiv lokalisiert ist.

4.2 Vergleich von VMU1p mit anderen Magnesium-Transportproteinen

Die Transformation mit der KANO13779-Disruptionskassette wurde in dem diploiden Stamm
130x131 mit Erfolg durchgefiihrt. Die Sporen von zwanzig verschiedenen Asci wurden
vereinzelt auf Selektionsmedium oder Vollmedium angezogen und anschlieBend auf ihre
Phinotypen hin untersucht. Der his3-Marker zeigte eine Aufspaltung von 2":2". Damit
kosegregierte ein eingeschrinktes Wachstum in Magnesium-Mangelmedien, sowohl auf
festen, wie auch in fliissigen Medien. Keine Wachstumsprobleme zeigten die Disruptanten im
Medium mit normalem Magnesiumgehalt. Schon im EMM-Medium konnten sie normal
wachsen und zeigten keinen Unterschied zu Wildtyp-Stimmen. Auch war das Magnesium
eindeutig der limitierende Faktor, da eine Riickiiberfithrung in EMM-Medium nach

Magnesium-Mangel wieder zum Wachstum der Zellen fiihrte.

ALRI1p in S. cerevisiae ist ein Plasmamembranprotein, welches Magnesium in die Zelle
transportiert. Unter normalen Bedingungen konnten alr1-Mutanten nur noch sehr schlecht
wachsen, da sie Magnesium schlechter aus externen Quellen mobilisierten. Dieser Mangel-
zustand wurde durch hohe Magnesium-Mengen im Medium behoben (MacDiarmid und
Gardner, 1998; Graschopf et al., 2001). Das andere Protein zur Aufnahme von Magnesium in
die Zelle von S. cerevisiae, ALR2p, ist nicht wichtig fiir das Wachstum, kann aber die arl1-
Mutanten kompensieren (MacDiarmind und Gardner, 1998).

MRS?2 in S. cerevisiae ist ein Magnesium-Transportprotein der inneren mitochondrialen
Membran. Bei Disruptanten sank die Konzentration von Magnesium in den Mitochondrien

und bei Uberexpressionen stieg sie (Bui et al., 1999).
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Verglichen mit den Aufnahmesystemen anderer Organismen zeigt das S. pombe-Protein,
VMU lp, ein anderes Bild. Es scheint sich dabei nicht um ein Protein der Plasmamembran zu
handeln, da Stimme mit disruptiertem Leserahmen in Medium mit normaler Magnesium-
Konzentration wuchsen und keinen Unterschied zu Wildtyp-Stdmmen aufwiesen. Die alrl-
Mutanten hingegen, bendtigten eine zusétzliche Menge an Magnesium, um in Vollmedium
normal wachsen zu kénnen. Bei Magnesium-Mangel allerdings wurde das Wachstum der
VMU 1p-Disruptanten sehr stark eingeschriankt. Dies deutet auf eine Lokalisation des Proteins
in einem intrazelluldren Kompartiment hin. Unter Mangelbedingungen konnen die Speicher

nicht mehr geleert werden. Die Disruptanten sind auf extrazellulires Magnesium angewiesen.

Des Weiteren wurde bei VMU 1p eine erhohte Zinksensibilitit einhergehend mit dem his3-
Marker beobachtet. Die Kontrolle auf andere Schwermetalle erbrachte keine weiteren

Unterschiede zwischen den Stimmen mit disruptiertem- und Wildtyp-Leserahmen.

Bei CorA handelt es sich um ein Magnesium transportierendes Protein der Bakterien. In

S. enterica serovar typhimurium transportiert es neben Magnesium noch Kobalt und Nickel.
Allerdings scheint dies weniger der Aufnahme der Kationen, als mehr der Detoxifikation zu
dienen (Hmiel et al., 1986, 1989). Bei corA-Mutanten wurde eine erhéhte Co- und Ni-
Resistenz festgestellt (Smith und Maguire, 1998). Zudem ist dieses Protein zusétzlich am
Magnesium-Efflux beteiligt (Snavely et al., 1989a). Lokalisationsstudien erbrachten
auBerdem, dass es am haufigsten unter Magnesium-Mangelbedingungen exprimiert wurde.
Auch bei ALR1p aus S. cerevisiae wurden neben der Funktion eines Magnesium-
Transporters noch andere Transportereigenschaften identifiziert. Dieses Protein ist
verantwortlich fiir eine hohe Resistenz der Zelle gegen Aluminium. Uberexpressionen des
Gens fiithrten zu einer erhohten Resistenz gegen Al, Ni, Zn, Mn und Co, wohingegen
Mutationen das Gegenteil bewirkten (MacDiarmid und Gardner, 1998; Graschopf et al.,
2001). Auch zeigten die Disruptanten eine erhdhte Nickel- und Kobalt-Resistenz (Bui et al.,
1999).

