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1. Einleitung

Fiir eine wachsende Zahl von Arten ist die komplette Nukleotidsequenz des Genoms
ermittelt. Dieses Wissen stellt eine wichtige Grundlage fiir die Weiterentwicklung
der Molekularbiologie dar. Vergleichsweise begrenzt ist jedoch der Kenntnisstand in
Bezug darauf, wie die im Genom gespeicherte Information umgesetzt wird und wie
dieser Vorgang reguliert wird.

Fiir Prokaryoten wurden schon vor langerer Zeit, wie 1961 durch Jacob und Monod,
wesentliche Mechanismen der Genregulation aufgedeckt (hier und nachfolgend zu-
sammengefasst aus: Lewin, 1998). Bei den um ganze GrdBenordnungen
komplexeren Eukaryoten ist aber nur wenig tiber diesen wichtigen Bereich bekannt.
Um hier Ansitze zu finden, ist die Auswahl von geeigneten Modellorganismen und
exemplarischen Regulationssystemen unerlédsslich. Dort gewonnene Erkenntnisse
sollten sich zumindest teilweise auf andere Arten und Systeme iibertragen lassen
und schlieBlich die Formulierung allgemeingiiltiger Mechanismen erméglichen.
Wesentliche Erkenntnisse iiber die basalen Regulationsmechanismen der Ge-
nexpression wurden durch Untersuchungen an der Hefe Saccharomyces cerevisiae
gewonnen. Dieser Organismus ist in vielerlei Hinsicht besonders gut als Modellob-
jekt geeignet. Kurze Generationszeiten und einfache Kulturbedingungen sind fiir die
meisten experimentellen Fragestellungen von wesentlichem Vorteil. Als Einzeller
bietet S. cerevisiae zudem grundsitzlich homogene Zellpopulationen, welche bei
Vielzellern entweder nicht oder nur artifiziell, {iber die Isolierung von Zelllinien, zu
erhalten sind. Auch das Genom der Hefe ist durch seine geringe GroBe, 2*10’ Ba-
senpaare im Vergleich zu 3,3*10° Basenpaaren beim Menschen, relativ
iiberschaubar.

Trotz dieses einfachen Aufbaus besitzt S. cerevisiae jene entscheidenden Merkmale,
welche diesen Organismus als Modell fiir eukaryotische Genregulation qualifizieren.
Insbesondere die Abgrenzung des genetischen Materials in einem eigenen Kompar-
timent, dem Zellkern, und die Organisation der DNA des Genoms in einer
Chromatinstruktur sind hier hervorzuheben.

Eines der am besten untersuchten Stoffwechselsysteme in S. cerevisiae ist der Phos-
phathaushalt. Phosphatasen und die Regulation ihrer Expression spielen in diesem
System eine zentrale Rolle. (Hier und nachfolgend zusammengefasst aus: Ogawa &

Oshima, 1990, Lenburg & O’Shea, 1996 und Svaren & Horz, 1997.)



Unter dem PHO-System in Hefe werden die Gene der Phosphatasen und ihrer Regu-
latoren zusammengefasst. PHOS5, PHOS, PHO10 und PHO!1 sind Strukturgene der
Phosphatasen. Die Genprodukte von PHO4 und PHO? sind Transaktivatoren. Die
Genprodukte von PHOS80 und PHOS85 sind negative Regulatoren der Phosphata-
seexpression. Das Genprodukt von PHOSI ist ein indirekter Aktivator der
Transkription in diesem System. Diese Regulatoren wirken in Abhdngigkeit von den
Umweltbedingungen. Steht den Hefen ausreichend anorganisches Phosphat zur Ver-
fligung, ist die Expression der Phosphatasegene sehr niedrig. Geraten die Zellen
jedoch in einen Phosphatmangel wird die Expression dieser Enzyme stark erhoht.
Die Phosphatasen, PhoS, Phol10 und Pholl sind saure Phosphatasen und werden in
den periplasmatischen Raum sezerniert. Sie setzen in der Umgebung anorganisches
Phosphat fiir die Zellen frei. Pho8 ist eine alkalische Phosphatase, lokalisiert in der
Vakuole der Zellen. Der weit iiberwiegende Teil der sauren Phosphataseaktivitit
stammt von PHOS5. PHOS ist zudem das am stérksten regulierte Gen aus der Gruppe
der Strukturgene der Phosphatasen. Deshalb steht die Regulation dieses Gens im
Zentrum des Interesses.

Auch in dieser Arbeit wurden Aspekte der Regulationsmechanismen von PHOS
untersucht. Aus einer Vielzahl von Experimenten ist der Aufbau des PHOS5-
Promotors, an dem die entscheidenden Transkriptionsaktivatoren angreifen, bereits
im Detail bekannt (sieche Abbildung 1.1; nach Svaren & Horz, 1997).

Der PHOS5-Promotor erstreckt sich etwa iiber einen Bereich von 600 Basenpaaren,
unmittelbar stromaufwérts vom Translationsstartpunkt von PHOS5 gelegen. (Unter
stromauf- beziehungsweise stromabwirts versteht man konventionsgemif3 relative
Ortsangaben innerhalb einer DNA-Sequenz, welche sich auf die Transkriptionsrich-
tung des entsprechenden Gens beziehen.) Solange es der Hefezelle nicht an
anorganischem Phosphat mangelt, und damit die PHOS5-Expression reprimiert ist,
konnen in diesem Bereich vier exakt positionierte Nukleosomen nachgewiesen wer-
den (Almer & Horz, 1986). Diese Nukleosomen wurden mit den Ziffern —1 bis —4
bezeichnet, geordnet nach zunehmender Entfernung vom Translationsstartpunkt. Bei
einer Untersuchung der nativen Chromatinstruktur konnen die Nukleosomen an die-
sem Promotor nachgewiesen werden. Dieser Nachweis erfolgt durch die relative
Resistenz der mit den Nukleosomen assoziierten DNA gegen die Aktivitidt von En-

donukleasen.
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Abbildung 1.1:

Das Bild zeigt die Strukturverhiltnisse am reprimierten sowie am induzierten PHOS-
Promotor. Als weille Kreise sind die vier positionierten Nukleosomen des PHOS-
Promotors dargestellt. Nach Induktion des Promotors sind diese Nukleosomen nicht
mehr nachweisbar. Stattdessen findet sich Pho4 an den entsprechenden
Bindungsstellen (weifle Quadrate). Die Positionen von UASpl, UASp2 und der
TATA-Box sind gekennzeichnet. Ein schwarzer Balken zeigt den Beginn der
kodierenden Sequenz von PHOS.

Zwischen den Nukleosomen —2 und —3 findet sich ein etwa 80 Basenpaare langer
DNA-Abschnitt mit besonderen Eigenschaften. Im Chromatin zeigt dieser Bereich
im Vergleich zu den benachbarten DNA-Abschnitten eine erhohte Empfindlichkeit
fiir den Angriff von Nukleasen. Dieser DNA-Abschnitt wird daher als hypersensitiv
(fiir Nukleasen) bezeichnet.

Bei Phosphatmangel kommt es zur Aktivierung von PHOS5. Der PHOS5-Promotor
weist unter diesen Bedingungen eine deutliche Verdnderung auf (Almer et al.,
1986). Die Nukleosomen -1 bis -4 sind nicht mehr nachweisbar.

Der gesamte mit diesen Nukleosomen assoziierte DNA-Bereich, er hat eine Linge
von etwa 600 Basenpaaren, wird zugédnglich fiir Nukleasen. Die eigentliche Natur
dieser Strukturverdnderung des Promotors ist aber nicht bekannt. Ob die Histone
vollstindig oder nur partiell von der DNA dissoziieren, oder ob nur eine Kon-
formationsdanderung der Nukleosomen bei erhaltener Bindung der Histonproteine an

die DNA zur verstdrkten Zugénglichkeit der DNA fiihrt, konnte noch nicht geklart



werden. Ahnliche Strukturverinderungen des Chromatins wurden auch an anderen
Promotoren, wie dem GALI- und GALI0-Promotor, im Rahmen der Transkription-
saktivierung beobachtet (Ubersicht in: Lohr, 1997) .

Der PHOS5-Promotor weist mehrere Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren auf
(siche Abbildung 1.1). Pho4 besitzt zwei Bindungsstellen. Diese werden als UASp1
und UASp2 bezeichnet (Vogel et al., 1989). UASp1 liegt an der Position —360 (auch
dies versteht sich als relative Positionsangabe im Sinne der Zahl von Nukleotiden
stromaufwérts vom Startpunkt der Translation von PHOS) und damit im konstitutiv
hypersensitiven DNA-Abschnitt zwischen den Nukleosomen -2 und —3. UASp2
liegt an Position —250, innerhalb des Nukleosoms —2. Bei ausreichender Phosphat-
versorgung ist keine Bindung von Pho4 an UASp1 oder UASp2 nachweisbar. Unter
Phosphatmangel kann eine Bindung sowohl an UASp1 als auch an UASp2 nachge-
wiesen werden (Venter ef al., 1994). Pho2 kann an mehreren Stellen im PHOS-
Promotor binden (Barbaric et al., 1996). Eine Bindungsstelle iiberlappt zum Teil mit
der Pho4-Bindungsstelle UASp1. Zwei weitere Bindungsstellen flankieren UASp2.
Fiir die Bindung von Pho2 an die genannten Bindungsstellen im PHOS5-Promotor
konnte ein kooperatives Bindungsverhalten mit Pho4 gezeigt werden (Barbaric et
al., 1996).

