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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Vorkommen und Bedeutung von Schwermetallen

Die Chemie des Lebens ist die Chemie der leichten Elemente, der Metalle sowie Nicht-
metalle. Einige dieser Elemente zéhlen zu den Schwermetallen. Diese Metalle sind durch eine
Dichte, die groBer als 5 g/cm’ ist, definiert (Hollemann & Wiberg, 1985). Zu ihnen zihlen
Metalle wie beispielsweise Chrom (Cr), Mangan (Mn), Eisen (Fe), Kobalt (Co), Nickel (Ni),
Kupfer (Cu) und Zink (Zn). Diese Ubergangsmetalle spielen in vielen Organismen eine groRe
Rolle fiir den Stoffwechsel und das Wachstum. Neben diesen als essentiell beschriebenen
Schwermetallen gibt es einige, die meist keine biologische Funktion in den Organismen
haben. Zu diesen zédhlen Silber (Ag), Cadmium (Cd), Quecksilber (Hg) und Blei (Pb) sowie
das Metalloid Arsen.

Schwermetalle zeichnen sich durch eine hohe Reaktivitit aus, die sich anhand ihres Atombaus
erklaren 14Bt. So gehdren die meisten Schwermetalle zu den Nebengruppen- oder
d-Elementen. Durch die volumindse Form der d-Orbitale und die dadurch verursachte geringe
Kernanziehung weisen sie eine niedrige lonisierungsenergie auf (Wolff & Glaum, 1985). Die
Tendenz, leicht Elektronen abzugeben oder aufzunehmen, erkldrt ihre Prdsenz in
Elektronentransportketten, aber auch ihre Funktion als Metall-Kofaktoren in vielen Enzymen.
So sind Schwermetalle an Redoxreaktionen beteiligt, sie wechselwirken mit den
verschiedensten Substraten und sorgen fiir Ladungsstabilisierung und Ladungsabschirmung
sowie Wasserionisierung in den Katalysen (Schellenberger, 1989). Hierbei spielen vor allem
Zink, Kupfer, Eisen und Mangan eine wichtige Rolle.

Zink ist der am héufigsten vorkommende Metall-Kofaktor. Es ist in der Katalyse der
Alkoholdehydrogenase (ADH) und weiterer Dehydrogenasen beteiligt (Drewke & Ciriacy,
1988); (Keleti, 1966). Weiterhin ist es in Metallenzymen wie Aldolasen, Isomerasen,
Carboanhydrasen, Proteasen, Nukleasen, Lipasen, Phosphatasen und Superoxiddismutasen
(SOD) enthalten (Coleman, 1998); (Lee et al., 2002).

Der grofite Teil des Zinks ist in Zinkfinger-Proteinen, die schitzungsweise etwa 1 % aller
Proteine ausmachen, zu finden (Rhodes & Klug, 1993). Zinkfinger-Motive gewéhrleisten die
Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA und ermdglichen die Genexpression und
damit die Biosynthese der Proteine. Ein Mangel an Zink geht daher auch mit einer
verringerten Proteinbiosynthese einher (Obata et al., 1996).

Kupfer ist Bestandteil sowohl mehrerer Oxidasen, wie Aminoxidasen und Cytochrom-c

Oxidasen als auch der SOD (Galiazzo et al., 1988). In photosynthetisch aktiven Organismen
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ist Kupfer fiir den Ilichtabhingigen ElektronenfluB zwischen Photosystem I und
Photosystem II im Plastocyanin verantwortlich.

Ebenfalls essentiell fiir die Photosynthese ist das Element Mangan. Es ist im
Wasserspaltungsapparat des Photosystems II enthalten, wo es die Hill-Reaktion katalysiert
(Nugent et al., 2001). Eine Mangandefizienz ist daher &hnlich dem Zinkmangel durch
Chlorosen gekennzeichnet (Ozturk et al., 2003). Katalytisch aktiv ist Mangan auch in
Enzymen wie der ADH und der SOD (Coleman & Weiner, 1973); (Jung et al., 2002).
Mangan fungiert auflerdem als Kofaktor der Phenylalaninammoniumlyase (PAL), die fiir die
Synthese von Zimtséure und phenolischen Verbindungen und damit antifungalen Substanzen
verantwortlich ist.

Eisen spielt eine wichtige Rolle in Enzymen, die reaktive Sauerstoffspezies reduzieren, wie
Peroxidasen und Katalasen. Es ist auch in den Elektronentransfer der Cytochrome involviert
und wird fiir die Synthese des Porphyrinringes des Chlorophylls benétig. Ein Mangel an Eisen
verursacht neben Wachstumsstérung daher auch Chlorosen (Briat ef al., 1995).

Fiir die Stickstoffixierung in Mikroorganismen sind Eisen und Nickel wichtige Kofaktoren
der Nitrogenase beziehungsweise der Hydrogenase (Mulrooney & Hausinger, 2003). In
Pflanzen ist Nickel bisher nur in einem einzigen Enzym, der Urease, gefunden worden (Sirko
& Brodzik, 2000).

Selbst fiir das als nicht-essentiell beschriebene Cadmium konnte eine Funktion als Kofaktor
einer Carboanhydrase der marinen Diatomee Thalassiosira weissflogii nachgewiesen werden
(Lane & Morel, 2000).

Die eingangs beschriebene hohe Reaktivitdit und die hohe Affinitit zu Carboxyl-
(COOH), Amino- (NH;) und Sulthydrylgruppen (SH) in Proteinen machen Schwermetalle
allerdings auch zu Zellgiften. Unter den fiinf toxischsten Substanzen befinden sich daher auch
Cadmium, Blei und Quecksilber (Johnson & DeRosa, 1995). Durch anthropogene Einfliisse,
wie der galvanisierenden und elektrotechnischen Industrie, aber auch durch Landwirtschaft,
z. B. im Weinanbau, wurde der Eintrag von Schwermetallen in die Biosphire drastisch erhoht.
Erschwerend kommt hinzu, da3 diese Metalle persistent sind und sich im Boden, Wasser und
Sediment anreichern (Nriagu & Pacyna, 1988). Als eine Konsequenz daraus erhoht sich die
biologische Resorption von Schwermetallen, vor allem in Mikroorganismen und Pflanzen.
Ubergangsmetalle konnen aufgrund ihrer groBen Affinitit zu funktionellen Gruppen in
Proteinen die Inhibierung einzelner Enzyme und in der Folge dessen die Unterbrechung
gesamter Stoffwechselwege bewirken (Van Assche & Clijster, 1990). Des weiteren kommt es

zur Kompetition mit essentiellen Metallionen in den Enzymen. Vor allem Cadmium und
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Kupfer konnen Kofaktoren, wie Zink und Mangan, leicht aus den aktiven Zentren von
Enzymen verdringen, welches zu einer Inaktivierung dieser Enzyme und damit von gesamten
Stoffwechselwegen fiithren kann.

Metalle, wie Kupfer, Eisen und Chrom, sind zudem in der Lage, reaktive Sauerstoffspezies,
wie Hydroxyl- (OH®) oder Superoxidradikale (O,"), iiber die Haber-Weiss- oder Fenton-
Reaktion zu bilden (Halliwell & Gutteridge, 1984). Diese hochreaktiven Radikale kdnnen mit
der DNA reagieren, was zu Modifikationen der Basen und Depurinierungen fiihren kann.
AuBerdem kann es zur Oxidation von Lipiden und Proteinen kommen. Letzteres hat oftmals
eine Anderung der Konformation mit anschlieBender Inaktivierung der Proteine und Enzyme
zur Folge (Avery, 2001).

Auch nicht-redoxaktive Metalle wie Cadmium, Quecksilber, Nickel und Blei konnen indirekt
reaktive Sauerstoffspezies generieren. Zum einen verdringen sie redoxaktive Metalle aus
thren Bindungszentren oder sie verringern den Gehalt des reduzierten Glutathions, eines
wichtigen Antioxidanz fiir die Zelle (Avery, 2001).

Ubergangsmetalle erlangten auch Bedeutung in Verbindung mit einigen humanen
Krankheiten. So werden besonders Kupfer, aber auch Eisen, Zink und Mangan mit
neurodegenerativen Krankheiten wie Parkinson’s, Alzheimer und prion diseases in
Zusammenhang gebracht (Bush, 2000); (Lehmann, 2002).

Dennoch sind die Organismen den Schwermetallen nicht schutzlos ausgeliefert. Prokaryoten
wie auch Eukaryoten haben Mechanismen entwickelt, die auf der einen Seite den toxischen
Eigenschaften von Schwermetallen entgegenwirken, andererseits aber auch eine Versorgung
bestimmter Stoffwechselwege und Kompartimente mit diesen Metallen zulassen. So ist es
nicht iiberraschend, daB es Uberlappungen einiger detoxifizierender Prozesse mit
Mechanismen der Metallhomdostase gibt. Prinzipiell werden zu den Mechanismen, die die
Metallkonzentrationen innerhalb einer Zelle modulieren konnen, die Aufnahmeregulierung
bzw. der Ausschlul von Metallen aus der Zelle, die Chelatierung, die Kompartimentierung,
die Biotransformation und die Zellreparatur gezahlt. In den nichsten Kapiteln soll auf einige

dieser Mechanismen ndher eingegangen werden.

1.2. Metallaufnahme

Zink, Kupfer, Eisen und Mangan sind essentielle Nihrelemente. Im UberschuB kdnnen sie
allerdings toxisch wirken. Daher ist eine Regulierung der Metallaufnahmesysteme
unabdingbar. Eine Voraussetzung des Metalltransports iiber biologische Membranen ist die

Existenz transportierender Membranproteine. Der diffusionsgetriebene passive Transport von
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Metallionen wird dabei durch Kanéle oder Poren gewihrleistet (Frausto da Silva & Williams,
2001). Als Antriebskraft fiir diese Art des Transports ist ein Konzentrationsunterschied
zwischen Auflen- und Innenmilieu ausreichend. Aktive Transporter hingegen werden durch
Energickopplung angetrieben. Dabei unterscheidet man Transportprozesse, die durch ATP-
Hydrolyse mittels ATPasen energetisiert oder durch die protonenmotorische Kraft (PMF)
bewirkt werden. Letzteres treibt den Metalltransport durch die Existenz eines
elektrochemischen Protonengradientens, der iiber der gesamten Membran aufgebaut wird, an.
Einige dieser passiven und aktiven Transporter sollen in den nichsten Abschnitten ndher
beschrieben werden.