Ein weiterer Unterschied zu anderen Magnesium-Transportproteinen zeigt sich in der

erhohten Resistenz gegen Schwermetallionen bei Mutationen der entsprechenden Gene.
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In Abb. 3.15 sieht man, dass die Wildtyp-Zellen intensiver gelb geférbt sind, als Avmul-
Zellen. Dies kommt wahrscheinlich daher, dass Zink in der Zelle eingelagert wird. In

S. cerevisiae wird Zink bei sehr hohen Konzentrationen im Zytosol durch Transportproteine
in der Vakuole in diese transportiert und wird somit unschédlich fiir die Zelle gemacht
(MacDiarmid et al., 2000). Wenn angenommen wird, dass VMU p eine dhnliche Funktion in
S. pombe hat, dann kann die Zerstorung dieses Proteins zu einer erhdhten Zinksensitivitét
fiihren. Dafiir wére die bleiche Farbe der Kolonien in Abb. 3.15 ein Hinweis. Zink wird nicht
mehr in die Vakuole aufgenommen und die Zelle stirbt auf Grund hoher Zinkkonzentrationen
im Zytosol.

Der Zink-Phanotyp ist allerdings etwas schwieriger zu erkldren als der Magnesium-Phénotyp,
da Untersuchungen in fliissigen Medien keinen Unterschied zwischen Disruptanten- und
Wildtyp-Stdmmen erbrachten. Allgemein konnte hier beobachtet werden, dass Kulturen, die
in Medium ohne Zink oder in Medium mit 2 mM Zink wuchsen, ein schlechteres Wachstum

gegeniiber normalen Bedingungen zeigten.

Interessant ist der Vergleich von VMU I p mit Zink-Aufnahmesystemen anderer Organismen.
Ein Zink-Transportprotein in der Vakuolenmembran von A. thaliana ist ATMHX. Es handelt
sich um einen Magnesium/Zink-Austauscher, der die Kationen an verschiedene Organelle in
der Pflanzenzelle verteilt (Shaul et al., 1999). In der Vakuolen-, als auch der Plasmamembran,
ist der Transportmechanismus fiir viele Solute der elektrochemische H'-Gradient, welcher
durch die H'-ATPase angetrieben wird (Alberts et al., 2004). VMU 1p kénnte eine H'-ATPase
der Vakuolenmembran sein, welche Zink und Magnesium in und aus der Vakuole
transportiert. In diesem Fall miisste es neben VMU 1p noch mindestens einen anderen
Magnesium-Transporter in der Vakuolenmembran geben, da VMU 1p nicht mehr in der Lage
ist einmal in die Vakuole transportiertes und gespeichertes Magnesium ins Zytosol
freizusetzen. Dieser zweite Transporter miisste primér der Aufnahme von Magnesium in die
Vakuole dienen und weniger dem Efflux aus der Vakuole ins Zytosol. AAS-Messungen
zeigten, dass unter extrazelluliren Mangelbedingungen bei Disruptanten-Stammen in der
Vakuole gespeichertes Magnesium nicht genutzt werden konnte. Da aber zu Anfang der
Messreihe gleiche Magnesium-Konzentrationen wie in den Wildtyp-Zellen detektiert wurden,
scheint die Aufnahme von Magnesium in die Vakuolen von Disruptanten-Stdmmen nicht

beeintrichtigt zu sein.
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Uber Zinktransporter in S. cerevisiae ist bekannt, dass spezifische Proteine Zink bei hohen
Konzentrationen in die Vakuole transportieren und andere bei Zinkmangel aus der Vakuole
ins Zytosol (MacDiarmid et al., 2000, 2003; Li und Kaplan, 1998; Myabe et al., 2001). Auch
dies konnte auf VMU 1p zutreffen. Es konnte sein, dass VMU 1p Zink in die Vakuole trans-

portiert und Magnesium aus ihr heraus.

Die intrazelluldre Calcium-Konzentration wurde bei Zellen gemessen, die in Medium mit
hohen Magnesiumkonzentrationen, in normalem Medium und in Medium ohne Magnesium
wuchsen. Dabei wurde festgestellt, dass bei Magnesium-Mangel in dem Disruptanten-Stamm
13-2 eine hohere Calcium-Konzentration gemessen wurde als bei den Wildtyp-Stammen.

Zu einem dhnlichen Resultat gelangten auch Beeler et al., 1997, bei S. cerevisiae. Dort sank
die Calcium-Konzentration in der Vakuole und im Zytoplasma, wenn die intrazelluldre
Magnesiumkonzentration stark anstieg.