Die Strukturverdnderung der vier Nukleosomen des PHOS5-Promotors im Rahmen
der Aktivierung von PHOS, sowie ihre Wechselbeziehung mit den Transkriptions-
faktoren wurde in vielen Experimenten untersucht.

Der im Folgenden beschriebene Versuch konnte die Bedeutung der Nukleosomen
am Promotor fiir die Expression von PHOS aufzeigen (Straka & Horz, 1991). Der
zum Nukleosom -2 gehdrende DNA-Abschnitt wurde durch zwei verschiedene
DNA-Fragmente gleicher Linge ersetzt. Eines stammte aus der o—Satelliten-DNA
der Afrikanischen Griinen Meerkatze und bildet im nativen Chromatin ein besonders
stabiles, positioniertes Nukleosom. Das andere Fragment stammte aus einem bakte-
riellen Plasmid und hat deshalb keine besondere Tendenz, ein Nukleosom zu bilden.
Wihrend das Nukleosom der a-Satelliten-DNA auch bei Phosphatmangel nach-
weisbar blieb und die PHOS5-Expression massiv reduzierte, fiihrte die bakterielle
Sequenz zu einem konstitutiv aktiven PHOS5-Promotor. Die Expression von PHOS
liel3 sich durch Phosphatmangel steigern, obwohl die Aktivitit des induzierten Wild-
typpromotors nicht erreicht wurde. Ein weiteres Experiment, in welchem durch

Depletion von Histonen die Bildung der Nukleosomen am Promotor unterdriickt



wurde, konnte eine Aktivierung der PHOJ5-Expression durch das Fehlen der Nukle-
osomen demonstrieren (Han et al., 1988). Allerdings erreichte die Expression nicht
das Ausmaf}, welches durch die Aktivierung mittels Pho4/Pho2 erzielt wird.

Diese Versuche zeigen die Bedeutung der Chromatinstruktur am PHO5-Promotor
fiir dessen Regulation.

Neben den Nukleosomen haben naturgemif3 die Transkriptionsfaktoren einen ent-
scheidenden Einfluss auf das Expressionsniveau von PHOS5. Bei der
Transkriptionsregulation spielt Pho4 die Hauptrolle. Pho2 hat dagegen eine eher
akzessorische Funktion. Experimentell konnte dies nachgewiesen werden, indem die
Wirkung dieser Faktoren jeweils getrennt voneinander bestimmt wurde. Wiahrend
Pho4 fiir sich alleine in der Lage ist, wenn auch nur bei kiinstlich verstarkter Expres-
sion, die Chromatinstruktur am Promotor zu verdndern und die Transkription von
PHO) zu aktivieren, ist Pho2 fiir sich alleine dazu nicht fahig (Fascher et al., 1990).
Wegen der zentralen Bedeutung von Pho4 fiir die Verdnderung der Chromatinstruk-
tur am Promotor und die Aktivierung der Transkription von PHOS, ist der Aufbau
dieses Proteins und seine Wechselwirkung mit den Elementen des PHOS5-Promotors
von besonderem Interesse. Bei Pho4 konnte eine DNA-Bindungsdomine abgegrenzt
werden (Ogawa & Oshima, 1990). Diese Doméne umfasst 62 Aminosduren am
C-Terminus des Proteins. Die Struktur dieses Bereichs weist ein sogenanntes basic-
helix-loop-helix-Motiv auf. Dieses ist typisch fiir eine Klasse eukaryotischer, DNA-
bindender Proteine. Es besteht aus zwei amphipathischen a-Helices, die durch eine
Schleife (loop) von ca. 20 Aminosduren Linge verbunden sind. Im vorderen Ab-
schnitt der ersten Helix liegt eine Gruppierung basischer Aminoséurereste, welche
wesentlich an der DNA-Bindung von Pho4 beteiligt sind. Eine weitere Doméne be-
steht aus den Aminosduren 190 bis 240 des insgesamt 312 Aminosduren langen
Proteins. Diese Doméne wurde urspriinglich als Oligomerisierungsdoméne bezeich-
net und ist fiir die Interaktion von Pho4 mit Pho2 verantwortlich (Hirst et al., 1994;
Komeili & O’Shea, 1999). Sie ermdoglicht die kooperative Bindung von Pho4 und
Pho2 an den PHOS5-Promotor (Barbaric et al., 1996). Diese Region ist damit von
wesentlicher Bedeutung fiir die Transkriptionsaktivierung von PHOS5. Am
N-Terminus von Pho4 befindet sich schlie3lich eine saure Doméne, welche fiir die
transkriptionsaktivierende Funktion von Pho4 verantwortlich ist (Ogawa & Oshima,
1990; Svaren et al., 1994). Da die strukturelle Charakterisierung der transaktivieren-

den Domine auch eine Aufgabenstellung dieser Arbeit ist, soll eine Publikation von



McAndrew et al. (1998), welche dieses Thema behandelt, erst im Rahmen der Dis-
kussion vorgestellt werden.

Pho? ist ein sogenanntes Homoobox-Protein (Berben et al., 1988). Darunter versteht
man eine Klasse von eukaryotischen, DNA-bindenden Proteinen, welche als ge-
meinsames Merkmal eine als Homdobox bezeichnete Domédne enthalten. Diese
weist im Vergleich zwischen den Arten ein groles Mall an Homologie auf. Homdo-
box-Proteine sind Transkriptionsfaktoren, die bei Vielzellern oft eine entscheidende
Rolle in der Steuerung der Ontogenese spielen.

Die kooperative Bindung von Pho4 und Pho2 am PHOS5-Promotor ist essentiell fiir
die Bindung von Pho4 an UASpl (Barbaric et al., 1998). Ein weiterer Beitrag der
Interaktion von Pho2 mit Pho4 zur Aktivierung des PHOS5-Promotors liegt mogli-
cherweise in der Authebung einer intramolekularen Blockade der
Aktivierungsdoméne von Pho4 (Shao et al., 1996).

Gegenspieler von Pho4 und Pho2 sind die Proteine Pho80 und Pho85 (Ubersicht in:
Lenburg & O’Shea, 1996). Pho80 und Pho85 bilden einen Komplex, der durch
Phosphorylierung Pho4 inaktiviert. Ein wesentlicher Anteil an diesem Effekt wird
der intrazelluldren Lokalisation von Pho4 zugeschrieben. Wihrend das phosphory-
lierte Pho4 vorwiegend im Cytoplasma zu finden ist, liegt nicht-phosphoryliertes
und damit aktives Pho4 vorwiegend im Zellkern vor. Zudem blockiert die Phospho-
rylierung von Pho4 auch die Interaktion mit Pho2 (Komeili & O’Shea, 1999). Der
Komplex aus Pho80-Pho85 wird als Cyclin-cyclinabhéngige-Kinase-Komplex be-
zeichnet. Pho80 weist Homologie zu den Hefecyclinen auf. Dies deutet darauf hin,
dass hier eine Verbindung zwischen dem Phosphatmetabolismus und der Steuerung
des Zellzyklus besteht. Der Pho80-Pho85-Komplex wird durch Pho81, einen Inhibi-
tor cyclinabhiangiger Kinasen, gechemmt. Dadurch gehort Pho81 zu den Aktivatoren
der Transkription von PHOS.

Sowohl die Nukleosomen als auch die Transkriptionsaktivatoren Pho4 und Pho2
stellen also wichtige Elemente in der Regulation der PHOS5-Expression dar. Es ist
daher naheliegend, die Wechselbeziehung zwischen den Nukleosomen und den
Transkriptionsfaktoren zu untersuchen.