Die Aufnahme einzelner Metalle erfolgt iiber zwei oder mehrere Transportsysteme. Meist
wird hierbei zwischen high affinity und low affinity Systemen unterschieden. Das high affinity
System wird dabei unter Mangelbedingungen aktiviert, wihrend das low affinity System im
UberschuB von Metallionen den Transport dieser Ionen ermdglicht. Diese invers zur Metall-
konzentration regulierte Aktivierung der Authahmesysteme stellt eine erste Kontrollstufe dar.
Obwohl Eisen das zweithdufigste Elemente der Geosphére ist, wird seine Aufnahme stark
eingeschrinkt, da es als unlsliches Fe’" vorliegt. Die meisten Mikroorganismen und einige
Pflanzen sind in der Lage, Siderophore zu sekretieren. Uber diese low molecular weight
Chelatoren wird Eisen gebunden und dann mittels spezifischer Transporter in die Zelle
aufgenommen (Neilands, 1995). Obwohl die Hefen Schizosaccharomyces pombe und
Saccharomyces cerevisiae selbst keine Siderophore bilden, kénnen sie Siderophore anderer
Organismen nutzen und Eisen iiber spezifische Transportsysteme aufnehmen (Lesuisse et al.,
2001).

Neben diesem nicht-reduktiven Transport besteht die Moglichkeit, Eisen nach vorheriger
Reduktion zu Fe®" aufzunehmen. In S pombe geschicht dieses iiber ein Drei-
Komponentensystem. Nachdem Fe’" durch die Reduktase Frpl zu Fe*' reduziert wurde,
erfolgt die Aufnahme {iber den Permease/Oxidase Komplex Fipl/Fiol (Roman et al., 1993);
(Askwith & Kaplan, 1997). Fiir S. cerevisiae wurde zuvor ein analoges System, bestehend aus
den Reduktasen Frel und Fre2 sowie dem Permease/Oxidase Komplex Fet3/Ftrl, beschrieben
(Eide, 1998).

Unter UberschuBbedingungen wird Eisen wie schon beim high affinity System iiber Frel und
Fre2 reduziert und iiber den low affinity Eisentransporter Fet4 aufgenommen (Dix et al.,
1994).

Analog zum Eisenaufnahmesystem kann Kupfer je nach Verfiigbarkeit {iber ein high affinity

oder low affinity System aufgenommen werden. In S. cerevisiae wird Cu®" dabei durch die
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bereits erwihnten Reduktasen Frel und Fre2 zu Cu' reduziert (Hassett & Kosman, 1995). Die
Aufnahme erfolgt im high affinity System iiber die plasmamembranstindigen Transporter
Ctrl und Ctr3 (Dancis et al., 1994); (Pena et al., 2000). Die Regulation der Expression von
Frel, Ctrl und Ctr3 wird dabei liber den kupferresponsiven Transkriptionsfaktor Macl
vermittelt (Labbe ef al., 1997). Eine zweite, posttranslationelle Regulationsmdéglichkeit ist fiir
Ctrl bekannt. Bei zu hohen Kupferkonzentrationen wird das Protein degradiert und so eine
erhohte Akkumulation von Kupfer verhindert (Ooi et al., 1996). Bei hohen Kupfer-
konzentrationen werden aullerdem low affinity Systeme aktiviert. Zu diesen zédhlen die zur
Smf-Familie gehdrenden Transporter und Ctr2 (Cohen et al, 2000); (Kampfenkel et al.,
1995).

Kiirzlich wurde fiir S. pombe ein high affinity Kupfertransportkomplex identifiziert. Nur eine
Koexpression der beiden Transporter Ctr4 und Ctr5 fiihrt zu einer Lokalisierung in der
Plasmamembran und gewihrleistet die Kupferaufnahme. Die Transkription beider Gene wird
durch den metallregulatorischen Transkriptionsfaktor Cufl reguliert (Zhou & Thiele, 2001).
Die Aufnahme von Zink in S. cerevisiae wird iiber den high affinity Zinktransporter Zrtl bzw.
den low affinity Transporter Zrt2 vermittelt (Zhao & Eide, 1996a); (Zhao & Eide, 1996b). Die
Regulation dieser Gene in Abhidngigkeit von der Zinkkonzentration erfolgt durch den
Transkriptionsfaktor Zapl (Zhao et al., 1998). Eine posttranslationelle Regulation ist nur fiir
Zrtl bekannt. Bei hohen Zinkkonzentrationen wird das Protein ubiquitinyliert und iiber
Endozytose in die Vakuole transportiert, wo es degradiert wird (Gitan et al., 1998). Kiirzlich
konnte gezeigt werden, da3 diese Form der Aufnahmeregulation die Toleranz gegeniiber
Cadmium unter zinklimitierenden Bedingungen erhohen kann (Gitan et al., 2003). Zrtl wird
nicht nur unter ZinkiiberschuB, sondern auch bei Zinkmangel abgebaut. Da Zrtl die
Aufnahme von Cadmiumionen gerade unter Zinkmangel bewirkt, verhindert die Inaktivierung
des Zrtl durch Endozytose den Transport dieser toxischen Ionen in die Hefezelle.

In S. pombe sind drei zur ZIP-Familie (ZRT-like, IRT-like Proteins) gehdrende putative

Zinktransporter in der Datenbank (http://www.genedb.org/genedb/pombe/index.jsp) annotiert.

Diese wurden bisher noch nicht genauer charakterisiert.

Die Aufnahme der als nicht-essentiell beschriebenen Schwermetallionen erfolgt iiber
Transporter der essentiellen Ubergangsmetalle. Generell weisen die low affinity Transporter
eine geringere Substratspezifitit auf. So wird beispielsweise neben Eisen auch Kupfer,
Mangan, Zink und Kobalt durch Fet4 in die Hefezelle transportiert (Dix et al., 1997).
Cadmium kann wie bereits erwdhnt durch Zrtl oder aber durch Kalzium-Kanéle

aufgenommen werden. Dieses konnte fiir den pflanzlichen Kalzium-Transporter LCT1 in
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S. cerevisiae gezeigt werden (Clemens et al, 1998). Der Eisentransporter IRT1 aus
Arabidopsis thaliana weist ebenfalls eine geringe Substratspezifitit auf. In S. cerevisiae
exprimiert, zeigt er Aufnahme von Mangan und Zink (Korshunova et al., 1999). AuBlerdem
verursacht er einen cadmiumsensitiven Phidnotyp (Rogers et al., 2000). Eine verstirkte
Cadmiumaufnahme und eine erhdhte Cadmiumsensitivitit konnte fiir 35S-IRT1 A. thaliana
Pflanzen unter Eisendefizienzbedingungen nachgewiesen werden und bestétigt die Aufnahme
dieses Metalls durch IRT1 (Connolly et al., 2002).

Prinzipiell wird die Metallaufnahme durch viele weitere Faktoren beeinflufit, so z. B. pH und
Redoxkraft des umgebenden Mediums. Aber auch das Vorhandensein von Bindungspartnern
und Kompartimenten innerhalb der Zelle scheint von gro3er Bedeutung zu sein.

Passive Transportprozesse wiirden nur so lange aufrechterhalten werden, bis die
Konzentration der Metallionen auf beiden Seiten der Diffusionsbarriere ausgeglichen wire.
Durch die Bindungen der Metallionen an intrazelluldre Bindungspartner werden diese aus
dem Gleichgewicht genommen und der diffusionsgetriebene Transport findet weiter statt
(Frausto da Silva & Williams, 2001). Auch Bindungsplitze innerhalb der aktiven Transporter
werden durch die Chelatierung an intrazellulire Molekiile fiir weitere lonen zuginglich.
Wichtig ist auBerdem, dal die verschiedenen Metallionen unterschiedliche Affinitit zu
intrazelluldren Bindungspartnern aufweisen. Daher kann ein Metall, das beispielweise im
UberschuB vorliegt, nicht die gesamten intrazelluldren Bindungsplitze absittigen und die
Aufnahme anderer Ionen in die Zelle verhindern. Des weiteren stellt auch die Menge eines
bestimmten intrazelluldren Chelators einen Kontrollmechanismus fiir die Aufnahme eines
Metallions dar. Dariiber hinaus konnen die an Chelatoren gebundenen Ionen in
Kompartimente transportiert und gespeichert werden. Damit wiren wieder intrazelluldre
Bindungsstellen fiir die Aufnahme weiterer Metallionen frei.

Sowohl auf die Kompartimentierung als auch auf einige intrazelluldre Chelatoren fiir Metalle

soll in den nichsten Kapiteln ndher eingegangen werden.

1.3. Glutathion

Mit einer Konzentration von mehr als 10 mM in der Hefezelle ist Glutathion (GSH)
pradestiniert als einer der initialen Bindungspartner von Schwermetallionen. Neben seiner
Funktion als Chelator ist es aulerdem essentiell fiir die Entgiftung von Xenobiotika, wirkt als
Antioxidanz und stellt den groBten reduzierten nicht-proteinogenen Schwefelspeicher dar

(Noctor et al., 2002). AuBerdem ist es in die Protein- und DNA-Synthese involviert und wird
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fir die Aufrechterhaltung der Membranintegritit benotigt. Dariiberhinaus ist es fiir die
Regulation der Aktivitét einiger Enzyme verantwortlich (Meister & Anderson, 1983).
Glutathion ist aus den Aminosduren Glutamat (Glu), Cystein (Cys) und Glycin (Gly)
aufgebaut. Die Synthese erfolgt iiber zwei ATP-abhingige Reaktionen. Die y-Glutamyl-
cysteinsynthetase (y-ECS E.C. 6.3.2.2) katalysiert die Ligation von Glutamat und Cystein
iiber eine y-Peptidbindung. Dieses Dipeptid wird dann mit Glycin durch die
Glutathionsynthetase (GSH-S E.C. 6.3.2.3) verkniipft (Meister & Anderson, 1983).