In beiden Féllen konnte ein Ausgleich der Ladungsverhiltnisse in der Zelle angestrebt worden

sein, wobei Magnesium das dominierende und damit wichtigere Kation ist.

Auf Grund des Phinotyps und im Vergleich zum Verhalten von anderen Magnesium-
Transportproteinen kann es sich bei VMU 1p nicht um ein Plasmamembranprotein handeln.
Vergleiche in den Magnesium-Aufnahmestudien zwischen VMU 1p und ALR1p zeigen ganz

deutlich die Unterschiede der beiden Transporter auf.

4.3 Keine Hemmung der Expression von vmul

Bei Untersuchungen der Expression von vmul konnte festgestellt werden, dass das Gen in
Medium mit hohen Magnesium-Konzentrationen, im normalem Medium und in Medium ohne
Magnesium exprimiert wurde. Hierbei handelt es sich allerdings um einen qualitativen Nach-
weis, eine quantitative Analyse muss noch erfolgen. In der Sanger-Datenbank sind RNA-
Expressions-Kurven von vmul aufgefiihrt, die zeigen, dass unter H,O,-, Cadmium-, Sorbit-
und MMS-Inkubation vmul unveridndert exprimiert wird. Nur unter Hitzeeinwirkung wird die
Expression etwas herabgesenkt. Zusammen mit den Ergebnissen dieser Arbeit ergibt sich
daraus, dass das Protein VMU 1p vermutlich eine wichtige Rolle im Zellstoffwechsel spielt

und durchgéngig exprimiert wird.
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4.4  Kontrolle der intrazellularen Magnesium-Konzentration

Uber die Dauer von 24 h hielten alle in dieser Arbeit untersuchten S. pombe-Stimme eine
intrazellulare Magnesium-Konzentration um 2 mg/g Trockengewicht in Medium mit 100 mM
Magnesiumzusatz aufrecht (keine Abb.). Wurden die Kulturen gewaschen und in
magnesiumfreies Medium iiberfiihrt, sank die intrazellulire Magnesium-Konzentration von
13-1 (VMUI) und 131 (VMUI) iiber einen Zeitraum von 24 h von 2,5 mg Mg* /g
Trockengewicht auf 1,3 (Abb. 3.14). Die Konzentration von 13-2 (Avmu) nahm nur von

2,3 mg/g auf 1,8 mg/g Trockengewicht ab. Dies ist deutlich weniger als der Verbrauch der
Wildtyp-Stdmme. Da die Kulturen keine Moglichkeit der extrazelluldren Aufnahme von
Magnesium mehr hatten, ist anzunehmen, dass sie gezwungen waren, ihre intrazelluldren

Speicher zu leeren, soweit sie dazu in der Lage waren.

Auch von S. cerevisiae-Zellen ist bekannt, dass sie ihre zytosolische Magnesium-
Konzentration in Medium, welches 1-100 mM Magnesium enthélt, relativ konstant halten.
Sinkt die extrazelluldre Konzentration unter diesen Wert, wird der intrazellulére Speicher, die
Vakuole aktiviert. Dabei kann das zellulire Magnesium um 75% reduziert werden, ohne das
dies die Wachstumsrate beeinflusst (Beeler et al., 1997). Die S. pombe Wildtyp-Stimme
reduzierten das intrazellulire Magnesium um 68%, ebenfalls ohne eine Anderung der
Wachstumsrate, was dem Wert bei S. cerevisiae in etwa entspricht. Die Disruptante erreichte
dagegen nur 44%, obwohl alle Stimme vom gleichen Ausgangswert ausgegangen waren. Alle
hatten in etwa 2,4 mg Magnesium pro g Trockengewicht gespeichert. Nachdem man die
Kulturen in Medium mit Magnesium zuriickiiberfiihrte, wuchsen alle nach einer lag-Phase

von 6 h gleich gut weiter.
Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, das VMU 1p ein Magnesium-Transportprotein der

Vakuolenmembran ist, da einmal gespeichertes Magnesium nicht mehr remobilisiert werden

kann.
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45 VMUI1p ist in der Membran von Vakuolen lokalisiert und ein
wichtiger Bestandteil der Magnesiumhomoostase von S. pombe