Mehrere Experimente befassten sich mit dem Einfluss der Nukleosomen auf die
Bindung der Transkriptionsfaktoren am Promotor. Da sich UASp1 in einem hyper-
sensitiven DNA-Abschnitt befindet, liegt der Schluss nahe, dass Pho4 hier leichter
als an UASp2 binden konnte. Daraus folgt die Hypothese, dass wéhrend der Akti-



vierung der Expression von PHOS, durch die Bindung von Pho4 an UASpl die
Chromatinstruktur verdndert wird und erst so die Bindung von Pho4 an UASp2 er-
moglicht wird. Da jedoch Pho4 unter nicht-induzierenden Bedingungen gar nicht,
und bei Phosphatmangel, unter Alteration der Nukleosomen am Promotor, immer an
beide Bindungsstellen bindet (Venter et al., 1994), musste ein neuer Ansatz diese
Annahme belegen. Dazu wurde ein auf seine DNA-Bindungsdoméne reduziertes
Pho4 in Hefezellen zur Expression gebracht (Svaren ef al., 1994). Das so verkiirzte
Pho4 ist nicht mehr in der Lage, die Chromatinstruktur des Promotors zu verdndern
oder die Transkription von PHOS zu aktivieren. Es zeigte sich, dass dieses Molekiil
an UASpl, aber nicht an UASp2 binden kann. Dass dieses Ergebnis nicht durch
unterschiedliche Affinitdt von Pho4 fiir UASpl und UASp2 begriindet ist, konnte
mit dem Austausch der Position von UASp1 und UASp2 gezeigt werden. Das trun-
kierte Pho4 konnte dann an UASp2, welches nun im hypersensitiven Bereich lag,
aber nicht an UASp1, jetzt in Nukleosom —2, binden (Svaren ef al., 1994).

Ein weiterer Beleg fiir die Inhibition der Bindung von Pho4 an UASp2 durch das
Nukleosom —2 ergibt sich durch den folgenden Versuch. Hier wurde die Bindungs-
stelle UASp1 deletiert. Auch unter Phosphatmangel konnte nun an UASp2 keine
Bindung von Pho4 nachgewiesen werden. Die Chromatinstruktur am Promotor und
das Expressionsniveau entsprach reprimierenden Bedingungen. Durch libermifige
Expression von Pho4 konnte jedoch eine Bindung an UASp2 erreicht werden. Die
Nukleosomen —1 bis —4 waren dann nicht mehr nachweisbar (Venter et al., 1994).
Zweifel an der mehr oder weniger direkten Verantwortlichkeit von Pho4 fiir die
Verdnderung der Chromatinstruktur am PHOS5-Promotor im Rahmen der Expressi-
onsaktivierung konnten durch zwei Experimente ausgerdumt werden. Sowohl fiir die
Transkription als auch fiir die DNA-Replikation erschien es denkbar, treibende Kraft
bei der Remodellierung der Chromatinstruktur zu sein. Am PHOJ5-Promotor konnte
jedoch, trotz unterbundener Transkription (Fascher et al., 1993), sowie auch bei un-
terbundener Replikation (Schmid et al., 1992), die bekannte Verdnderung der
Chromatinstruktur im Rahmen der Genaktivierung nachgewiesen werden.

Fiir die aktivierende Domédne von Pho4 konnte in vitro keine chromatinverdndernde
Aktivitit nachgewiesen werden (Haswell & O’Shea, 1999; Terell ef al., 2002). Es ist
also davon auszugehen, dass dieser Effekt durch die Rekrutierung weiterer Faktoren

erzielt wird.



Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Bindung von Pho4 an den PHOS5-
Promotor in funktionell bedeutsamer Interaktion mit den dort befindlichen Nukleo-
somen erfolgt. Die aktivierende Domine von Pho4 ist dabei mittelbar fiir die
Remodellierung des Chromatins am Promotor verantwortlich.

Der aktivierenden Doméne von Pho4 kommt also entscheidende Bedeutung zu. Von
besonderem Interesse ist daher auch die Beziehung zwischen Struktur und Funktion
dieser Doméne. Es sollte darum ermittelt werden, welche strukturellen Motive in der
aktivierenden Doméne von Pho4 direkt oder durch Interaktion mit anderen Faktoren
fiir die transkriptionsaktivierende und die chromatinverdndernde Funktion von Pho4
verantwortlich sind. Im ersten Teil dieser Arbeit soll durch Herstellung und funktio-
nelle Charakterisierung von zwei Deletionsmutanten von Pho4 ein Beitrag zu dieser
Aufgabe geleistet werden.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll das Verhalten eines heterologen Transkripitions-
faktors am PHOS5-Promotor untersucht werden. Bei diesem heterologen
Transkriptionsfaktor handelt es sich um den GAGA-Faktor (nachfolgend als GAF
bezeichnet) aus Drosophila melanogaster. GAF wird vom Trithorax-like Gen ko-
diert (Farkas et al., 1994). Es kommen mehrere Isoformen des GAF vor. Hier wird
im Weiteren auf eine Hauptform Bezug genommen, die durch ihre Grofle von 519
Aminosduren charakterisiert ist (Soeller ef al., 1993). Im GAF lassen sich drei Do-
minen abgrenzen (Wilkins & Lis, 1997): Die POZ-Domine liegt im Bereich der
Aminosduren 1-124 am N-Terminus des Proteins. Eine Zinkfinger-Doméne er-
streckt sich von der Aminoséure 310 bis zur Aminosdure 372. Die dritte Doméne ist
eine glutaminreiche Doméne im Bereich der Aminosduren 325 bis 519. Der Ab-
schnitt zwischen den Aminosduren 125 bis 310 wurde bisher nicht charakterisiert
und wird von einigen Autoren als X-Doméne bezeichnet (Kosoy et al., 2002; Diese
Bezeichnung soll auch hier verwendet werden.). GAF greift in die Regulation einer
Vielzahl von Genen bei D. melanogaster ein. Er bindet an Wiederholungen der
Nukleotidsequenz GAGAG, beziehungsweise GAGTG, im Promotor der betroffe-
nen Gene. Die DNA-Bindung wird von der Zinkfinger-Doméine vermittelt (Pedone
et al., 1996). Am N-Terminus des Proteins findet sich die POZ-Domine. Diese Be-
zeichnung kiirzt den Ausdruck Poxvirus- und Zinkfinger-Doméne ab. Sie beruht auf
der Homologie dieser Domédne mit einer grofleren Gruppe von ansonsten nicht ver-
wandten Proteinen mit Zinkfinger-Doméinen. Die Funktion der POZ-Domine

besteht in der Vermittlung von Interaktion mit anderen Proteinen. Fiir den GAF



konnte diese Funktion fiir die Interaktion mit dem Pipsqueak-Protein (Schwende-
mann & Lehmann, 2002) und mit dem tramtrack-Protein (Pagans ef al., 2002) belegt
werden. Auflerdem hemmt die POZ-Domine die DNA-Bindung des Proteins, was
zu einer erhohten Sperzifitit der DNA-Bindung fiihrt (Katsani et al., 1999). Die
POZ-Domine ist moglicherweise auch fiir die Multimerisierung des GAF verant-
wortlich. Dies wurde in vitro nachgewiesen (Espinas et al., 1999). Die dritte
Domine des GAF ist die glutaminreiche Doméne. Die glutaminreiche Doméne be-
wirkt eine Multimerisierung des GAF in vitro (Wilkins & Lis, 1999). In vitro und in
vivo konnte nachgewiesen werden, dass die glutaminreiche Doméne transkriptions-
aktivierend wirkt (Vaquero et al., 2000)

Gene mit GAF-Bindungsstellen lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Zum einen
sind dies homootische Gene wie Kriippel, eve, fiz, Ubx und engrailed, welche die
Differenzierung einzelner Segmente in der Embryonalentwicklung von Drosophila
melanogaster steuern und nur wéihrend der Embryonalentwicklung aktiv sind. Zum
anderen sind Gene wie hsp26, hsp70, actin 5C, laminin B2, Adh, Histon H3, Histon
H4 und E74, die ubiquitir exprimiert werden, zu nennen (Soeller ef al., 1993). Ex-
perimentell konnte nachgewiesen werden, dass GAF in der Lage ist, die
praformierte Nukleosomenstruktur an seinen Zielpromotoren zu verdndern und da-
bei DNAsel hypersensitive Bereiche zu erzeugen (Tsukiyama et al., 1994; Wall et
al., 1995; Lu et al., 1993; Sandaltzopoulos et al., 1995; Okada & Hirose, 1998). Es
wurde postuliert, dass GAF seine transaktivierende Funktion durch eine Re-
modellierung des Chromatins im Sinne einer Derepression der Transkription
bewirkt (Croston et al., 1991). Die ungewo6hnliche Funktionsweise dieses Proteins
begriindet ein besonderes Interesse, seine Eigenschaften in einem etablierten Modell
wie dem PHO-System zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde ein chiméres Protein aus GAF und der DNA-bindenden
Domine von Pho4 erzeugt. Um etwaige funktionelle Aktivitit ndher eingrenzen zu
konnen, wurden auflerdem Fusionen aus der N-terminalen und C-terminalen Hélfte

des GAF mit der DNA-bindenden Domine von Pho4 hergestellt.

In beiden Abschnitten der hier vorgelegten Arbeit konnten jeweils neue Erkenntnis-

se liber die untersuchten Faktoren gewonnen werden.



Die Ergebnisse der Experimente zu den PHO4-Deletionsmutanten leisten einen we-
sentlichen Beitrag zur strukturellen Definition der transaktivierenden Doméne von
Pho4.