Die Synthese von y-Glutamylcystein ist der limitierende Schritt in der GSH-Synthese. Sie ist
nicht nur durch die Verfiigbarkeit von Cystein beeinfluf8t, sondern wird auch durch eine feed
back Hemmung des Glutathions auf die y-ECS reguliert (Hell & Bergmann, 1990).

Durch die Inhibierung der y-ECS durch Buthioninsulfoximin (BSO) kann die Synthese von
v-Glutamylcystein stark herabgesetzt und in Folge dessen die Synthese von Glutathion nahezu
unterbunden werden (Griffith & Meister, 1979).

Sowohl gshl als auch gsh2, die die Strukturgene der y-ECS bzw. GSH-S darstellen,
unterliegen einer strikten Regulierung. In A. thaliana konnte fiir diese beiden Gene eine
erhohte Transkriptakkumulation eine Stunde nach Cadmium- bzw. Kupferbehandlung gezeigt
werden (Xiang & Oliver, 1998). Fiir alle anderen Schwermetalle konnte keine Induktion von
gshl und gsh2 nachgewiesen werden.

Auch in der Spalthefe S. pombe konnte eine erhohte Expression der GSH-S nach Cadmium-,
aber auch nach oxidativem StreB gezeigt werden (Kim et al., 2003). Eine Uberexpression
dieses Enzyms hatte neben einem erhohten GSH-Gehalt auch eine gesteigerte y-ECS-Aktivitit
zur Folge. AuBlerdem zeigten diese Transformanden eine erhohte Toleranz gegeniiber
Cadmium und Quecksilber. Glutathion-defiziente Mutanten hingegen wiesen eine erhdhte

Sensitivitdt gegeniiber Cadmium und in geringerem MafBle auch gegeniiber Kupfer auf

(Coblenz & Wolf, 1994).

1.4. Phytochelatine

Die erhohte Cadmiumsensitivitit der GSH-defizienten Mutanten ist nicht allein durch den
stark verminderten Gehalt des Glutathions zu erkldren. Vielmehr sind diese Mutanten durch

das Fehlen von Phytochelatinen (PC) gekennzeichnet.
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Abb. 1.4-1 Struktur der Phytochelatine (PC,): Der Index n gibt die Anzahl der repetitiven y-Glutamylcystein-
einheiten an.

Phytochelatine sind niedermolekulare cysteinreiche Peptide, die aus zwei bis maximal 11
Glutathioneinheiten aufgebaut sind (siche Abb. 1.4-1).

Sie wurden erstmals 1981 als Cd-bindende Peptide in S. pombe charakterisiert und als
Cadystine bezeichnet (Murasugi et al., 1981). Sie setzen sich aus den drei Aminosduren
L-Glutamat, L-Cystein und Glycin zusammen (Murasugi et al., 1983). Kurze Zeit spiter
wurden diese Verbindungen auch in Pflanzen nachgewiesen. Die Extrakte cadmium-
behandelter Rauvolfia serpentina Kulturen zeigten ebenfalls streBinduzierte Verbindungen der
gleichen Aminosidurezusammensetzung (Grill ef al., 1985). Untersuchungen von mehr als 200
Pflanzenspezies ergaben, dafl diese Peptide weit verbreitet zu finden sind, so z.B. in
Bliitenpflanzen, Farnen, Algen und einigen Moosen (Gerkeler et al., 1989). Auf Grund der
Annahme, daBl diese Peptidchelatoren nur in Pflanzen und Hefen, nicht aber in tierischen
Organismen vorkommen, wurden sie als Phytochelatine bezeichnet.

Neben der strukturellen Ahnlichkeit von Glutathion und Phytochelatinen wiesen auch
wechselseitige Abhédngigkeiten ihrer Konzentrationen auf eine Verkniipfung dieser beiden
Stoffwechselwege hin. So konnte wihrend der Phytochelatinbildung eine Abnahme des
Glutathiongehaltes beobachtet werden (Rauser, 1995). Eine Induktion der Phytochelatin-
biosynthese iiber Transkription und Translation wurde zum einen wegen der y-Peptid-
verkniipfung und zum anderen wegen der schnellen StreBantwort ausgeschlossen. Die ersten
Phytochelatine konnten bereits 15 Minuten nach StreBapplikation nachgewiesen werden (Grill
et al., 1987). Dieses deutete daraufthin, daB das katalytisch aktive Enzym konstitutiv
exprimiert sein mufl und die Synthese von PC unabhingig von einer Proteinneusynthese
vonstatten gehen muf3. Letzteres wurde durch das Einsetzen des Proteinbiosyntheseinhibitors
Cycloheximid nachgewiesen (Scheller et al., 1987).

Grill und Mitarbeitern gelang es letztendlich, das fiir die Synthese verantwortliche Enzym zu

charakterisieren (Grill ef al., 1989). Die Phytochelatinsynthase (PCS E.C. 2.3.2.15) wirkt als
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Transpeptidase und verkniipft y-Glutamylcystein mit Glutathion oder einem Phytochelatin-
peptid unter Freisetzung von Glycin ohne ATP-Verbrauch. Die Synthese von Phytochelatinen
erfolgt erst nach Aktivierung des Enzyms mit Schwermetallionen. Neben Cd*" als stirkstem
Aktivator sind auch Pb2+, Zn2+, Ag+, Cu2+, Hg2+ und Arsenat bzw. Arsenit zur Aktivierung
befdhigt. Alkali- und Erdalkalielemente sowie Chrom, Kobalt und Eisen induzieren hingegen
keine Phytochelatinsynthese (Grill et al., 1987). Trotz der Vielzahl von Schwermetallen, die
die Synthese von Phytochelatinen induzieren, konnten in vivo nur Komplexe mit Cadmium,

Kupfer und Arsen nachgewiesen werden (Maitani ef al., 1996); (Schmoger et al., 2000).

cepcs [T TIL T TIIID

konserviert variabel

A B

lOOj
;\? i - ASpPCS Amino- Carboxy-
E terminus terminus
=)
= APCS [ T T T 1 I LI T T1
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Abb. 1.4-2 Wachstum der PCS knock-out Mutante nach Cadmiumbehandlung und die Struktur
verschiedener Phytochelatinsynthasen: Der S. pombe Wildtyp und der PCS knock-out wurden auf eine Start-
OD von 0,1 im EMM-Medium eingestellt und in den entsprechenden Cadmiumkonzentrationen fiir 18 — 20
Stunden bei 30°C und 150 rpm wachsen gelassen (A). Schematische Darstellung der verschiedenen
Phytochelatinsynthasen (B) aus A. thaliana (AtPCS), Weizen (TaPCS), S. pombe (SpPCS) und C. elegans
(CePCS) modifiziert nach (Cobbett, 2000). Die senkrechten Striche markieren die Positionen der Cysteine.

Erst zehn Jahre nach den ersten enzymatischen Untersuchungen konnten die PCS-Gene
verschiedener Organismen identifiziert und kloniert werden (Clemens et al., 1999); (Ha et al.,
1999); (Vatamaniuk et al., 1999). Neben den Phytochelatinsynthasegenen von A. thaliana
(AtPCS) und Weizen (TaPCS) wurde durch Sequenzvergleiche ein homologes Gen in
S. pombe gefunden und SpPCS benannt. Die Gene wurden in S. cerevisiae bzw. Escherichia
coli transformiert. Beide Mikroorganismen besitzen keine Phytochelatinsynthase und sind
daher auch nicht in der Lage, Phytochelatine zu synthetisieren. Nach Cadmiumbehandlung
konnten in den Proteinextrakten der Transformanden Phytochelatine nachgewiesen werden
(Clemens et al., 1999); (Ha et al., 1999); (Vatamaniuk et al., 1999). Aullerdem zeigten die
Transformanden gegeniiber Kontrollzellen eine erhohte Cadmiumtoleranz. Die katalytische
Funktion der PCS-Genprodukte fiir die Phytochelatinsynthese und ihre Bedeutung fiir die

Cadmiumtoleranz konnte damit belegt werden.
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In S. pombe wurde aulerdem ein PCS knock-out (ASpPCS ) generiert. Dieser ist nicht mehr
in der Lage, Phytochelatine zu synthetisieren und zeigt Hypersensitivitit gegeniiber Cadmium
(siche Abb. 1.4-2A) (Clemens et al., 1999); (Ha et al., 1999). Durch die Transformation von
pSGP72/SpPCS in ASpPCS erlangte dieser seine Fihigkeit zur Phytochelatinsynthese und
seine Cadmiumtoleranz wieder.

Sequenzhomologiestudien der verschiedenen Phytochelatinsynthasen zeigen einen hoch-
konservierten N-Terminus und einen nicht-konservierten C-Terminus (Abb. 1.4-2B). Es
wurde daher postuliert, dal der N-Terminus die katalytisch aktive Doméne der PCS darstellt,
wihrend der C-Terminus eher als Metallsensor gilt (Cobbett, 1999). Letzterer bindet Metalle
in noch unbestimmter Form und bringt sie ndher mit der katalytischen Domine in Kontakt.
Darauthin wird das Enzym katalytisch aktiviert. Hierbei werden sowohl Metall-
Bisglutathionatkomplexe als auch freie Metallionen als Aktivatoren der PCS diskutiert
(Vatamaniuk et al., 2000); (Oven et al., 2002). Die Synthese von Phytochelatinen erfolgt bis
alle Schwermetallionen physiologisch inaktiviert sind. Die neu synthetisierten Phytochelatine
kompetitieren mit den im Enzym gebundenen Ionen und inaktivieren somit die PC-Synthase.
Diese Form der Autoregulierung wurde von Loffler und Ko-Autoren nachgewiesen (Loffler et
al., 1989). Auch der Einsatz von kiinstlichen Chelatoren wie EDTA fiihrt zu einer
Inaktivierung des Enzyms.