Um zu schauen, an welchen Stellen in der Zelle Magnesium lokalisiert werden kann, wurde
eine Farbung mit dem Farbstoff Magnesium Green' ™ von Zellen mit Wildtyp- und
disruptiertem Leserahmen durchgefiihrt. Dieser Farbstoff farbt das intrazelluldre Magnesium
an. Die Zellen konnen dann unter dem konfokalen Lasermikroskop TCS-SP der Firma Leica
(Heidelberg) bei einer Wellenldnge von 506 nm untersucht werden. Die Bilder, die sich aus
dieser Studie ergaben, weisen eine enorme Ahnlichkeit zu den Bildern auf, die mit dem GFP-
Fusionsprotein unter dem Fluoreszenzmikroskop gemacht wurden, auf. Auch hier werden
runde Strukturen angeregt, welche eine unterschiedliche Anzahl von Zelle zu Zelle aufweisen.
Dabei muss es sich um Vakuolen handeln. S. pombe besitzt meist mehrere kleine Vakuolen,
welche sich in Stresssituationen zu einer groBBen Vakuole vereinigen (Bone et al., 1998).
AuBerdem sind die Vakuolen bereits mehrfach als Hauptspeicher fiir Magnesium oder
anderen divalenten Kationen in der Spalthefe, aber auch in anderen Organismen beschrieben

worden (Klionsky et al., 1990; Zhang et al., 1997; Beehler et al., 1997; Shaul et al., 1999).

Nach diesem Ergebnis wurden verschiedene Versuche zur Klarung der Frage der Lokalisation
von VMU 1p durchgefiihrt. Zuerst wurde ein GFP-Fusionsprotein hergestellt. Dafiir
verwendete man zum einen das Plasmid pTG9 und zum anderen die Ein-Schritt-Gene
Targeting Methode mit den Plasmiden pFA6a-GFP(S65T)-kanMX6 (Wach et al., 1997) und
pFA6a-kanMX6-nmt1 GFP (Bédhler et al., 1998). Das GFP-Gen wurde sowohl c- als auch
n-terminal an vmul kloniert und in der PCR amplifiziert. Danach transformierte man die
Fusionsproteine in verschiedene S. pombe Wildtyp-Stdmme und Disruptanten. Diese wurden
unter dem Fluoreszenzmikroskop oder dem Laserscanning-Mikroskop untersucht und mit
verschiedenen Féarbungen kolokalisisiert. Mit der DAPI-Fiarbung konnte als erstes eine
Lokalisation im Zellkern ausgeschlossen werden. Die Bilder zeigten eindeutig zwei
unterschiedlich gefarbte Bereiche.

Sehr hiufig sah man zwei oder drei runde Strukturen, die unterschiedlich gro3 sein konnten.
Allerdings waren auch Bilder mit vielen geféarbten, runden Formen zu sehen. Mit dem Farb-
stoff FM-64 wurden die Vakuolenmembranen angefarbt. Sehr oft sah man aber nicht nur rote

,»Kringel“, sondern runde, gefiillte Strukturen, die mit den GFP angeregten Regionen kolo-
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kalisierten. Teilweise umschlossen die roten ,,Kringel* die griinen Strukturen. Die Farbung
mit FM-64 zeigte allerdings auch, dass mehr rote Strukturen gefarbt sein konnten als griine.
Dieses Resultat ldsst den Schluss auf eine Lokalisation in den Vakuolen zu. Es scheint aber
so, als wiirden nicht alle Vakuolen das GFP-Fusionsprotein exprimieren, da nicht immer alle
Vakuolen angefarbt waren. Es kann sein, dass nicht in allen Vakuolen der Magnesium-
transporter VMU 1p lokalisiert ist. Im Lehrbuch ,,Molekularbiologie der Zelle* nach Alberts et
al. (2004) wird beschrieben, dass nicht alle Vakuolen die gleiche Funktion ausiiben. Dies
konnte bedeuten, dass nicht in jeder Vakuole VMU 1p lokalisiert ist, und deswegen unter-

schiedlich viele griine Strukturen in verschiedenen Zellen angeregt werden.

Fiir eine noch genauere Lokalisation wurde eine andere tagging-Methode angewendet. Mit
der Ein-Schritt-Gene Targeting Methode und dem Plasmid pFA6a-3HA-kanMX6 (Longtine
et al., 1998) wurde ein HA-Tag c-terminal hinter vmul fusioniert. Durch einen Fluorescein
konjugierten Antikorper konnten die HA-getaggten Zellstrukturen nach einer immuno-
chemischen Féarbung unter dem konfokalen Mikroskop bei einer Wellenlédnge von 490 nm
angeregt werden. In der Aufsicht sah man runde Strukturen, die in tieferen Schnitten zu
,Lochern* wurden. Dies zeigt, dass die Fluoreszenz des tags so stark ist, dass in der Aufsicht
der Eindruck entsteht, dass das gesamte Kompartiment leuchtet. Durch die Fokussierung
durch die verschiednen Schichten wird deutlich, dass es sich bei der angeregten Struktur um
die Membran handeln muss.