Die in neueren Publikationen aufgezeigten Eigenschaften des GAF, welche im Wi-
derspruch zu vielen édlteren Arbeiten stehen, konnten durch die Resultate dieser
Arbeit bestétigt werden. Als liberraschendes Ergebnis gelang der Nachweis, dass der
GAF neben der bereits beschriebenen transaktivierenden Domine eine zweite Do-

maéne mit dieser Funktion besitzen muss.
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2. Ergebnisse

2.1 Deletionsmutanten von Pho4 und ihre Aktivitit am PHOS5-Promotor

2.1.1 Experimentelle Strategie und Zielsetzung

Der erste Teil dieser Arbeit besteht in der Erzeugung von zwei Deletionsmutanten
von Pho4, ihrer Expression in S. cerevisiae sowie der funktionellen Charakterisie-
rung dieser Molekiile.

Um die zwei gewiinschten Derivate von Pho4 zu erhalten, muflte die fiir das Wild-
typprotein kodierende DNA-Sequenz in diesem Sinne modifiziert werden. Mit Hilfe
einer auf der Polymerasekettenreaktion basierenden Methode konnten zwei entspre-
chende DNA-Sequenzen hergestellt werden. Die erste Sequenz kodiert ein Pho4-
Derivat mit einer Deletion der Aminoséuren 97 bis 106 (siche Abbildung 2.1;
PHO4-Sequenz aus: Legrain et al., 1986). Die zweite kodiert ein Derivat mit einer
Deletion der Aminosduren 101 bis 110. Die modifizierten Sequenzen wurden an-
schlieBend durch Sequenzierung der verdnderten Abschnitte auf die korrekte
Einfiihrung der Deletionen tiberpriift. Die Pho4-Derivate wurden darauthin in ent-
sprechenden Expressionsvektoren in S. cerevisiae transformiert. Die funktionelle
Aktivitit der Pho4-Mutanten konnte schlieBlich bestimmt werden. Dazu wurde die
transkriptionsaktivierende Aktivitdit durch Messung der Phosphataseaktivitit be-

stimmt.

2.1.2 Gezielte Mutagenese des PHO4-Gens mittels der Megaprimer Methode

Die Polymerasekettenreaktion (nachfolgend wird hierfiir die allgemein {ibliche, auf
den englischen Ausdruck polymerase chain reaction zuriickgehende Abkiirzung
PCR verwendet) ermdglicht nicht nur die einfache Vervielfdltigung beliebiger
DNA-Sequenzen, sondern auch die einfache Herstellung von modifizierten Kopien
der Originalsequenz. Diese Abwandlungen werden durch Starteroligonukleotide
(nachfolgend wird hierfiir der allgemein {iibliche englische Ausdruck Primer ver-
wendet), welche von der Originalsequenz abweichen, erzeugt. Da die Linge eines
Primers technisch limitiert ist, konnen durch eine PCR primir nur Modifikationen
an den Enden der Originalsequenz erzeugt werden. Um diese Einschrinkung zu um-
gehen, wurden viele auf der PCR basierende Protokolle entwickelt, welche die
Einfiihrung von Mutationen an beliebiger Position innerhalb der Originalsequenz

ermdglichen.
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Abbildung 2.1:
Sequenz des PHO4-Gens mit Translation in das Pho4-Protein:

1 AAG CTT TCT TGA AAC ACT TTC TCG AAC CTC AAA TCA GGT ATG TTC
46 AAA TGT TTG TTG GGA GTT GGC GCC GTA GGT ACG TTC ATT TCT ACG
91 TTC CCA CAG TTT TTT TTC TTG CTG CCT TGC CTT CTT TGC GTA CGG

136 TGT GTA TGT GTA TGT CTG TGT GCA AGT ACT TCC TAC GCT GCA ACT
181 GCG ATT TTC TCG TTT TCT ATT TTT TTT TTT TGC CTC GCC TAA TAT
Primer P-for GAA AGG CTG ACC CGG->
226 GTG GTA GGC GAA AGG CTG ACC CGG CCG CTC GCA CGG AAA TAT TTG
271 GCA AAT GAG TCT TGA CCA TAG AAA AAT GTA TAT AAC GAG GGA AGA
316 AGT CAT GCT TCG GAA GGA CCA GAA GAG AAG AGA TGA GCA AAG GAG
Met Gly Arg Thr Thr Ser Glu-
361 ACA GAA CAA GAG TAG CAG AAA GTC ATG GGC CGT ACA ACT TCT GAG
Gly Ile His Gly Phe Val Asp Asp Leu Glu Pro Lys Ser Ser Ile-
406 GGA ATA CAC GGT TTT GTG GAC GAT CTA GAG CCC AAG AGC AGC ATT
--Xbal--
Leu Asp Lys Val Gly Asp Phe Ile Thr Val Asn Thr Lys Arg His-
451 CTT GAT AAA GTC GGA GAC TTT ATC ACC GTA AAC ACG AAA CGG CAT
Asp Gly Arg Glu Asp Phe Asn Glu Gln Asn Asp Glu Leu Asn Ser-
496 GAT GGG CGC GAG GAC TTC AAC GAG CAA AAC GAC GAG CTG AAC AGT
Gln Glu Asn His Asn Ser Ser Glu Asn Gly Asn Glu Asn Glu Asn-
541 CAA GAG AAC CAC AAC AGC AGT GAG AAT GGG AAC GAG AAT GAA AAT
Glu Gln Asp Ser Leu Ala Leu Asp Asp Leu Asp Arg Ala Phe Glu-
586 GAA CAA GAC AGT CTC GCG TTG GAC GAC CTA GAC CGC GCC TTT GAG
I
Leu Val Glu Gly Met Asp Met Asp Trp Met Met Pro Ser His Ala-
631 CTG GTG GAA GGT ATG GAT ATG GAC TGG ATG ATG CCC TCG CAT GCG
. Deletion 101-11
Deletion 97-106 cletion 101-110
His His Ser Pro Ala Thr Thr Ala Thr Ile Lys Pro Arg Leu Leu-
676 CAC CAC TCC CCA GCT ACA ACT GCT ACA ATC AAG CCG CGG CTA TTA
Tyr Ser Pro Leu Ile His Thr Gln Ser Ala Val Pro Val Thr Ile-
721 TAT TCG CCG CTA ATA CAC ACG CAA AGT GCG GTT CCC GTA ACC ATT
Ser Pro Asn Leu Val Ala Thr Ala Thr Ser Ala Thr Ser Ala Asn-
766 TCG CCG AAC TTG GTC GCT ACT GCT ACT TCC GCC ACA TCC GCT AAC
Lys Val Thr Lys Asn Lys Ser Asn Ser Ser Pro Tyr Leu Asn Lys-
811 AAA GTC ACT AAA AAC AAG AGT AAT AGT AGT CCG TAT TTG AAC AAG
Arg Lys Gly Lys Pro Gly Pro Asp Ser Ala Thr Ser Leu Phe Glu-
856 CGC AAA GGT AAA CCC GGG CCG GAT TCG GCC ACT TCG CTG TTC GAA
--Smal-
Leu Pro Asp Ser Val Ile Pro Thr Pro Lys Pro Lys Pro Lys Pro-
901 TTG CCC GAC AGC GTT ATC CCA ACT CCG AAA CCG AAA CCG AAA CCA
Lys Gln Tyr Pro Lys Val Ile Leu Pro Ser Asn Ser Thr Arg Arg-
946 AAG CAA TAT CCG AAA GTT ATT CTG CCG TCG AAC AGC ACA AGA CGC
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Val Ser Pro Val Thr Ala Lys Thr Ser Ser Ser Ala Glu Gly Val-
991 GTA TCA CCG GTC ACG GCC AAG ACC AGC AGC AGC GCA GAA GGC GTG

Val Val Ala Ser Glu Ser Pro Val Ile Ala Pro His Gly Ser Thr-
1036 GTC GTA GCA AGT GAG TCT CCT GTA ATC GCG CCG CAC GGA TCG ACC

His Ala Arg Ser Leu Ser Lys Arg Arg Ser Ser Gly Ala Leu Val-
1081 CAT GCG CGG TCG CTG AGT AAG CGA CGG TCA TCG GGC GCG CTC GTG

Asp Asp Asp Lys Arg Glu Ser His Lys His Ala Glu Gln Ala Arg-
1126 GAC GAT GAC AAG CGC GAA TCA CAC AAG CAT GCA GAG CAA GCA CGG

Arg Asn Arg Leu Ala Val Pro Leu His Glu Leu Ala Ser Leu Ile-
1171 CGT AAT CGA TTA GCG GTC CCG CTG CAC GAA CTG GCG TCT TTA ATC

Pro Ala Glu Trp Lys Gln Gln Asn Val Ser Ala Ala Pro Ser Lys-
1216 CCC GCG GAG TGG AAA CAG CAA AAT GTG TCG GCC GCG CCG TCC AAA