Interessanterweise zeigen auch Sequenzen tierischer Organismen, wie Caenorhabditis
elegans, C. briggsae, Dictyostelium discoideum und Cionia intestinalis, Homologien zu
Phytochelatinsynthasen (Clemens et al., 2001; Cobbett & Goldsbrough, 2002); (Dehal et al.,
2002). Damit wurde die Hypothese, daB sich das Vorkommen von Phytochelatinen auf
pflanzliche und pilzliche Organismen beschrinkt und tierische Organismen eher
Metallothioneine (MT) als detoxifizierendes Protein nutzen, widerlegt.

Die Expression der PCS aus C. elegans in S. cerevisiae und der S. pombe ASpPCS Mutante
vermittelte eine erhohte Resistenz gegeniiber Cadmium (Vatamaniuk et al., 2001); (Clemens
et al., 2001). Die Funktionalitit der CePCS wurde zusitzlich durch den Nachweis von
Phytochelatinen in beiden Hefen bestitigt. Fiir die Metallothioneine der Invertebraten und
Vertebraten wurde hauptsdchlich Cadmiumbindung und -detoxifizierung nachgewiesen.
Allerdings ist es unumstritten, daBl Phytochelatine die Entgiftung von Cadmiumionen
bewirken. Das Vorkommen von Phytochelatinen und Metallothioneinen in einem Organismus
wirft Fragen iiber die Funktion des jeweiligen Chelators auf. Sind Metallothioneine solcher
Organismen wirklich an der Detoxifizierung nicht-essentieller Schwermetalle beteiligt oder

gewihrleisten sie die Homdostase essentieller Metallionen? Bisher jedoch wurde den
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Metallothioneinen einen gréferen Beitrag an der Detoxifizierung in Organismen, die sowohl

tiber MT als auch PC verfiigen, beigemessen (Yu et al., 1994).

1.5. Metallothioneine

Metallothioneine wurden 1957 als cadmiumbindendes Protein aus Pferdeniere isoliert
(Margoshes & Vallee, 1957). Seitdem wurden diese Proteine in weiteren tierischen
Organismen wie auch in Hefen, Pilzen, Pflanzen und einigen Prokaryoten nachgewiesen
(Hamer, 1986).

1976 wurde die erste Aminosduresequenz eines MT publiziert (Kojima et al., 1976).
Metallothioneine haben eine ungewohnliche Aminosdurezusammensetzung. Diese kleinen
Proteine besitzen meist keine aromatischen und nur wenige hydrophobe Aminosduren. Thr
Cysteingehalt betrdgt bis zu 33 %, wobei die Cysteine in Cys-X-Cys oder Cys-X-X-Cys
Clustern angeordnet sind (Kégi & Schaffer, 1988).

Auf Grund des hohen Cysteinanteils im Protein nahm man an, da3 Metallothioneine fiir die
Bindung und Detoxifizierung von Schwermetallen verantwortlich sein konnten. In weiteren
Untersuchungen fand man tatséchlich einen hohen Metallgehalt innerhalb der MT. Vier bis zu
12 Mol Metallatome pro Mol Protein werden iiber Thiolate an die Cysteine gebunden (Hamer,
1986). Dabei fand man in tierischen MT hauptsédchlich Zink chelatiert. Dieses kann allerdings
leicht durch Kupfer und Cadmium verdridngt werden (Shaw et al., 1991). Kupfer hingegen
wird bevorzugt durch pflanzliche, pilzliche und Hefe-MT komplexiert.

Auf Grund der zunehmenden Anzahl an MT-Sequenzen mufite die von Kégi und Ko-Autoren
vorgeschlagene Nomenklatur der Metallothioneine erweitert werden (Kégi & Kojima, 1979).
So wurde die Einteilung in drei Klassen eingefiihrt (Fowler et al., 1987). In die Klasse I
wurden alle dem urspriinglich identifizierten Pferdenieren-MT &hnlichen Metallothioneine
zugeordnet. Zur Klasse II gehoren jene MT, die keine Sequenzhomologie zu diesem MT
zeigen. Als MT der Klasse III werden die Phytochelatine (siche 1.4) bezeichnet.

Aber auch diese Nomenklatur war bald nicht mehr ausreichend, so dal3 eine Unterteilung in
MT-Familien, Unterfamilien und Untergruppen vorgeschlagen wurde (Kojima et al., 1999).
Diese Nomenklatur erfolgte aufgrund von Sequenzvergleichen und taxonomischer

Einordnung (siehe auch http://www.unizh.ch/~mtpage/classif.html).

Neben der frithen Aufklirung der Aminosdurestrukur gehdren Metallothioneine auch zu den
ersten Proteinen, deren Struktur iiber NMR und Rontgenkleinwinkelstreuung ermittelt wurde

(Otvos & Armitage, 1980); (Furey et al., 1986).
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humanes MT-2A
MDPNCSCAAGDSCTCAGSCKCKECKCTSCKKSCCSCCPVGCAKCAQGCICKGASDKCSCCA

A. thaliana MT-2b
MSCCGGSCGCGSACKCGNGCGGCKRYPDLENTATETLVLGVAPAMNSQYEASGETFVAENDA
CKCGSDCKCNPCTCK

N. crassa MT
MGDCGCSGASSCNCGSGCSCSNCGSK

C. elegans MTII
MVCKCDCKNQNCSCNTGTKDCDCSDAKCCEQYCCPTASEKKCCKSGCAGGCKACECAQAA
H

S. cerevisiae Cupl
MFSELINFOQNEGHECQCQCGSCKNNEQCQKSCSCPTGCNSDDKCPCGNKSEETKKSCCSGK

S. cerevisiae Crs5
MTVKICDCGECCKDSCHCGSTCLPSCSGGEKCKCDHSTGSPQCKSCGEKCKCETTCTCEKSK
CNCEKC

S. pombe Zyml
MEHTTQCKSKQGKPCDCQSKCGCQDCKESCGCKSSAVDNCKCSSCKCASK

Abb. 1.5-1 Aminosiuresequenz einiger Metallothioneine verschiedener Organismenklassen.

Trotz der teilweise recht unterschiedlichen Primirsequenzen (sieche Abb. 1.5-1) und der
ungleichen Cysteinverteilung zeigen die dreidimensionalen Strukturen der verschiedenen
Metallothioneine untereinander wenig Unterschiede (Vasak & Hasler, 2000).

Sauger-MT haben ein Molekulargewicht von 6000 — 7000. Sie besitzen zwei Doménen, die
durch einen Linker von zwei bis etwa 20 Aminosduren verbunden sind. Die carboxyterminale
oder a-Domine enthdlt 11 Cysteine, wihrend die aminoterminale oder B-Doméine nur neun
Cysteine aufweist (Hamer, 1986). Beide Doménen verfiigen iiber Metallbindungsstellen, die
sich aber durch eine unterschiedliche Affinitdt zu den verschiedenen Metallen auszeichnen.
So wurden Cadmium und Zink hauptsidchlich in der C-terminalen und Kupfer in der N-
terminalen Doméane nachgewiesen (Nielson & Winge, 1983); (Nielson & Winge, 1984). Die
Bindung von Cadmium und Zink erfolgt tetrahedral {iber jeweils vier Cysteine, wihrend
Kupfer trigonal pyramidal oder digonal gebunden wird (Stillman, 1995). Es konnen in der o-
Domine vier Zink- oder Cadmiumatome bzw. sechs Kupferatome und in der 3-Domine sechs
Kupferatome bzw. drei Zink- oder Cadmiumatome gebunden werden (siche Abb. 1.5-2A u.
B). Die Rekonstitution der einzelnen Domédnen mit den Metallen erfolgt dabei unabhéngig

voneinander (Nielson & Winge, 1985).
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Abb. 1.5-2 Metallbindung in den Metallothioneinen: Schematische Darstellung der B- und o -Doméne des
Maus [Cd7]-MT-1 (A bzw. B); (Zangger et al., 1999). Die grilnen Kugeln markieren die Cadmiumatome.
Struktur des silbersubstituierten Cupl aus S. cerevisiae (C); (Peterson et al., 1996). Die griinen Kugeln
markieren die Silberatome. Die Abbildungen wurden der RCSB Proteindatenbank entnommen

(http://www.rcsb.org/pdb/).

Neben Sauger-MT wurde auch das Metallothionein Cupl aus S. cerevisiae genauer
untersucht. Im Unterschied zu seinem zweiten MT Crs5, das fiir die Metalldetoxifizierung nur
eine untergeordnete Rolle spielt, besteht Cupl nur aus einer Domine (Abb. 1.5-2C) (Jensen et
al., 1996). Diese ist in der Lage, sieben Kupferatome zu binden.

Auch die Gene, die fiir Cupl und Crs5 kodieren, zeigen unerwartet gro3e Unterschiede. So
sind sie auf zwei verschiedenen Chromosomen lokalisiert und zeigen grof3e strukturelle
Variabilitdt. Derartige Unterschiede sind bisher in den kodierenden Sequenzen von MT
hoherer Eukaryoten noch nicht gefunden worden. Diese besitzen mindestens zwei strukturell
miteinander verwandte Gene, die zu einer Multigenfamilie gehdren. In 4. thaliana sind sechs,
in Méusen vier und im Menschen derzeit 17 Metallothioneinsequenzen bekannt.

MT-Gene werden durch eine Vielzahl von Stimuli, so z.B. durch Hormone,
Wachstumsfaktoren, Metallionen, Hitzeschock und viele weitere StreBbedingungen oder
Wirkstoffe, induziert (Kégi, 1991). In die Regulierung sind dabei cis- und trans-acting
elements involviert (Hamer, 1986).

Die Biosynthese von Metallothioneinen, aber auch anderer Metallhomdostaseproteine, wird
transkriptionell durch metallregulatorische Transkriptionsfaktoren (MRTF) induziert. Dabei
sind in tierischen Organismen nur M7-I und MT-II induzierbar (Palmiter, 1987). Der
Transkriptionsfaktor MTF1 (metal transcription factorl) bindet in Gegenwart von Zink an
cis-acting MRE (metal response elements). Diese liegen innerhalb der 5° Promotorregion des
jeweiligen Gens (Andrews, 2000).