Alle oben aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass VMU 1p ein Protein der Vakuolenmembran
ist und den Transport von Magnesium in das Zytosol unter Magnesium-Mangelbedingungen

reguliert.

4.6  Die Veranderung des ORF O13779 ist ein negatives Ereignis

Schon zu Beginn der Arbeit, als der Leserahmen O13779 im haploiden S. pombe Stamm
D18h" durch die KANO13779 Disruptionskassette zerstort werden sollte, traten die ersten
Probleme auf. Neben vielen Transformanten, deren Insert an der falschen Stelle integrierte,
gab es welche, die neben dem disruptierten Locus auch den Wildtyp-Locus aufwiesen. Dabei
musste es sich entweder um eine ektopische Integration des Inserts ins S. pombe-Genom oder

um eine Diploidisierung handeln. Eine Transformation in den diploiden Wildtyp-Stamm
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130x131 sollte Klarheit bringen, ob der Leserahmen essentiell fiir die Zellen ist. Eine 27:2"-
Aufspaltung des Marker zeigte, dass dies nicht der Fall sein konnte.

Auch bei der Lokalisation, in der nach der Verdffentlichung von Béhler et al. (1998) mit der
Ein-Schritt-Gene Targeting Methode gearbeitet wurde und ein GFP- und HA-Fusionsprotein
in das S. pombe Genom integrieren sollte, traten erneut Schwierigkeiten auf. Es gab wieder
viele Transformanten mit falsch integriertem Insert. Die richtigen Transformanten, bei denen
die Insertion am N-Terminus erfolgte, waren nicht stabil. Sie schnitten die DNA-Sequenz, die
nicht S. pombe spezifisch war, heraus. Beide in dieser Arbeit verwendeten ,, Tags®, HA, wie
auch GFP, wurden eliminiert. In einem Versuch, in dem verschiedene Kolonien abwechselnd
auf Selektionsmedium und Vollmedium ausplattiert wurden, zeigte sich, dass in jedem Zyklus
mindestens ein Insert verloren ging und der betreffende Stamm nicht mehr auf der
Selektionsplatte wachsen konnte. In einem Kontrollversuch wurde der Stamm 46al4
(Wunderlich, 1999) der gleichen Prozedur unterzogen, und obwohl er schon viel ldnger
kuliviert wurde, war er {iber den gesamten Kultivierungszeitraum stabil. Nicht ein einziges
Insert ging verloren.

Von S. pombe ist bekannt, dass haufig statt der homologen Integration eine ektopische erfolgt
(Klinner und Schifer, 2004). Dies konnte eine mogliche Erklarung fiir die in dieser Arbeit
aufgetretenen Probleme sein.

Es konnte allerdings auch sein, dass Modifikationen, wie die Insertion von Fremd-DNA vor
oder hinter dem ORF, die DNA-Sequenz angrenzender Leserahmen beeinflusst.

Vor dem vmul Genlocus liegt der von rad25, und hinter vmul der von SPAC17G6.02c. Bei
letzterem handelt sich um einen noch nicht identifizierten Leserahmen eines integralen Mem-
branproteins. Die Funktion ist nicht bekannt. Das Genprodukt von rad25 ist allerdings schon
sehr gut untersucht. Rad25 gehort zur stark konservierten 14-3-3 Proteinfamilie, welche in
allen eukaryontischen Zellen exprimiert wird, und einen wichtigen Einfluss auf die Regu-
lation einer grolen Anzahl von Signaltransduktionen des Zellzyklus und des Zellwachstum
hat (Review nach Aitken, 1996). Rad25 reguliert in S. pombe die Kontrolle von DNA-
Schéaden, wodurch eine fehlerfreie Mitose gewihrleistet ist (Ford et al., 1994). Dieses Protein
ist wichtig, was eine mogliche Erklarung fiir die erschwerte Arbeit mit dem Leserahmen
013779 sein konnte. Auch SPAC17G6.02¢ konnte eine wichtige Funktion ausiiben, die bei

Verdnderungen des Locus nicht mehr erfiillt werden kann.
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Was auch immer die Ursache der schwierigen Handhabung des ORFs O13779 war,
zukiinftige Arbeiten sollten einen Eingriff in diesen Locus und seine angrenzenden Bereiche
vermeiden. Obwohl der ORF O13779 nicht essentiell ist, miissen Verdnderungen des

Leserahmens ein stark negatives Ereignis fiir die Zelle darstellen.