Ala Thr Thr Val Glu Ala Ala Cys Arg Tyr Ile Arg His Leu Gln-
1261 GCG ACC ACC GTG GAG GCG GCC TGC CGG TAC ATC CGT CAC CTA CAG

Gln Asn Gly Ser Thr **x*
1306 CAG AAC GGG AGC ACG TGA CCG TGC ACC AAT GGG AAG CAC GTT CCG
<-C TTG CCC TCG TGC AC Primer P-rev

1351 GGC ATA TCG GAC TGG GGC GCG CCT CCC TGC GCG GTG CTT GTT ATA
1396 AGA GGC GTT TGC TGG AAA GTG GCC CAC ACC GGG TTT TCG AGA TTA
1441 GGA CCT ACT CAG TCT TAA GGG CAG TAT TGG TTG GCG CTT ATT TGC
1486 ACA TAT TGT ATA CAC GCA CTC ACA TTA ACA GAA GCA CAC TTA TAC
1531 ACT TAC ACC TAC ACA CAC GGA TAA AGA AAA AGA AA

Die Abbildung zeigt neben der Nukleotidsequenz von PHO4 auch die
Aminosduresequenz des Pho4-Proteins. Das Startkodon sowie das Stopkodon sind
hervorgehoben. Zudem sind die Erkennungssequenzen fiir Xbal und Smal, welche
fir das experimentelle Vorgehen bedeutsam waren, gekennzeichnet. SchlieBlich
sind die nicht-mutagenen Primer, die in der Megaprimer-PCR verwendet wurden,
dargestellt. Die beiden eingefithrten Deletionen sind durch schwarze Balken
markiert.

Da die hier geplanten Deletionen von Pho4 vergleichsweise zentral in der kodieren-
den Sequenz liegen, war in diesem Fall die Anwendung eines solchen Protokolls
erforderlich. Die hier verwendete Megaprimermethode besitzt wesentliche Vorteile
gegeniiber anderen Verfahren (Sarkar & Sommer, 1990).

Da die bei der PCR verwendeten DNA-Polymerasen mit einer Rate von einem Feh-
ler auf Tausend addierten Nukleotiden vergleichsweise hdufig unbeabsichtigte
Mutationen erzeugen, ist eine moglichst geringe Zahl von PCR-Zyklen anzustreben.
Die Megaprimermethode benétigt mit zwei Polymerasekettenreaktionen, im Ver-
gleich zu drei Reaktionen bei anderen Verfahren, eine geringere Zahl von Zyklen.
Des weiteren ist hier die vorangehende Synthese von nur drei Primern erforderlich.
Das Prinzip der Megaprimermethode ermoglicht es, die Beschrankung der klassi-

schen PCR zu umgehen.
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Abbildung 2.2:

Diese Abbildung demonstriert das Prinzip der Megaprimer-PCR.

Im Teilbild a) sind die Bedingungen der ersten Polymerasekettenreaktion dargestellt. Die
Matrize ist als dissoziierter Doppelstrang in schwarzer Farbe abgebildet. Die Primer
werden durch graue Pfeile symbolisiert. In dieser Reaktion wird die Mutation mit
Hilfe eines entsprechenden Primers in die Reaktionsprodukte eingefiigt. Mit dem
mutagenen Primer wird ein nicht-mutagener Primer kombiniert.

Das Bild b) zeigt das Produkt der ersten Reaktion. Es ist zu erkennen, daB ein grofer Teil der
Matrize in diesem Produkt nicht enthalten ist. Dieser Teil der Matrize wird mit Hilfe
der zweiten Polymerasekettenreaktion angefiigt.

Wie in c) dargestellt, mufl dazu das Produkt der ersten Reaktion als Primer eingesetzt werden.
Dieser Megaprimer wird mit einem zweiten, nicht-mutagenen Primer kombiniert.

Das in d) gezeigte Produkt der zweiten Reaktion umfalit die gesamte Lénge der Matrize und
enthdlt die beabsichtigte Mutation.

Eine bestimmte Eigenschaft des mutagenen Primers ist fiir die Methode von wesentlicher
Bedeutung. Der Primer muss sowohl am 5° Ende, als auch am 3° Ende der Mutation einen mit
der Matrize vollstindig komplementidren Bereich von 10 - 15 Basenpaaren Linge besitzen.
Diese Abschnitte ermdglichen jeweils in einer der beiden Polymerasekettenreaktionen die
Bindung des Primers (Bild a) oder des Megaprimers (Bild c) an die Matrize und somit die
Verldngerung durch die Polymerase (Die jeweils bindenden Abschnitte des Primers sind in der
Abbildung durch die schwarze Schraffur gekennzeichnet).

Dabei wird in einer ersten PCR nur ein Teilabschnitt der Originalsequenz vervielfal-
tigt (siche Abbildung 2.2). Dieser Abschnitt erstreckt sich von einem Ende der
Sequenz bis zum Ort der gewlinschten Mutation. In dieser ersten Reaktion kann also
die Mutation einfach durch die Veridnderung der Nukleotidsequenz des entsprechen-
den Primers in das Reaktionsprodukt eingebaut werden. Die zweite PCR wird nun
bendtigt, um mit Hilfe des mutierten Teilabschnitts der Originalsequenz die gesamte

Sequenz zu erzeugen. Dazu wird der in der ersten Reaktion erzeugte Abschnitt als
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einer von zwei Primern in der zweiten Reaktion eingesetzt. Da es sich hier, im Ver-
gleich zu einem gewdhnlichen Primer, um ein sehr langes Oligonukleotid handelt,
wird dieser als Megaprimer bezeichnet. Da der Megaprimer als doppelstringiges
DNA-Molekiil vorliegt, sind die Reaktionsbedingungen in der Polymeraseketten-
reaktion deutlich erschwert. Um die Assoziation des Megaprimers mit der Matrize
gegeniiber der Reassoziation mit seinem Gegenstrang zu beglinstigen, mufl die Mat-
rizen-DNA in deutlich erhohter Konzentration eingesetzt werden. Das in dieser
Reaktion entstandene Produkt ist die gewiinschte, mutierte DNA-Sequenz. Die hier
beabsichtigte Einfiihrung je einer Deletion in die kodierende Sequenz fiir das Wild-
typ-Pho4 wurde dementsprechend bewerkstelligt. Der mutierte Primer hat fiir die
Deletion A97-106 die Bezeichnung PA97-106 und fiir die Deletion A101-110 die
Bezeichnung PA101-110 (siehe Abbildung 2.3a und 2.3b; die Sequenzen dieser und
aller folgenden Primer sind im Abschnitt Material und Methoden aufgefiihrt). Diese
Primer wurden jeweils zusammen mit einem sogenannten reversen Primer, welcher
etwa 630 Basenpaare stromabwérts von den Mutationen bindet und als P-rev be-
zeichnet wird, in eine erste Reaktion eingesetzt. (Unter einem reversen Primer
versteht man das Starternukleotid in einer Polymerasekettenreaktion, von dem die
Synthese des Gegenstranges des kodierenden Stranges ausgeht.) Als Matrize wurde
ein mit dem Restriktionsenzym HindlIII einfach gespaltenes Plasmid mit der Be-
zeichnung pP4-70 (beschrieben als YepP4 in: Svaren et al., 1994), welches die
kodierende Sequenz fiir das Wildtyp-Pho4 enthilt, verwendet. Das entstandene Pro-
dukt war jeweils ein etwa 650 Basenpaare langes DNA-Molekiil. Dieses entsprach
dem DNA Abschnitt von etwa 20 Basenpaare stromaufwirts der Mutationen bis et-
wa 630 Basenpaare stromabwirts der Mutationen. Die gewiinschten Deletionen
waren in diesen Molekiilen durch die Verwendung der mutierten Primer bereits ent-
halten. Um diese mutierten DNA-Sequenzen zur Gesamtsequenz vervollstindigen
zu konnen, mufite noch ein ldngerer DNA-Abschnitt stromaufwérts der Mutationen
angefiigt werden. Dazu wurden die Reaktionsprodukte nach einem Reinigungsschritt
als Megaprimer in eine zweite PCR eingesetzt. Zudem wurde hier ein entsprechen-
der Primer, welcher etwa 460 Basenpaare stromaufwérts von den Deletionen in der
PHO4-Sequenz bindet, verwendet. Dieser hat die Bezeichnung P-for. Als Matrize
wurde hier nochmals das gespaltene Plasmid pP4-70, wie in der ersten Reaktion,

verwendet.
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Bereich der Deletion

PHO4-Originalsequenz N
90 95 a 100 105 ) 110

Met Asp Trp Met Met Pro Ser His Ala His His Ser Pro Ala Thr Thr Ala Thr Ile Lys Pro Arg Leu Leu
ATG GAC TGG ATG ATG CCC TCG CAT GCG CAC CAC TCC CCA GCT ACA ACT GCT ACA ATC AAG CCG CGG CTA TTA

Mutagener Primer flir
die Deletion 97 bis 106 :
PA97-106

G GAC TGG ATG ATG CCC TCG CATJATC AAG CCG CGG CTA T

.