In S. cerevisiae wurde der kupferresponsive Transkriptionsfaktor Acel, auch als Cup2
bezeichnet, entdeckt (Thiele, 1988); (Buchman ef al., 1989). Acel wirkt als Kupfersensor und
weist eine dhnlich Struktur wie Cupl auf. Seine N-terminale Domine besitzt 11 fiir die

Kupferbindung essentielle Cysteine, die ebenfalls in Cys-X-Cys Clustern angeordnet sind
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(Fiirst et al., 1988). Durch die Kupferbindung wird die Konformation von Acel veridndert und
die Bindung an die DNA stabilisiert (Dameron et al., 1991). Acel interagiert mit dem cis-
acting Promotorelement des CUPI Gens nur in Anwesenheit von Kupfer oder Silber. Da
Acel im Zellkern lokalisiert ist, mufl Kupfer in den Nukleus transportiert werden. Kupfer
wird hauptsédchlich iiber Chaperone in andere Organelle transportiert. Bisher konnte aber noch
kein Protein identifiziert werde, das fiir einen Transport in den Kern verantwortlich ist
(Winge, 2002). Ebenfalls ungeklirt ist, ob das redoxaktive Kupfer {iber Apothioneine, die
metallfreie Form der MT, gebunden oder durch Effluxpumpen aus dem Zellkern entfernt
wird (Wright et al., 1988).

Die bereits erwédhnte Induzierbarkeit der MT-Gene durch eine Vielzahl von Stref3faktoren
und chemischen Substanzen macht es nahezu unmdoglich, eine spezifische Funktion fiir diese
Proteine zu definieren. Selbst Jahrzehnte nach der Entdeckung dieser Proteine ist es noch
nicht gelungen, die Metallothioneine funktionell zu charakterisieren (Palmiter, 1998). Durch
das Vorhandensein von Multigenfamilien in den meisten Organismen ist das Generieren von
knock-out Mutanten und somit die Untersuchung moglicher Funktionen erschwert. Auf der
anderen Seite 146t das Vorkommen verschiedener, gewebsspezifischer und unterschiedlich
regulierter MT Isoformen auf komplexe Funktionen schlieBen. So konnte neben den
metallresponsiven und an der Metalldetoxifizierung beteiligten MT-I und MT-II aus Méusen
ein weiteres Metallothionein nachgewiesen werden. Dieses als MT-III bezeichnete MT wird
nicht durch Metalle induziert und trigt nicht zu einer Toleranzsteigerung in M7-1 und MT-I1
Null Miusen bei (Palmiter et al., 1992).

Dennoch ist die Hypothese, dal Metallothioneine hauptsidchlich an der Detoxifizierung von
Schwermetallen beteiligt sind, favorisiert. Gestiitzt wird diese Aussage durch Untersuchungen
an MT knock-out Organismen. Sowohl Acupl als auch M7-I und MT-1I Null Méuse zeigen
ein unveridndertes Wachstum und eine stérungsfreie Entwicklung unter Normalbedingungen.
Nach Kupfer- bzw. Cadmiumzugabe zeigen jedoch beide Mutanten eine erhohte Sensitivitat
gegeniiber diesen Metallen (Hamer ef al., 1985); (Masters et al., 1994). Eine Uberexpression
des MT geht entsprechend mit einer Toleranzsteigerung einher (Liu et al., 1995). Dennoch
scheint die Detoxifizierung von Cadmiumionen in den tierischen Organismen nicht die
evolutiondre Funktion der Metallothioneine zu sein (Palmiter, 1998). Das ubiquitére
Vorkommen und die starke Konservierung des Proteins in allen Organismenklassen bei
geringen ,,natlirlichen* Cadmiumkonzentrationen spricht gegen diese These. Erst im letzten
Jahrhundert nahm der Anteil des Cadmiums in der Biosphire, verursacht durch anthropogene

Einfliisse, zu. Eine Funktion fiir Metallothioneine wiirde demnach erst seit etwa 100 Jahren
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bestehen. Dieses ist nach evolutiondren Aspekten, so z. B. der Selektion, ausgeschlossen.
Vielmehr fanden sich Hinweise, daB MT als Zinkspeicherproteine dienen und somit die
Versorgung von Apometallenzymen mit Zink gewahrleisten konnen (Udom & Brady, 1980).
Dal3 Metallothioneine Zink an Apoenzyme mit weitaus geringeren Zinkbindungskonstanten
abgeben konnen, festigt diese Hypothese (Jacob et al., 1998). Allerdings konnte in vivo noch
nicht nachgewiesen werden, dal MT fiir die Zinkbereitstellung wihrend der Neusynthese von
Metallenzymen essentiell sind. Andererseits existieren in einigen Enzymen, so z. B. in der
Carboxypeptidase A, neben katalytischen auch inhibierende Zinkbindungsstellen (Larsen &
Auld, 1991). Apothioneine sind in der Lage, durch gezielte Komplexierung dieser Zinkatome,
solche Enzyme zu aktivieren (Maret ef al., 1999).

Weiterhin wird die Modulierung der Transkription verschiedener Gene als mogliche Funktion
der Metallothioneine diskutiert. So wurden die Interaktionen von MT sowohl mit dem
Transkriptionsfaktor Sp1 als auch NF-kB nachgewiesen (Zeng et al., 1991); (Abdel-Mageed
& Agrawal, 1998). Da die Aktivierung von NF-kB anti-apoptotisch wirkt, scheinen MT auch
in den programmierten Zelltod involviert zu sein. Eine verminderte Expression von
Metallothioneinen geht mit einem verlangsamten Wachstum und beschleunigtem Zelltod
einher (Abdel-Mageed & Agrawal, 1997). Eine Translokation der mit Zink gebundenen
Metallothioneine vom Zytosol in den Kern wiéhrend der frithen S-Phase des Zellzyklus spricht
ebenfalls fiir eine Beteiligung an der Transkription (Tsujikawa et al., 1991).

Auch die Regulation der Atmung scheint eine mdogliche Funktion der Metallothioneine
darzustellen, da Zink die Inhibierung aller vier Komplexe der Atmungskette bewirken kann
(Skulachev et al., 1967). So konnte nach Import von Zn-MT in Mitochondrien tatséchlich
eine Verringerung der Atmungsaktivitit nachgewiesen werden (Ye et al., 2001).

Auf Grund des hohen Cysteingehaltes konnten Metallothioneine auch als Antioxidanz wirken.
Erstaunlicherweise zeigen MT eine 300fach hohere Affinitit zu Hydroxylradikalen als
Glutathion, das als Hauptantioxidanz innerhalb der Zelle beschrieben wurde (Thornalley &
Vasak, 1985).

Ob diese Aspekte wirklich die Funktionen der Metallothioneine darstellen, mul3 allerdings
weiterhin untersucht werden. So gibt es fiir alle beschriebenen Funktionen von MT keine
allgemeingiiltigen Beweise. Besonders die Existenz verschiedener Isoformen, die
entwicklungsabhéngige bzw. gewebsspezifische Expression und das universelle Vorkommen
sind Indizien fiir eine weitere Funktion aullerhalb der Chelatierung und Detoxifizierung von
Schwermetallen. Dariiber hinaus konnte die ubiquitire Verbreitung und die starke

Konservierung von Metallothioneinen auch eine ubiquitire und einheitliche Funktion
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vermuten lassen. Der Nachweis fiir eine solche Funktion in allen MT exprimierenden

Organismen konnte ebenfalls nicht erbracht werden.

1.6. Metallochaperone

Schutz vor den toxischen Eigenschaften von Schwermetallen kann durch die in den letzten
Kapiteln beschriebenen Chelatoren erreicht werden. Auf der anderen Seite ist es wichtig,
essentielle Ubergangsmetalle gezielt an Apoenzyme abzugeben, um diese zu aktivieren.
Kiirzlich wurden Proteine, die am Transport von Kupfer aus dem Zytosol zu bestimmten
Kompartimenten und entsprechenden Enzymen beteiligt sind, entdeckt (Pufahl et al., 1997).
Diese Kupfertransportproteine wurden als Metallochaperone bezeichnet. Dabei ist ein
Chaperon fiir ein Zielprotein spezifisch. Zu den in S. cerevisiae beschriebenen Chaperonen
zahlt beispielsweise Atx1. Das in die Zelle aufgenommene Kupfer kann durch das zytosolisch
vorkommende Atx1 gebunden und an die Cu-ATPase Ccc2 abgegeben werden (Lin et al.,
1997). Ccc2 selbst ist als Chaperon beschrieben, das groBe Ahnlichkeit mit Menkes- und
Wilson-ATPasen aufweist. Es ist fiir den Transport von Kupfer in trans-Golgi Vesikel mit
anschlieBender Rekonstitution des Fet3 Eisentransporters mit Kupfer verantwortlich (Yuan et
al., 1995). Eine Deletion des 47X/ wie auch des CCC2 resultiert daher im Verlust der
Féhigkeit, auf eisendefizientem Medium zu wachsen (Lin et al.,, 1997). Weitere
Stoffwechselwege sind durch diese Mutationen nicht beeinflufit. Wie spezifisch die
Chaperone fiir ein Enzym sind, konnte auch anhand von Lys7 gezeigt werden. Dieses Protein
liefert Kupfer zur Aktivierung der Superoxiddismutase (SOD) (Culotta et al., 1997). Ein LYS7
Deletionsstamm ist wie eine SOD defiziente Mutante durch erhohte Sensitivtdt gegeniiber
reaktiven Sauerstoffspezies gekennzeichnet, obwohl die Expression der SOD der des
Wildtyps entspricht. Eine Uberexpression von Atx1 ermdglicht es nicht, diesen Phénotyp zu
komplementieren.

Auch die Cytochrom-c Oxidase bendtigt Kupfer fiir ihre Katalyse. Dieses wird mittels Cox17
durch die dullere Membran der Mitochondrien transportiert (Glerum et al., 1996).