4.7 Medizinische Bedeutung

Fasst man die Daten dieser Arbeit zusammen, wird die Bedeutung der strengen Kontrolle von
zelluldren Magnesium-Konzentrationen in biologischen Systemen deutlich. Verdnderungen
oder Fehler in der zelluldiren Magnesium-Homdoostase konnen sehr schwerwiegende
Konsequenzen haben. Ein Mangel kann den Zerfall der Ribosomen und die Instabilitét von
Zellwénden zur Folge haben. Auch fehlt dann Magnesium als Kofaktor fiir das ATP (Smith
und Maguire, 1998). Beim Menschen kann ein Magnesium-Mangel zu Appetitverlust,
Ubelkeit, Miidigkeit, Erbrechen, unkontrollierten Muskelkontraktionen, starken Krimpfen,
Personlichkeitsverdnderungen, Herzrhythmusstérungen und Herzspasmen fiihren. Meist
resultiert dieser Mangel aus vorhergehender Hypocalzidmie und Hypokaliémie. Eine
Hypermagnesidmie kann bei sehr hoher Dosis von Magnesium im Blut auftreten. Diese wird
meist durch Ubermedikation erreicht, kann aber auch durch eine verinderte Ausscheidung
tiber die Nieren auftreten. Die Symptome in diesem Fall sind verminderte Funktionen des
Zentralen Nervensystems (ZNS) und konnen zum Tod fiihren. Meist tritt Diarrhé auf, und mit
dem Stuhlgang wird auch Magnesium ausgeschieden. Der Mensch sollte je nach Geschlecht
und Alter unterschiedliche Magnesium-Mengen zu sich nehmen. Kindern werden 150-300 mg
Magnesium, erwachsenen Frauen 280 mg und Ménnern 350 mg pro Tag empfohlen. Ab 800

mg am Tag kann Hypermagnesidmie auftreten (Seelig, 1998; www.IBISmedical.com).

Niedrige Magnesium-Konzentrationen im Blut wurden recht haufig bei Patienten mit Typ II-
Diabetes diagnostiziert. Magnesium-Mangel scheint dabei einen negativen Einfluss auf die
Glukosehomoostase und die Insulinsensitivitit des Patienten zu nehmen (Nadler et al., 1993).
Auch scheinen gesteigert Félle von Trombose, Bluthochdruck und verringerter Sehfahigkeit
aufzutreten (McNair et al., 1978; Mather et al., 1982; Nadler et al., 1992). Warum e¢in
Magnesium-Mangel mit der Typ II-Diabetes einhergeht ist noch nicht geklart. Eine Ursache
konnte eine erhdhte Ausscheidung von Magnesium durch den Urin sein. In einigen Arbeiten

wurde diese Beobachtung an Diabetes-Patienten gemacht (McNair et al., 1982; Sjorgen et al.,
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1988). Vielleicht wird aber nur zuwenig Magnesium mit der Nahrung aufgenommen. Haufig
sind an Diabetes II erkrankte Menschen stark iibergewichtig. Sie erndhren sich eher fetthaltig
von Nahrungsmitteln mit geringem Magnesiumgehalt. Bisher sind Untersuchungen am
menschlichen Blut oder Knochengewebe entweder nicht eindeutig verlaufen oder die
Methode war zu aufwendig (Elin, 1991; Gullestad et al., 1992). Auch Fatholahi et al. (2000)
sagt, dass es sehr schwer, ist die intrazellulire Magnesiumkonzentration in Sdugerzellen
nachzuweisen, obwohl schon eine Vielzahl an Methoden ausprobiert wurden. Ein einfacher
und effektiver Test scheint zu fehlen. Vielleicht hilft die Untersuchung von schlichteren
Organismen, wie z.B. Hefezellen, ein besseres Verstindnis der Mangesium-Homoostase zu

bekommen, welches dann auf den Menschen umgesetzt werden kann.

4.8 Eine erfolgreiche Datenbank-Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurden positive Erfahrungen mit Informationen aus Internet-
Datenbanken gemacht. Aussagen {iber das Protein VMU p, in der SWISS-PROT-Datenbank
unter dem Orf Q13779 gelistet, konnten in Experimenten bestdtigt werden. So wurde dieses
Protein der CorA-Familie zugerechnet. Dabei handelt es sich um Magnesium-
Transportproteine, was durch phinotypische Untersuchungen des Disruptierten Orf O13779
gezeigt werden konnte. Ein Sequenzvergleich durch das Dialign-Programm

(http://www._genomatix.de/cgi-bin/dialign/dialign.pl; Morgenstern, 1999) zeigte

eine 35%ige Ubereinstimmung zu den Magnesium-Transportern ALR1p und ALR2p in
S. cerevisiae.

Weiter wurde VMU 1p als hypothetisches Membranprotein beschrieben. Auch dies wurde
durch Lokalisations- und Aufnahmestudien bestétigt.