ATG GAC TGG ATG ATG CCC TCG CATSATC AAG CCG CGG CTA TTA
.

Met Asp Trp Met Met Pro Ser His®Ile Lys Pro Arg Leu Leu

PHO4 mit der Deletion 97 bis 106

Abbildung 2.3a:

Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt der Nukleotidsequenz von PHO4 und der zugehdrigen
Aminosduresequenz im Vergleich mit der Sequenz von PHO4 mit der Deletion 97 bis 106.
AuBlerdem wird der Aufbau des mutagenen Primers demonstriert, welcher zur Herstellung der
Deletion 97 bis 106 in PHO4 durch die Megaprimer-PCR verwendet wurde.

Endprodukt dieser Reaktion war nun eine DNA-Sequenz, die jeweils die gewiinsch-
te Deletion in einem etwa 1060 Basenpaare langen Abschnitt der PHO4-Sequenz

enthielt.

2.1.3 Amplifikation und Verifikation der PHO4-Derivate

In den gewonnenen DNA-Sequenzen findet sich je ein Erkennungsmotiv fiir die Re-
striktionsenzyme Xbal und Smal. Die Erkennungssequenzen liegen jeweils
stromaufwiérts (Xbal) und stromabwiérts (Smal) in Bezug auf die eingefiihrten Muta-
tionen. Darum konnten beide Enzyme verwendet werden um ein entsprechendes
Fragment aus dem Reaktionsprodukt auszuschneiden. Um dieses Fragment in das
Plasmid pP4-70 einfiigen zu konnen, mufite auch dieses mit Xbal und Smal behan-
delt werden. Voraussetzung fiir die Verwendung von Xbal und Smal war, dass die
Erkennungssequenzen beider Enzyme in pP4-70 nur einmal vorkamen (siche Abbil-
dung 2.1 und 2.4). Die bendtigten DNA-Fragmente wurden anschlieBend durch eine
elektrophoretische Auftrennung der Reaktionsansitze in einem Agarosegel isoliert.
Die Restriktionsenzyme wurden so gewdhlt, dass ein moglichst kleines Fragment

aus den Reaktionsprodukten ausgeschnitten wurde.
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Bereich der Deletion

PHO4-Originalsequenz A

95 100 105 ;;?) 115
Ser His Ala His His Ser Pro Ala Thr Thr Ala Thr Ile Lys Pro Arg Leu Leu Tyr Ser Pro Leu
TCG CAT GCG CAC CAC TCC CCA GCT ACA ACT GCT ACA ATC AAG CCG CGG CTA TTA TAT TCG CCG CTA

Mutagener Primer fiir CG CAT GCG CAC CAC TCCICTA TTA TAT TCG CCG C
die Deletion 101 bis 110 :
PA101-110

.
TCG CAT GCG CAC CAC TCCaCTA TTA TAT TCG CCG CTA
.

Ser His Ala His His Ser=Leu Leu Tyr Ser Pro Leu

PHO4 mit der Deletion 101 bis 110

Abbildung 2.3b:

Diese Abbildung zeigt einen Ausschnitt der Nukleotidsequenz von PHO4 und der zugehdrigen
Aminosduresequenz im Vergleich mit der Sequenz von PHO4 mit der Deletion 101 bis 110.
AuBlerdem wird der Aufbau des mutagenen Primers demonstriert, welcher zur Herstellung der
Deletion 101 bis 110 in PHO4 durch die Megaprimer-PCR verwendet wurde.

Dies geschah mit der Absicht, den DNA-Abschnitt, der moglicherweise uner-
wiinschte Mutationen durch die PCR enthielt, so kurz wie moglich zu halten.

Die aufgereinigten Fragmente wurden in einer Ligierung zu einem intakten Plasmid
verbunden. Als Derivate des Plasmids pP4-70 erhielten die Konstrukte die Bezeich-
nung pP4-70-A97-106 und pP4-70-A101-110. Die ligierten Plasmide wurden
anschlieend in E. coli transformiert. Der Transformationsansatz wurde auf ampicil-
linhaltigen Ndhrmediumplatten aufgebracht. Das Antibiotikum erlaubt dabei eine
Selektion transformierter Zellen, da das verwendete Plasmid eine Ampicillin-
Resistenz vermittelt. Jeweils 15 der daraus resultierenden Bakterienkolonien wurden
in kleinem Mafstab kultiviert. Aus diesen Kulturen gewonnene Priparationen der
Plasmid-DNA wurden zuerst durch Spaltung mit den Restriktionsenzymen HindIII
und Banll daraufhin iiberpriift, ob das korrekte Plasmid mit dem eingefiigten PCR-
Produkt enthalten war. In einer Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-
Fragmente ihrer Grof3e entsprechend aufgetrennt. Anhand der erwarteten Fragment-
groflen (4231, 1108, 682, 435 und 93 Basenpaare; siche Abbildung 2.5) konnten die
untersuchten Klone grob darauthin iiberpriift werden, ob sie das erwartete Plasmid
enthielten. AnschlieBend wurde jeweils ein Klon ausgewihlt und mit Hilfe weiterer

Restriktionsenzyme niher untersucht.
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Ori (Col. E1) Xbal (429)  pHO4

5727-6400 1-1445
Smal (870)
Amp'
4722-5582
URA 3
1843-2940
2y
2940-3924

Abbildung 2.4:

Karte des Plasmids pP4-70. Es finden sich jeweils die wesentlichen funktionellen
Elemente mit Angabe ihrer genauen Lokalisation im Plasmid. Das Plasmid enthilt
eine Ampicillinresistenz (Amp") zur Selektion in E. coli, sowie das URA3-Gen zur
Selektion in S. cerevisiae. Der Abschnitt 2 steuert die Replikation in S. cerevisiae
wihrend Ori (Col. E1) die Replikation in E. coli steuert. pP4-70 enthilt schlieBlich
das PHO4-Gen. Die fiir das experimentelle Vorgehen wesentlichen Restriktions-

schnittstellen von Xbal und Smal sind gekennzeichnet.

Dazu wurden die Enzyme Pvull zusammen mit Dral und Clal mit HindIII verwen-
det. Die FragmentgroBen (fir Pvull mit Dral: 3251, 2587, 692 und 19 Basenpaare;
fiir Clal mit HindIII: 5405 und 1144 Basenpaare) bestétigten das Vorliegen der er-
warteten Plasmide (siche Abbildung 2.6). Es wurden weitere Testspaltungen mit den
Restriktionsenzymen Kspl und Sphl durchgefiihrt. Die Verwendung dieser Enzyme
ermoglichte den direkten Nachweis der eingefiihrten Deletionen. Durch die Deletio-
nen wurde die Erkennungssequenz fiir Kspl in pP4-70-A101-110 und fiir Sphl in
pP4-70-A97-106 zerstort (siche Abbildung 2.6). Im jeweils anderen Konstrukt blie-
ben die Erkennungssequenzen erhalten. Daher konnten die Deletionen jeweils durch

das Fehlen eines Fragmentes nachgewiesen werden.
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pP4-70-A97-106

= pP4-70-A101-110

2 f_L\

e

5 — N o —N o0 .

% §§ § § E § g g § Abbildung 2.5:

S MY NMUNEE LY Agarosegelelektrophorese von Restrik-
FragmentgroBen & SollgrdBen tionsspaltungsansitzen mit vier Klonen

fiir das Plasmid pP4-70-A97-106 und

4277Bp — . - 4231 Bp mit fiinf Klonen fiir das Plasmid pP4-
3530 Bp : L 70-A101-110. Es wurden jeweils die
Restriktionsenzyme HindIII mit Banll
verwendet. Die bei korrekten Klonen

1107 Bp erwarteten  Fragmentgrofien  sind
983Bp —& angegeben. Der Vergleich mit den
831 Bp s 683 Bp Banden der GroBenreferenz zeigt fiir
564 Bp — : 435 Bp jeden Klon eine Ubereinstimmung der

erwarteten mit den  gefundenen

(93 Bp) GroBen. Die Schemazeichnung des

Plasmids (pP4-70-A101-110 besitzt

hier die gleichen Eigenschaften) zeigt,

dass die ausgewihlten Restriktions-

HindllI (2)  Banll (437) enzyme sowohl im Plasmid, als auch

Deletion 97-106 (672) im eingefligten Fragment spalten. Das

korrekte Bandenmuster belegt dadurch

PHO4-A97-106 die Identitit des Plasmids und des
Fragments.

pP4-70-A97-106 BanlI (1544)

6549 bp
Banll (2227)

BanlI (2320)

Da beide Testspaltungen parallel mit beiden Konstrukten durchgefiihrt wurden,
stellte das jeweils andere Konstrukt, mit der erhaltenen Erkennungssequenz, eine
Positivkontrolle dar. (Die erwarteten Fragmentgrofen waren fiir Kspl: 6549 Basen-
paare bei pP4-70-A101-110, sowie 6041 und 508 Basenpaare bei pP4-70-A97-106;
fiir Sphl: 6096 und 453 Basenpaare bei pP4-70-A101-110, sowie 6549 Basenpaare
bei pP4-70-A97-106). Auch hier stimmten die erwarteten Fragmentgré3en mit den

erhaltenen Fragmentgrof3en iiberein.
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pP4-70-A101-110

GroBenreferenz

FragmentgroB3en

6000 Bp
~5000 Bp
4277 Bp
3530 Bp
2027 Bp
1330 Bp
1071 Bp
831 Bp
627 Bp
564 Bp

Pvull Clal Kspl Sphl
+ +
Dral HindIII

HindITI(2)

Deletion(672)

Dral(5594)

pP4-70-A97-106

Abbildung 2.6:

Agarosegelelektrophorese von je vier Restriktions-
spaltungsansétzen mit den Plasmiden pP4-70-A101-
110 und pP4-70-A97-106, die den korrekten Aufbau
dieser Plasmide belegen. Es sind jeweils die
verwendeten Restriktionsenzyme angegeben.