In S. pombe wurden bisher noch keine genauen Untersuchungen zu Metallochaperonen
durchgefiihrt. Es ist aber sowohl ein Ccc2 als auch ein Cox 17 homologes Protein in der
Datenbank annotiert. Uber die Existenz von Zn- und Fe-Chaperone gibt es bislang noch keine
Informationen (O'Halloran & Culotta, 2000). Jedoch lassen Untersuchungen an E. coli und
eukaryotischen Zellen, in denen weniger als ein freies Atom bzw. lon Zink pro Zelle
nachgewiesen werden konnte, die Vermutungen {iiber eine Existenz zumindest von

Zinkchaperonen zu (Outten & O'Halloran, 2001); (Sensi et al., 1997).
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1.7. Kompartimentierung

Neben der zytosolischen Chelatierung der Schwermetalle stellen der Transport, die Verteilung
und Speicherung dieser Ionen bzw. Metall-Chelator-Komplexe in Kompartimente ebenfalls
wichtige Mechanismen der Detoxifizierung und Homdostase dar. Einige Transporter, die den
intrazelluldren Metalltransport gewihrleisten, gehdren zur Familie der CDF (cation diffusion
facilitator) (Nies & Silver, 1995). In Bakterien und Hefe transportieren sie Zink, Cadmium
und Kobalt vom Zytosol in die Kompartimente der Zelle.

Ein Vertreter dieser Klasse ist der Zinktransporter Zhf aus S. pombe (Clemens et al., 2002).
Durch das Inaktivieren des zAf Gens wird die Toleranz gegeniiber Zink und Kobalt
herabgesetzt, wihrend sie fiir Cadmium und Nickel erhoht wird. Zhf wurde in der Membran
des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert. Es wird angenommen, da} Zhf Zink ins ER
transportiert, um Apo-Zinkenzyme mit diesem Metall zu versorgen. Zhf scheint allerdings
nicht spezifisch fiir den Transport von Zinkionen zu sein. Bei Uberschu8 von Cadmium und
Nickel werden wahrscheinlich auch diese Ionen ins ER transportiert. Das ER spielt eine Rolle
in der Proteinbiosynthese. Der Transport von Nickel und Cadmium in dieses Kompartiment
konnte inhibierend auf diesen Prozef3 wirken. Die Toxizitit dieser beiden Metalle im ER
konnte die der zytosolisch vorliegenden Cd*" und Ni** méglicherweise noch iibertreffen.
Einen der AzAf Mutante vergleichbaren Phinotyp konnte fiir die zrcl knock-out Mutante aus
S. cerevisiae gezeigt werden. Eine Uberexpression des ZRC1 Zinktransporters fiihrt zu einer
gesteigerten Zinktoleranz (Kamizono et al, 1989). Auf dhnliche Weise wurde COT1
entdeckt. Dieses Protein wurde als Suppressor der Kobalttoxizitit beschrieben (Conklin et al.,
1992). Aber auch hier konnte eine verstirkte Expression des ZRC1 eine erhohten
Zinktoleranz bewirken (Conklin ef al., 1994). Sowohl die Azrcl als auch die Acot! Mutante
weisen eine verstirkte Zinksensitivitdt auf und bestitigen die Wichtigkeit dieser Proteine fiir
die Kompartimentierung. Die Lokalisierung der beiden Proteine im Tonoplasten 148t auf
einen Transport von Zink in die Vakuole schlieBen (Li & Kaplan, 1998).

Ein weiterer CDF ist der in der Kernhiille lokalisierte MSC2. Es wird postuliert, daf} dieser
Transporter Zink in den Intermembranraum des Zellkerns transportiert (Li & Kaplan, 2001).
Neben CDF konnen aber auch ABC-Transporter an der Kompartimentierung beteiligt sein.
Ihre Funktion innerhalb der Schwermetalltoleranz wurde besonders am Beispiel des Hmtl
Transporters aus S. pombe gezeigt. In der Spalthefe sind zwei Cadmium-Phytochelatin-
Komplexe bekannt. Der LMW-Komplex (low molecular weight), der im Zytosol
nachgewiesen wurde und der HMW-Komplex (high molecular weight) (Murasugi et al.,

1983). Letzterer hat zusétzliches Sulfid und Cadmium in den Komplex eingelagert und ist in
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der Vakuole lokalisiert. In der hmtl knock-out Mutante konnte der HMW-Komplex nicht
mehr nachgewiesen werden (Ortiz et al., 1992). Diese Mutante ist extrem cadmiumsensitiv,
zeigt aber Wildtyp-Phytochelatingehalte. Ndhere Untersuchungen ergaben, dal Hmtl ein in
der Vakuolenmembran lokalisierter ABC-Transporter ist, der den Transport von Cd-PC-
Komplexen als auch Apo-Phytochelatinen ermoglicht (Ortiz et al., 1995).

Wie wichtig der Transport und die Speicherung von Cadmium in die Vakuole ist, konnte auch
durch den ABC-Transporter YCF1 aus S. cerevisiae gezeigt werden. Dieser vermittelt den
Transport von Cd-Bisglutathionat in die Vakuole (Li et al., 1997).

Auch Kupfer existiert nicht als freies lon in einer Hefezelle (Rae et al., 1999). Sofort nach
dem Transport in die Zelle wird es an Chelatoren oder Chaperone gebunden. Diese
gewidhrleisten die Translokation in die verschiedenen Zellkompartimente (siche 1.6).
Allerdings gilt die Vakuole auch im Falle des Kupfers als wichtiger Speicherort. Die Mutation
einer vakuoliren H'-ATPase zeigte verstirkte Sensitivitit sowohl gegeniiber Kupfer als auch
gegeniiber Zink, Mangan und Kalzium (Eide et al., 1993).

Die Vakuole stellt aber keinen endgiiltigen Speicherort fiir Ubergangsmetalle dar. Unter
Mangelbedingungen wird die Expression von Metalltransportern verstirkt, die Metallionen
aus der Vakolue heraustransportieren. In S. pombe ist Ctr6 fiir die Mobilisierung von Kupfer
beschrieben (Bellemare et al, 2002). Ztr3 ermoglicht den Transport von Zink aus der

Vakuole unter zinklimitierten Bedingungen in S. cerevisiae (MacDiarmid et al., 2000).

1.8. Zielstellung der Arbeit

Alle Organismen stehen vor den Problem, dal es zu schnellen und groen Verdnderungen
thres umgebenden Milieus kommen kann. Diese diirfen aber keinen Einflu auf die
intrazelluldre Zusammensetzung der Elemente haben. Eine regulierte Aufnahme, eine
Chelatierung innerhalb der Zelle, die Kompartimentierung in Organellen wie auch die
Biotransformation und die Zellreparatur werden als Mechanismen der Schwermetalltoleranz
und —homdostase gewertet. In manchen Organismen, so z. B. den Prokaryoten, konnte ein
zusitzlicher Metallefflux aus der Zelle heraus nachgewiesen werden (Nies & Silver, 1995).

Wichtige Chelatoren von Schwermetallen sind die Phytochelatine. Sie wurden in der
Spalthefe S. pombe und in Pflanzen erstmals entdeckt und charakterisiert (Murasugi et al.,
1981); (Grill et al., 1985). Fiir diese durch die Phytochelatinsynthase synthetisierten Peptide
konnte eine Entgiftung von Schwermetallen, besonders des Cadmiums, gezeigt werden.
Neben der Bindung von Cadmium wurden PC auch mit Kupfer und Arsen assoziiert

nachgewiesen (Maitani et al., 1996); (Schmoger et al., 2000). Von der Entgiftungsfunktion
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nicht vollig zu trennen, ist die Beteiligung an der Homoostase von essentiellen
Schwermetallen. Phytochelatine werden auch als zelluldre Zwischenspeicher fiir Metallionen
gebildet. Enzyme, die Metalle als Ko-Faktoren bendtigen, konnen beispielsweise durch Cu-
PC-Komplexe aktiviert werden (Thumann et al., 1991).

Da Phytochelatine bis vor kurzem nur in Pflanzen und Hefen nachgewiesen werden konnten,
wurden Metallothioneine als das in tierischen Organismen vorkommende Analoge betrachtet.
Mittlerweile sind MT sowohl in Pflanzen als auch Phytochelatinsynthasen in Tieren detektiert
worden (Rauser, 1999); (Clemens et al., 2001); (Cobbett & Goldsbrough, 2002).

Das gemeinsame Vorkommen wirft allerdings Fragen iiber die Funktion zweier potentieller
Chelatoren innerhalb eines Organismus’ auf. Das Metallothionein wurden &hnlich wie die
Phytochelatine als cadmiumbindendes Protein entdeckt, das stark in die Detoxifizierung von
Metallen involviert ist (Margoshes & Vallee, 1957). Es gibt auch hier Hinweise auf eine
Beteiligung der MT an Prozessen der Metallhomdostase, wie z. B. die Aufrechterhaltung
intrazelluldrer Metallkonzentrationen unter Mangelbedingungen (Suhy et al., 1999); (Suzuki
et al., 2002). Trotzdem scheint es unwahrscheinlich, dal zwei peptidische Chelatoren mit den
gleichen Féhigkeit zur Metallbindung und Detoxifizierung parallel in einem Organismus
exprimiert vorliegen und die gleiche Funktion haben. Fiir die Hefe C. glabrata konnte das
Vorkommen von MT und PC gezeigt werden (Mehra et al., 1988). Dabei wurde Kupfer durch
die Metallothioneine und Cadmium durch Phytochelatine komplexiert. Beide Mechanismen
sind voneinander separiert. Selbst bei einer Inaktivierung des Metallothioneins in C. glabrata
konnen Kupferionen nicht durch PC gebunden und detoxifiziert werden (Mehra et al., 1992).
Auch in der phytochelatin-bildenden Spaltefe S. pombe ist ein Metallothionein in der
Gendatenbank annotiert. Dieses MT wurde spéter von einer anderen Arbeitsgruppe als Zym1
(zinc yeast metallothionein) bezeichnet (Borrelly et al, 2002). Die Spalthefe ist ein gut
charakterisierter und leicht zu handhabender Modellorganismus. Seit 2002 ist die komplette
Genomsequenz bekannt (Wood et al., 2002). Dariiber hinaus sind viele weitere niitzliche
Informationen tiber S. pombe zugénglich (Wood & Béhler, 2002). Ein wichtiger Aspekt, der
S. pombe zu einem Modellorganismus macht, ist, da} etwa 90 % der Gene keine zweite Kopie
oder ein homologes Gen besitzen (Wood et al., 2002). Die Generierung von knock-out
Mutanten ist daher relativ einfach durchzufithren. Des weiteren lassen sich viele der fiir
S. cerevisiae entwickelten Techniken einfach auf S. pombe iibertragen. Obwohl beide Hefen
zu den Ascomyceten gehoren, sind sie doch nur wenig miteinander verwandt. Dieses zeigt
sich z. B. in der Schwermetalldetoxifizierung. Wihrend S. cerevisiae auf einen Uberschul3 an