In der Sanger-Datenbank (http://www.sanger.ac.uk.) sind RNA-Expressions-Kurven von

vmul aufgefiihrt. In dieser Arbeit wurde die Expression von vmul unter verschiedenen
Magnesium-Konzentrationen im Medium analysiert. Auch diese Ergebnisse passen gut

zusammen.
Es existieren Arbeiten, wie die von Karp et al., 2001, die eine sehr kritische Haltung

gegeniiber der SWISS-PROT-Datenbank einnehmen, da z.B. einige Proteine wichtiger

Organismen nicht aufgefiihrt werden. Natiirlich miissen die gesammelten Informationen einer
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Datenbank gewissenhaft {iberpriift werden und kénnen ungenau oder fehlerhaft sein. Als
hypothetische Voraussetzungen, die im Experiment bestitigt werden und dem Vergleich mit
den Ergebnissen anderer Arbeiten dienen, sind Datenbanken eine wertvolle Bereicherung der

heutigen Forschung.
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4.9 Ausblick

Die Magnesium-Homoostase ist immens wichtig fiir alle lebenden Organismen. Wie der
vorangegangene Abschnitt zeigt, kann Magnesium in hohen wie in zu niedrigen
Konzentrationen in der menschlichen Zelle zu schwerwiegenden Krankheiten fiihren. In

S. cerevisiae-Zellen wird das Zellwachstum bei Magnesium-Mangel eingestellt und kann zum
Zelltod fiithren (Beeler et al., 1997). Auch die Ergebnisse dieser Arbeit entsprechen dem.
Disruptanten des Leserahmens O13779 zeigten sehr stark eingeschrinktes Wachstum in
Magnesium-Mangel. Aus diesen Griinden ist es angeraten, den Magnesiumtransport weiter zu
untersuchen. Da die Untersuchungen am Menschen in vivo sehr schwierig sind, konnen
Modellorganismen, wie S. pombe, sehr hilfreich sein. Das Ziel aller Untersuchungen sollte ein

gut aufgeklértes System, wie das der ZIP-Proteinfamilie sein.

Andere Transport-Proteine konnten mit Hilfe der Datenbank identifiziert, disruptiert und
untersucht werden. Dabei wiéren die Lokalisation des Proteins und das Vorhandensein des
stark konservierten GMN-Motivs besonders wichtig und interessant.

Bei der Entdeckung anderer Magnesium-Transporter konnte gepriift werden, ob eine
Regulation zwischen den verschiedenen Transportern existiert. Es sollte geschaut werden, wie

sie unter unterschiedlichen Magnesium-Konzentrationen exprimiert werden.

Von Beeler et al. (1997) wurde bei S. cerevisiae ein Transport von Magnesium aus der
Vakuole in das Zytoplasma bei extrazelluldirem Magnesium-Mangel beschrieben. Allerdings
wurde bisher kein vakuoldrer Magnesium-Transporter identifiziert. Interessant wére es
herauszufinden, ob es ein solches Transportprotein gibt und ob es Ahnlichkeiten zu VMU 1p

aufweist.

Weiteren Aufschluss tiber die Struktur von VMU 1p wiirden topologische Analysen des
Proteins liefern. Es wére besonders interessant zu erfahren, ob es sich um einen Ionenkanal
oder einen Carrier handelt. Auch die Orientierung des Proteins in der Membran ist sehr

wichtig.
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Ein sehr aufschlussreicher Schritt wire die Komplementation von vmul mit corA, alrl, alr2
oder Magnesium-Transportproteinen anderer Organismen. Durch Komplementations-
Versuche bei mrs2-Deletionsstimmen konnte der Verlust von Magnesium in den
Mitochondrien durch Uberexpression des Magnesiumtransporter-Proteins CorA kompensiert
werden. Dabei liegen die Homologien zwischen CorA und MRS2p nur in der ersten
Transmembrandomine und beschrinken sich auf das stark konservierte GMN-Motiv (Bui et
al., 1999). Aber auch andere MRS2-Homologe konnten die Disruptante komplementieren,
wie zum Beispiel das humane Homolog (Zsurka et al., 2001) und AtMRS2-1 aus A. thaliana
(Schock et al., 2000).