Es war der Nachweis folgender FragmentgroBen zu
erwarten:

fiir Pvull und Dral: 3251, 2587, 692 und (19) Bp;

fiir Clal und HindIII: 5405 und 1144 Bp;

fir Kspl nur bei pP4-70-A97-106 ein Fragment mit
508 Bp;

fiir Sphl nur bei pP4-70-A101-110 ein Fragment mit
453 Basenpaaren;

Der Vergleich mit den Banden der Grofienreferenz
zeigt die Ubereinstimmung der erwarteten mit den
gefundenen  GroBen. Schemazeichnungen der
Plasmide mit den entsprechenden Schnittstellen
sollen das Prinzip dieser Restriktionsspaltungen
verdeutlichen. Wo die Positionen der Schnittstellen
identisch sind, ist jeweils nur pP4-70-A97-106
dargestellt. Die Ansétze mit Kspl und Sphl sind fiir
jedes Plasmid in einem Schema zusammengefasst.

Deletion (672)
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Abbildung 2.7:

Exemplarisch wird hier die Sequenzreaktion fiir
die PHO4-Sequenz mit der Deletion der Basen
fiir die Aminosduren 101 bis 110 dargestellt. Auf
der Abbildung der Gelelektrophorese sind die
gewerteten Banden mit einem Pfeil markiert. Die
daraus resultierende Basensequenz ist in der
Orientierung vom Unter- zum Oberrand des Gels
angegeben. Der Bereich enthilt, abgesehen von
der korrekt eingefligten Deletion, keine
Abweichungen von der Originalsequenz.

Deletion

l

ATG CCC TCG CAT GCG CAC CAC TCC CTA TTA TAT TCG CCG
CTA ATA

Fiir beide Deletionsmutanten konnte auf diese Weise ein korrekter Klon nachgewie-
sen werden. Mit diesen Klonen wurde eine Plasmidprdparation in groferem
Malstab durchgefiihrt. Die gewonnene DNA wurde dazu verwendet, mittels einer
Sequenzreaktion zu {iberpriifen, ob die jeweilige Deletion in der gewiinschten Form
enthalten war. Dazu wurde ein Primer mit der Bezeichnung P-sequ verwendet. Fiir
beide Konstrukte konnte so der korrekte Aufbau belegt werden (sieche Abbildung
2.7).

2.1.4 Transformation der PHO4-Deletionskonstrukte in Saccharomyces cerevisiae

In pP4-70-A97-106 und pP4-70-A101-110 waren nun die Deletionsvarianten von
PHO4 an Stelle der Originalsequenz enthalten. Das Plasmid pP4-70, als Grundlage
beider Konstrukte, ermoglicht neben der Propagation in E. coli auch die stabile
Transformation von Hefezellen als episomales Plasmid (sieche Abbildung 2.4). Die

sogenannte 2u-Sequenz bedingt dabei die Replikation und den Erhalt des Plasmids

21



in hoher Kopienzahl (zwanzig bis fiinfzig Kopien in einer Zelle) in S. cerevisiae.
pP4-70 besitzt auBerdem die URA3-Sequenz. Diese kodiert fiir ein Enzym im Syn-
theseweg von Uracil. Die zur Transformation verwendeten Hefestimme besitzen
kein funktionstiichtiges URA3-Gen und sind somit auxotroph fiir Uracil. Durch die
URA3-Sequenz des Plasmids wird diese Auxotrophie komplementiert. Mit Uracil-
freien Ndhrmedien kann somit eine Selektion von Transformanten nach der Trans-
formation des Plasmids in S. cerevisiae erfolgen. In dieser Weise wird auch bei der
weiteren Kultivierung der Transformanten ein Verlust des Plasmids verhindert.
SchlieBlich verfligt pP4-70 tiber die PHO4-Sequenz unter der Kontrolle des natiirli-
chen PHO4-Promotors.

Der fiir die Transformation verwendete Hefestamm YS33 (Svaren ef al., 1994) be-
sitzt folgenden Genotyp: MATa, his3-11, his3-15, leu2-3, leu2-112, can®, ura3AS,
Apho4::ura3AS, Apho80::HIS3. Dieser Hefestamm hat damit fiir das experimentelle
Vorgehen wichtige Eigenschaften. YS33 ist unter anderem auxotroph fiir Uracil. Die
Auxotrophie wurde durch partielle Deletion des URA3-Gens erzeugt. Wie bereits
erldutert, ermoglicht diese Auxotrophie die Selektion von Transformanten. Aufler-
dem besitzt YS33 kein funktionelles PHO4-Gen. Das Fehlen dieses Gens
ermoglicht es, die Eigenschaften der Pho4-Derivate ohne Storung durch das Wild-
typ-Pho4 zu untersuchen. YS33 ist schlieBlich auch defizient fiir Pho80. Wie bereits
beschrieben, hemmt Pho80 die Aktivitit von Pho4 bei ausreichender Phosphatver-
sorgung.

Diese Interaktion konnte durch die erzeugten Deletionen in unvorhersehbarer Weise
beeinflufft werden. Die Auswirkung der Deletionen in Pho4 auf die Aktivitdt des
Proteins wiére so von Effekten durch die eventuell verdnderte Wechselwirkung mit
Pho80 nicht zu unterscheiden. Damit stellt das Fehlen von Pho80 in YS33 ebenfalls
einen Vorteil fiir die beabsichtigten Experimente dar.

Zellen von YS33 wurden mit den Plasmiden pP4-70-A97-106 und pP4-70-A101-110
transformiert. Mittels Kultivierung auf Uracil-Mangelmedien konnten erfolgreich
transformierte Zellen kloniert werden. Es wurden jeweils drei beliebige Klone fiir

die nachfolgenden Experimente ausgewéhlt.
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2.1.5 Untersuchung der Aktivitit der Pho4-Derivate durch Messung der Phosphata-

seaktivitét

In pP4-70-A97-106 und pP4-70-A101-110 stehen die Pho4-Derivate unter der Kon-
trolle des natiirlichen PHO4-Promotors. Dieser ist konstitutiv auf niedrigem Niveau
aktiv. Da die Plasmide in hoher Kopienzahl in den Hefezellen vorliegen, resultiert
aufgrund des Gen-Dosis Effektes auch eine relativ starke Expression der Pho4-
Derivate. Da in YS33 Pho4 nicht durch Pho80 reprimiert wird, ist bereits unter nor-
malen Phosphatkonzentrationen ein deutlicher Effekt zu erwarten, wenn die Pho4-
Derivate funktionell aktiv sind.

Durch Messung der Phosphataseaktivitét sollte untersucht werden, inwieweit die
Pho4-Derivate trotz der eingefiihrten Deletionen in der Lage sein wiirden, die
Transkription am PHO5-Promotor zu aktivieren.

Die Bestimmung der Phosphataseaktivitdt ermdglicht keine Unterscheidung zwi-
schen den einzelnen Phosphatasen. PhoS5 stellt aber den weit liberwiegenden Anteil
der sezernierten Phosphataseaktivitit in S. cerevisiae. Darum kann durch Messung
der Phosphataseaktivitit der Hefezellen auf die Menge an in das Periplasma sezer-
niertem Pho5 geschlossen werden.