Metallionen mit der Expression des Metallothioneins Cupl antwortet, synthetisiert S. pombe
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Phytochelatine. Letztere reagiert in der Schwermetallantwort eher wie eine Pflanze.
Allerdings konnte gezeigt werden, daB3 S. pombe nédher mit tierischen Organismen verwandt
ist, als S. cerevisiae (Moreno et al., 1991). Sollte daher auch das Metallothionein in die
Schwermetalldetoxifizierung involviert sein? Diese Frage scheint berechtigt, wenn man den
Phanotyp des PCS knock-out Stamm ASpPCS betrachtet. Diese Mutante ist nicht mehr in der
Lage, Phytochelatine zu synthetisieren und ist durch einen stark cadmiumsensitiven Phénotyp
charakterisiert. Wegen der drastisch erhohten Cadmiumsensitivitit stellt sich nun die Frage,
ob Zyml an der Schwermetalldetoxifizierung generell beteiligt ist. Interessant sind in diesem
Zusammenhang auch die von Yu und Ko-Autoren vorgenommenen Untersuchungen (Yu et
al., 1994). Hier wurde das Cupl in den PC-bildenden Hefen S. pombe und C. glabrata
konstitutiv exprimiert, was mit einem Verlust der Akkumulation von Metall-PC-Komplexen
einherging. Das MT scheint demnach das grofere Potential fiir die Metalldetoxifizierung in
PC-synthetisierenden Organismen zu besitzen. Dieses sollte auch in S. pombe untersucht
werden.

Auf Grund der bekannten Sequenz des MT-Gens konnten zym! knock-out Stimme generiert
werden. Diese sollten hinsichtlich ihrer Toleranz gegeniiber verschiedenen Schwermetallen
untersucht werden. Neben diesen Untersuchungen sollte das Zusammenspiel von PC und MT,
so z. B. in Hinblick auf Metallspezifitit und der PC-Syntheserate in den Azym/ Mutanten
analysiert werden. AuBlerdem sollten komplexe Charakterisierungen, wie Metallaufnahme,
Ionenverteilung durchgefiihrt werden.

Zyml besitzt wie das kupferbindende Cupl eine ungewohnliche Vielzahl von Glutamat- bzw.
Glutaminmolekiilen sowie ein Histidin (sieche Abb. 1.5-1). Trotz der dhnlichen Primérsequenz
wurde das MT aus S. pombe als zinkbindendes MT charakterisiert (Borrelly et al., 2002). Da
eine Zinkbindung fiir Hefe-MT bisher noch nicht beschrieben wurde, sollten weiterfithrende
Untersuchungen zur Metallbindung vorgenommen werden, die Riickschliisse auf die Funktion
zulassen konnten. Letztendlich wurden globale Untersuchungen durch Arraytechnik und 2D-

Gelanalyse vorgenommen, um die Funktion des Zym1 weiter konkretisieren zu konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Enzyme

Alle nicht in Tabelle 2.1-1 vermerkten Feinchemikalien wurden von Merck, Darmstadt,

Roth, Karlsruhe oder Sigma-Aldrich, Steinheim bezogen und haben analytischen Grad.

Tabelle 2.1-1 Verwendete Materialien

Amersham Pharmacia Biotech, Upsalla, Acrylamid, Bisacrylamid

Schweden

BAbCO, Richmond, USA Monoklonaler Antikoérper HA.11

BIO 101, Inc., Carlsbad, USA YNB, Drop-out Supplement Mix

Cambrex Bio Science, Rockland, USA SeaKem® LE Agarose

DIFCO, Detroit, USA Agar, Bacto-Pepton, Bacto-Trypton,
Yeast Extract

Fluka, Buchs, Schweiz Adenin, Aminoséduren, Uracil,

J. T. Baker, Phillipsburg, USA Acetonitril, Trifluoressigsdure

Genomic Solutions, Ann Arbor, USA Duracryl

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen dNTP, Restriktionsendonucleasen,

Alkalische Phosphatase (CIP),

Merck, Darmstadt Salpetersdure (Suprapur)

Molecular Probes, Berlin Monobrombiman

Promega, Madison, USA Anti Mouse IgG, T4-DNA-Ligase,
Pfu-und Tag-DNA-Polymerase,

Roth, Karlsruhe Aqua-Roti-Phenol, Roti-Phenol/C/I

Sigma-ARK, Darmstadt Oligonukleotidprimer
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2.2. Organismen und Plasmide

Tabelle 2.2-1 Verwendete Hefe- u. Bakterienstimme

Stamm Charakteristika

Referenz/Herkunft

Schizosaccharomyces pombe
FY261 h' ade6-M216 leul-32
ura4-Al8 can I-1

Sp254 h ade6-M210 leul-32
ura4-A18 can 1-1 URA4
ASpPCS h ade6-M210 leul-32

ura4-A18 can 1-1
ASpPCS::URA4

Sp254 Azym1 h ade6-M210 leul-32
ura4-AI18 can 1-1 URA4
Azyml::LEU2

FY261 Azyml W ade6-M216 leul-32
ura4-Al8 can I-1
Azyml::LEU2

Azhf W ade6-M216 leul-32
ura4-A18 can 1-1
Azhf::URA4

ASpPCS Azyml h ade6-M210 leul-32

ura4-A18 can 1-1
ASpPCS::URA4 Azyml::LEU2

Azhf Azym1 W' ade6-M216 leul-32

ura4-A18 can 1-1
Azhf::URA4 Azyml::LEU2

Susan  Forsburg, Salk
Institute, La Jolla, USA

(Clemens et al., 1999)

(Clemens et al., 1999)

(Clemens et al., 2002)
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Saccharomyces cerevisiae

DTY3

DTY4

Escherischia coli

DH5«a

MATa trpl-1 leu2-3 leu2-112

(Hamer, 1986)

gall ura3-50 His- cupls (single copy)

MATa trpl-1 leu2-3 leu2-112
His- Acupl::URA3+

supE44 lacZAM15 hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl

(Hamer, 1986)

(Hanahan, 1983)

Tabelle 2.2-2 Verwendete Plasmide

Plasmid Charakteristika Referenz/Herkunft

pGEM-T pUC- Derivat T7 und SP6 RNA Promega, Madison, USA
Polymerase Promotor, lacZ, Amp"

pSLF172 pUCI119-Derivat, nmt Promotor, Susan Forsburg, Salk
Amp', URA4, C-term. triple HA-Tag Institute, La Jolla, USA

pX132 TPI Promotor, C-term. triple HA-Tag

TRP, Amp"

2.3. Nihrmedien

Luria-Bertani (LB)-Medium

5 g/l Hefeextrakt

10 g/l Bacto-Trypton

10 g/ NaCl
(15 g/l Agar)

LB-Medium dient zur Kultivierung von E. coli-Stéimmen. Dem autoklavierten Medium wurde

nach Abkiihlung auf 55 °C Ampicillin (50 pg/ml) zugegeben.
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Edinburgh’s Minimal Medium (EMM)

50 x Stock Salzlosung:

Vitamine aus 1000 x Stock

10000 x Stock Mineralienlosung:

S. pombe wurde im Minimalmedium EMM (Mitchinson, 1970) modifiziert nach (Nurse,

1975) kultiviert und aufbewahrt.

Fir die Untersuchungen der Kupferdefizienz wurde eine Mineralienlosung ohne CuSOy

verwendet.

3 g/l Kaliumhydrogenphtalat

2,2 g/l Na,HPO,

5 g/l NH4Cl

20 g/l Glukose

20 ml/l aus 50 x Salzlésung

1 ml/l aus 1000 x Vitaminldsung

100 pl/l aus 10000 x Mineralienlésung
250 mg/l Adenin und entsprechende
Aminoséuren (Uracil und/oder Leucin)

(20 g/1 Agar)

52,5 g/l MgCl,
0,735 g/1 CaCl,
50 g/l KCl1

2 g/l Na,SO4

1 g/l Pantothenséure
10 g/ Nicotinsdure
10 g/1 Inositol

10 mg/1 Biotin

5 g/l Borsédure

4 g/l MnSO4

4 g/1 ZnSO4

2 g/l FeCl,

0,4g/1 Molybdansaure
1 g/l KI

0,4 g/1 CuSOq4

10 g/l Citrat
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Yeast Extract (YESS) 5 g/l Hefeextrakt
30 g/l Glukose

je 100 mg/l Adenin, Uracil, Leucin, Histidin und Lysin
(20 g/1 Agar)

Yeast Nitrogen Base (YNB) 1,7 g/l YNB ohne Aminosduren und (NH4),SO4
5 g/1 (NH4),SO4
20 g/l Glukose
0,8 g/l Drop-out Supplement Mix

je 20 mg/1 Leucin, Histidin, Tryptophan und Uracil
(20 g Agar)

2.4. Molekularbiologische Methoden

2.4.1. Standardmethoden

Kompetente DH5a-Zellen, Plasmid-Miniprep (Boiling Prep), Restriktionsspaltungen,
Agarosegelelektrophorese, Dephosporylierung des Vektors mit Alkalischer Phosphatase,
Ligation und Transformation von DH5a wurden nach Standardprotokollen (Sambrook et al.,
1989) durchgefiihrt.

Spin-Miniprep, Plasmid-Midiprep und Elution von PCR-Produkten aus Agarosegelen
erfolgten durch QIAGEN-Kits gemif der Hersteller-Protokolle.