Vielleicht sollte man eine genauere Kolokalisation von VMU 1p durchfiihren. Von weiteren
GFP- oder HA-Tags ist dabei aber abzuraten. Eine Moglichkeit wére die Isolation von
Organellen, wie den Vakuolen, Golgi-Apparat und dem Endoplasmatischen Reticulum (ER),
in denen man mit einem spezifischen Antikdrper gegen VMU 1p das Protein nachweisen

konnte.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Protein VMU1p von Schizosaccharomyces pombe untersucht.
Dabei handelt es sich um ein Magnesium-Transportprotein, welches, laut Datenbank, zwei
Transmembran-Domanen besitzt. Es wurde unter dem ORF 013779 aus der SWISS PROT
Datenbank ausgesucht, da es eine &hnliche Struktur wie die CorA-Proteine in Bakterien
besitzt und eine hohe Ahnlichkeit mit Schwermetall-Resistenzproteinen aufweist. Ein
Vergleich der Aminoséauresequenz von VMUZ1p mit der von E. coli CorA-Protein und
ARL1p, ARL2p und MRS2p aus S. cerevisiae zeigen, dass zwischen dem Protein aus

S. pombe und den anderen Magnesium-Transportern unterschiedliche Ubereinstimmungen
herrschen. Mit ARL1p und ARL2p stimmt es zu 35% und mit den anderen beiden zu 6%
Uberein. Eine gezielte Disruption des Gens im haploiden Stamm D18h- fuhrte nicht zum
Erfolg. PCR- und Southernblot-Analsysen zeigten, dass in einer Zelle sowohl der Wildtyp-
Leserahmen wie auch die Disruptionskassette vorlag. Die Hefe diploidisierte. Dies lieR darauf
schlieBen, dass dieser Genabschnitt sehr wichtig fiir die Hefe ist und Verdnderungen, wie die
Disruption des ORFs 013779 ein sehr negatives Ereignis darstellt. Dieselbe Disruption im
diploiden Stamm 130x131 war erfolgreich, was PCR- und Southernblot-Analysen belegten.
Die darauf folgende Tetradenanalyse zeigte eine 2+:2- Aufspaltung des his3-Markers.

Das Protein VMU 1p ist somit nicht essentiell. Unter normalen Wachstumsbedingungen
verhielten sich die Disruptanten wie der Wildtyp und zeigten die gleiche Wachstumsrate. Zellen,
welche in magnesiumfreies Medium Gberflhrt wurden, stellten ihr Wachstum ein, wohingegen
Wildtypzellen noch einige Zeit weiterwuchsen. Wurde nach kurzer Zeit wieder Magnesium
zum Medium gegeben, wuchsen alle Stamme normal weiter. Dies lasst darauf schliel}en, das
die Aufnahme von Magnesium in die Zelle funktioniert, nicht aber die Remobilisierung aus
Speichern, wie zum Beispiel der Vakuole.

Des weiteren kosegregierte der his3-Marker mit einer erhéhten Zinksensitivitat. Eine
Resistenz gegen Kobalt oder Aluminium, wie bei ARL1p und ARL2p wurde hingegen nicht
beobachtet. Dies kdnnte ein Indiz gegen eine Lokalisation in der Plasmamembran sein.

Die Komplementationsversuche waren sehr erfolgreich und belegten, dass der beschriebene
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Zusammenfassung

Phénotyp auf eine Disruption des ORFs 013779 zuriick zuflhren ist.

Lokalisationsstudien von VMU 1p wurden mit zahlreichen Plasmiden, die sowohl GFP-, wie
auch Ha-Markierungen besafen, durchgefiihrt. Diese Studien lassen darauf schlieen, dass
VMU1p in der Vakuolenmembran lokalisiert ist. Allerdings konnte an dieser Stelle keine

ganz genauen Aussagen uber die Lokalisation getroffen werden, da Fremd-DNA meist sofort.
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6 Summary

The protein VMU1p (Vacuolar magnesium utilization) is a member of the MIT family

(metal ion transporter) and has domains homologous to CorA-like Mg2" transport proteins.
This protein is encoded by Schizosaccharomyces pombe reading frame 013779.

VMU 1p contains the highly conserved motive GMN, which was found in all known
magnesium transport proteins. These results support the idea that VMLU1p is a magnesium
transporter.

In order to identify the function of VMU1p, the vmu gen of the diploid S. pombe strain
130x131 was disrupted. The correct integration was controlled by PCR and Southern blotting.
The tetrad analyses demonstrated a 2*:2" segregation of the his3 selection marker. This shows
that VMU 1p is not essential.

Under normal grow conditions the disruptant and the wildtype strains showed similar growth
rates. If the cells grew in medium without magnesium, the disrupted strains stopped growing
earlier compared to the wildtype. The addition of magnesium restored growth. A magnesium
specific staining showed that magnesium remained in the vacuoles in the disruptant strain but
not in the wild type. These study suggests that magnesium transport into the cell takes place
both in the disrupted and the wildtype strain, but magnesium mobilisation out of the vacuole
within the cell is affected in the disruptant.

Transformation of the disruptant with the VMUL1 reading frame complemented the phenotype.
Expression of a VMU1p-GFP fusion protein in S. pombe showed that VMU1p is localized in

the vacuole membrane.
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