2.4.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR wurde fiir die Amplifizierung des MT Gens aus S. pombe sowohl fiir die Herstellung
der HA-getaggten Konstrukte fiir S. pombe als auch der Konstrukte fiir die
Komplementierung des Acupl in S. cerevisiae verwendet. In beiden Fillen wurde mit Pfu-
Polymerase gearbeitet. Die Reaktionsansdtze und der —verlauf erfolgte wie in Standard-
protokollen beschrieben. Als Annealing Temperatur wurde in beiden Féllen 53 °C gewdéhlt.

Die Amplifizierung von zym/ und seinen 5" und 3" untranslatierten Bereichen fiir die one step
gene disruption (2.4.3) erfolgte ebenfalls iiber PCR. Hierbei wurde mit Tag-Polymerase und

einer Annealing Temperatur von 53 °C gearbeitet.
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Tabelle 2.4-1 Verwendete Oligonukleotide”

Primer Oligonukleotidsequenz

SpMT-HAS’ CGC GCT CGA GAT GGA ACA CACTAC CCA AT
SpMT-HA3b’ CGC GGC GGC CGC CCT TCG AAG CACATTTGC A
SpMTcod5’ CGC GGA ATT CAT GGA ACA CAC TAC CCA ATG
SpMTcod3’ CGC GGA ATT CCT TCG AAG CAC ATT TGC AAG
SpMT5b’ CAG TTG GAA GGC ATA GCT AGT C

SpMT3b’ GAA GAT GAT GCC CTT ACT CTA CG

7 Alle Oligonukleotide sind in 5" nach 3" Orientierung dargestellt. Die unterstrichenen Sequenzbereiche
markieren die eingefiigten Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen.

Samtliche Gene des Macroarrays (2.4.12) wurden mittels PCR unter Verwendung von Tag-

Polymerase amplifiziert. Die verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang I aufgelistet.

2.4.3. Transformation von S. pombe

Diese Methode wurde nach dem Protokoll von Béhler durchgefiihrt (Bahler ef al., 1998).
20 ml Hefekultur wurden im EMM-Medium unter Schiitteln bei 30 °C (Unitron, Infors
Schiittler) bis zu einer ODgop = 0,2 — 0,5 wachsen gelassen. Eine optische Dichte von 0,5
entspricht hierbei einer Zellzahl von 110" Zellen/ml. Die Zellen wurden bei 1500 x g fiir
5 min zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge 5403), mit 20 ml sterilem Wasser gewaschen und
erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlieBend in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert und
in ein 2 ml-Eppendorfgefdl {iberfiihrt. Nach einminiitiger Zentrifugation (Eppendorf-
zentrifuge 5415C) bei 1000 x g wurde das Pellet in LiAc/TE (10 mM Tris/HCI, pH 7,5,
100 mM LiAc, 1 mM EDTA) resuspendiert und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurden
die Zellen auf eine Zelldichte von 1+10° Zellen/ml mit LiAc/TE eingestellt. Zu den 100 pl-
Aliquots wurden je 5 pg Plasmid- bzw. linearisierte DNA und ssDNA pipettiert. Nach einer
zehnminiitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde 260 pl PEG (40 % (w/v) PEG 4000 in
LiAc/TE) dazugegeben. Nachdem der Transformationsansatz eine Stunde bei 30 °C inkubiert
wurde, erfolgte die Zugabe von 43 ul DMSO mit anschlieBendem Hitzeschock fiir 5 min bei
42 °C. Die Zellen wurden danach 1 min bei 1000 x g zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge
5415C) und vorsichtig in 500 pl sterilem Wasser resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurde das Pellet in 100 pl sterilem Wasser aufgenommen und auf entsprechende Medien

ausplattiert.

2.4.4. Transformation von S. cerevisiae

Kulturen des S. cerevisiae Wildtyps bzw. Acupl knock-out Stammes wurden in YPD bzw.

YNB-ura unter Schiitteln bei 30 °C (Unitron, Infors Schiittler) bis zu einer ODgpo = 0,4 — 0,6
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wachsen gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 1500 x g fiir
5 min (Eppendorfzentrifuge 5403) pelletiert. Das Pellet wurde in 20 ml Lésung A (10 mM
BICINE, pH 8,3, 1 M Sorbitol, 3 % (v/v) Ethylenglykol) gewaschen und erneut zentrifugiert.
Nachdem das Pellet in 2 ml Lésung A resuspendiert wurde, wurde diese Suspension in
200 pl-Aliquots mindestens fiir 30 min bei —70 °C inkubiert.

1 — 2 pg Plasmid-DNA und 20 pg ssDNA wurden zu den gefrorenen kompetenten Hefezellen
gegeben und fiir 5 min bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde 1 ml Losung B (200 mM
BICINE, pH 8,3, 40 % (v/v) PEG 1000) vorsichtig in die Suspension pipettiert und eine
Stunde bei 30 °C inkubiert. Nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge
5415C) bei 1000 x g wurde das Pellet zweimal mit Losung C (10 mM BICINE, pH 8,3,

150 mM NacCl) gewaschen und auf entsprechendem Medium ausplattiert.

2.4.5. Isolierung genomischer DNA aus S. pombe

Dieses Protokoll wurde modifiziert nach Hoffmann und Winston (Hoffman & Winston,
1987). Eine 20 ml-Kultur wurde iiber Nacht bis in die spite logarithmische Phase wachsen
gelassen  (Unitron, Infors Schiittler) und bei 1500x g fiir 5 min zentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge 5403). Das Pellet wurde in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert und in
ein 2 ml-Eppendorfgefdl  {iberfiilhrt. Nach einer einminiitigen  Zentrifugation
(Eppendorfzentrifuge 5415C) bei 1000x g wurde das Pellet in 300 pul Prep-Puffer
(10 mM Tris/HCl, pH 8,0, 100 mM NaCl, 2 % (v/v) TritonX-100, 1 % (w/v) SDS,
1 mM EDTA) resuspendiert. Zur Suspension wurden 0,3 g Glasbeats (425 — 600 pum,
sdurebehandelt, Sigma-Aldrich, Steinheim) und 300 pul Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol
(25:24:1) gegeben und fiir 3 —4 min auf dem Vortexer gemischt. AnschlieBend wurden
200 pl TE (10 mM Tris/HCL pH 8,0, 1 mM EDTA) dazupipettiert. Nach kurzem Mischen
erfolgte eine flinfminiitige Zentrifugation (Eppendorfzentrifuge 5403) bei 10000 x g. Die
aquatische Phase wurde in ein sauberes Eppendorfgefa3 iiberfithrt und mit 1 ml 96 % (v/v)
Ethanol gemischt. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 400 ul TE und
3 ul RNaseA (10 mg/ml) aufgenommen und 5 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 10 pul
4 M Ammoniumacetat und 1 ml 96 % (v/v) Ethanol dazugegeben, invertiert und 2 min bei
10000 x g zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge 5403). Der Uberstand wurde darauthin
quantitativ abgenommen. Das Pellet wurde getrocknet und anschlieBend in 50 — 100 pl
sterilem Wasser aufgenommen. Die Konzentration wurde iiber die Absorption bei 260 nm

bestimmt. Hierbei entsprach eine ODg) von eins einer Konzentration von 45 pg/pl.
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2.4.6. Generierung von knock-out Mutanten in S. pombe

Die knock-out Mutanten in S. pombe wurden durch one step gene disruption generiert.
Hierflir wurde das Zielgen mittels PCR von genomischer DNA amplifiziert und in den Vektor
pGEM-T kloniert. Das geklonte DNA-Fragment wurde innerhalb der kodierenden Sequenz

des Gens mit Restriktionsendonukleasen geschnitten und der Selektionsmarker (LEU2)

insertiert.
| LEU2 \
SpMT5b’
— .
Vayml)] |
~
SpMT3b’

Abb. 2.4-1 Skizze des zyml1 knock-out Konstruktes: Die Oligonukleotide SpMT5b” und 3b” wurden fiir die
Amplifikation des zym/ und dessen 5" und 3" untranslatierten Bereiche verwendet. In die kodierende Sequenz
des zymI wurde der Selektionsmarker LEU? insertiert.

Das so erzeugte knock-out DNA-Fragment wurde aus dem Vektor pGEM-T mit geeigneten
Restriktionsendonukleasen herausgeschnitten. Die linearisierte DNA wurde, wie unter 2.4.3
beschrieben, in die verschiedenen S. pombe Stamme transformiert. Die knock-out Mutanten
wurden auf Leucinprototrophie selektiert.

Durch Southern-Blotanalyse (siehe 2.4.7) wurden die knock-out Mutanten identifiziert.

2.4.77. Southern-Blot

10 pg genomische DNA (siehe 2.4.5) wurden mit geeigneten Restriktionsendonukleasen iiber
Nacht verdaut und anschlieBend auf einem 0,8 %igen (w/v) Agarosegel aufgetrennt. Danach
wurde das Gel kurz in destilliertem Wasser gewaschen, um dann fiir 30 min in 0,25 M HCI
inkubiert zu werden. Nachdem es erneut in destilliertem Wasser gespiilt wurde, erfolgten zwei
zwanzigminiitige Inkubationen in Denaturierungslosung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH).
AnschlieBend wurde das Gel solange in Neutralisierungslosung (1,5 M NaCl,
0,5 M Tris/HCI, pH 7,0) gewaschen bis der pH-Wert der Losung unter 9 pH-Einheiten lag.
Das Blotten des Gels auf eine Nylonmembran (Hybond-N, Amersham Biosciences, Freiburg)
erfolgte iiber Nacht mit 20 x SSC (3 M NacCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0). Nach dem Backen
der Membran fiir zwei Stunden bei 80 °C erfolgte die Prahybridisierung bei 65 °C fiir
mindestens zwei Stunden oder iiber Nacht mit Churchpuffer (0,5 M NaH,PO,4, pH 7,2,
1 % (w/v) BSA, 1 mM EDTA, 7 % (w/v) SDS).

Die Sonde wurde mittels PCR (2.4.2) amplifiziert und iiber einen Gelextraktionskit
(QIAGEN) gereinigt. Circa 50 ng Sonde wurden fiir die Hybridisierung eingesetzt. Die
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radioaktive Markierung der Sonde erfolgte mittels Megaprime DNA Labelling System
(Amersham Bioscien