Um die Bestimmung durchzufiihren, wurden je drei Klone fiir beide Konstrukte in
Kulturmedium mit normaler Phosphatkonzentration angezogen. Bei Erreichen einer
logarithmischen Wachstumsphase wurde zum einen ein Teil der Zellen geerntet,
zum anderen wurden Zellen in phosphatfreies Medium iiberfiihrt. Auch die Zellen
im phosphatfreien Medium wurden nach einer entsprechenden Zeitspanne geerntet.
Die Aktivitidtsbestimmung mit den in einem Reaktionspuffer aufgenommenen Zel-
len, erfolgte durch die Umsetzung eines chromogenen Substrates (Haguenauer-
Tsapis & Hinnen, 1984). Die photometrische Messung der Farbintensitit nach Ab-
lauf einer definierten Reaktionszeit erlaubt die Berechnung der Phosphataseaktivitit.
Um einen Vergleich der Aktivititen zu ermoglichen, wird diese Aktivitdt zu der ein-
gesetzten Zellmenge in Bezug gesetzt.

Zum Vergleich wurde auch die Phosphataseaktivitdt von untransformierten Zellen
der Stimme YS31 (Svaren ef al.,1994) und YS33 unter beiden Kulturbedingungen
gemessen. YS31 besitzt im Gegensatz zu YS33 noch ein funktionelles PHO4-Gen
und bildet damit eine Positiv-Kontrolle. Bei YS33 fehlt Pho4. Mit diesem Stamm

kann deshalb die Hintergrund-Phosphataseaktivitdt bestimmt werden.
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Klon / Stamm Phosphataseaktivitit Phosphataseaktivitit
bei normaler Phosphatversorgung | bei Phosphatmangel
YS31 180 /169 -
YS33 2,04/2,78 -
Pho4-A97-106 45,5 /48,1 52,1/52,2
in YS33 193/ - 143 /150
182 /- 162 /157
Pho4-A101-110 196 /189 167 /165
in YS33 194 /200 189 /187
220/239 216 /207
Tabelle 2.1:

Die Tabelle zeigt die MeBBwerte fiir die Phosphataseaktivitdt (in U/ODgg) der mit
den zwei PHO4-Deletionskonstrukten transformierten Hefen im Vergleich mit der
Phosphataseaktivitit der als Kontrollen verwendeten Stimme YS31 und YS33. Bei
der Messung wurden groftenteils Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Fiir die
Transformanten =~ wurde  nicht nur die  Aktivitdit bei  normalen
Phosphatkonzentrationen sondern auch nach Induktion durch Phosphatmangel
bestimmt. Bei den Transformanten wurden zudem Messungen von jeweils drei
verschiedenen Klonen durchgefiihrt.

Die ermittelten Phosphataseaktivititswerte lagen fiir beide Pho4-Derivate unter Kul-
turbedingungen mit normalen Phosphatkonzentrationen {iber den fiir YS31
bestimmten Werten (siche Tabelle 2.1). Bei einem Klon des pP4-70-A97-106 Kon-
struktes zeigten sich abweichende Phosphataseaktivitdtswerte.

Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung ist ein negativer Selektionsdruck
auf Hefezellen durch ein konstant hohes Expressionsniveau von Pho4-abhidngigen
Genen. Aufgrund des Selektionsdruckes ist es hier vermutlich zur Etablierung eines
Zellklons mit abweichendem Phinotyp gekommen. Grundlage dieser Eigenschaft
kann zum Beispiel eine Herabregulierung der Kopienzahl des Expressionsplasmids
sein. Ein solches Phidnomen tritt hdufig bei Expressionsplasmiden mit der 2pu-
Sequenz auf, wenn diese die Expression eines fiir die Zellen ungiinstigen Produktes
bedingen.

Unter Kulturbedingungen mit niedrigen Phosphatkonzentrationen konnte keine
Steigerung der Phosphataseaktivitit beobachtet werden. Unter Beriicksichtigung der

hohen Phosphataseaktivitit bei normalen Phosphatkonzentrationen war dieses Er-
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gebnis jedoch zu erwarten. Es wurde bereits bei fritheren Untersuchungen beobach-
tet, dass Zellen, die ein funktionell aktives Pho4 besitzen, gleichzeitig fiir Pho80
defizient sind und zusétzlich einem Phosphatmangel ausgesetzt werden, im Wachs-
tum stark gehemmt sind. Dies ist wahrscheinlich auf die Auswirkungen eines
konstant hohen Expressionsniveaus von Pho4-abhingigen Genen zuriickzufiihren.
Hefezellen, die diesen Bedingungen ausgesetzt werden, zeigen regelhaft ein para-
doxes Verhalten der Phosphataseaktivitt.

Zusammenfassend ergibt sich fiir beide Pho4-Derivate, dass den jeweils deletierten
Bereichen keine wesentliche, funktionelle Bedeutung bei der Transkriptionsaktivie-

rung am PHOS5-Promotor durch Pho4 zukommit.
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2.2 Chimire GAF-Pho4 Molekiile und ihre Aktivitit am PHOS5-Promotor

2.2.1 Experimentelle Strategie und Zielsetzung

Der zweite Teil dieser Arbeit besteht in der Erzeugung von drei chiméiren Mole-
kiilen. Diese setzen sich zusammen aus GAF und der DNA-bindenden Domine von
Pho4, sowie jeweils der N-terminalen und der C-terminalen Hélfte von GAF und der
DNA-bindenden Doméne von Pho4. Diese Molekiile sollten mit Hilfe verschiedener
Plasmide in S. cerevisiae exprimiert und ihre Aktivitdt am PHO5-Promotor charak-
terisiert werden.

Um die chimiren Proteine erzeugen zu konnen, mufiten zunichst die kodierenden
Sequenzen fiir den GAF und die DNA-bindende Doméane von Pho4 zusammenge-
fligt werden (siehe Abbildung 2.8a, 2.8b und 2.9; Fiir die Klonierung wurde ein
Derivat von PHO4, beschrieben als A2 in Svaren et al. (1994), verwendet). Dazu
wurden mittels einer Polymerasekettenreaktion geeignete Erkennungssequenzen fiir
Restriktionsenzyme in die GAF-Sequenz eingefiigt. Diese muflten so gewahlt wer-
den, dass fir die GAF-Sequenz und die PHO4-Sequenz, nach der
Zusammenfiihrung iiber die Schnittstellen, ein gemeinsames Leseraster fiir die
Translation entstehen konnte.

Durch Sequenzierung der entsprechenden Abschnitte des GAF mufiten auch hier
unbeabsichtigte Mutationen durch die PCR ausgeschlossen werden. Da nur die bei-
den Enden der GAF-Sequenz zur Erzeugung der Erkennungssequenzen fiir die
Restriktionsenzyme verdndert werden muflten, konnte die GroBe der Abschnitte,
welche zu lberpriifen waren, erheblich reduziert werden. Zu diesem Zweck wurde
ein 1420 Basenpaare langes DNA-Fragment in der Mitte der modifizierten GAF-
Sequenz, unter Nutzung bereits in der urspriinglichen Sequenz vorhandener Restrik-
tionsschnittstellen von Munl und Sphl (sieche Abbildung 2.9), durch den
entsprechenden Abschnitt der origindren DNA ersetzt.

Nach erfolgreicher Uberpriifung konnte die GAF-Sequenz mit der kodierenden Se-
quenz flir die DNA-bindende Doméne von Pho4 verbunden werden. Die entstandene
Gesamtsequenz kodiert also fiir ein chimidres Protein, bei dem die transkriptionsak-
tivierende Doméne von Pho4 durch den GAF ersetzt wurde (sieche Abbildung 2.8a,
2.8b und 2.9).

Um die beiden Konstrukte mit jeweils nur einer Hilfte des GAF zu erzeugen, wurde
eine in der Wildtyp-Sequenz des GAF vorkommende Restriktionsschnittstelle be-
nutzt. Die im Codon fiir die Aminosdure 245 liegt (siche Abbildung 2.8c und 2.8d).
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a) Deletion

7 8 9 10 11 152 153 154 PHO4-Sequenz mit Deletion
Glu Gly Ile His Gly Ser Pro Tyr der Aminosiuren

GAG GGA ATA CAC GGT AGT CCG TAT 12 bis 15 1= PHO4-A2

s

GAG GGA ATT CAC GGA ch}: CCG TAT Modifizierte PHO4-A2-

N J Sequenz in pP4-12 und pP4-72
EcoRI BamHI
b) GAF1-Pho4 (2055 Bp)
EcoRI (24) BamHI(746) Balll/BamHI
7 8 “;_Pll_[g%G?Fl_s_;“ 9 ---GAF1/ /PHO4---
Glu Gly Ile His Ser Leu Tyr 516 517 518 519 xxx 152 153 154
GAG GGi ATT CAT TCG CTG TXT Pro Gln Pro Gln Arg Ser Pro Tyr
EcoRT CCG CAG CCG CAG AGA TCC CCG TAT
BglII/BamHI
AGATCT GGATCC
©) GAF2-Pho4 (1230 Bp)
EcoRI(24) BamHI(746)
---GAF2/PHO4---

242 243 244 245 152 153 154 155
His Gly Ser Gly Ser Pro Tyr Leu
CAC GGC TCT GGA TCC CCG TAT TTG

BamHI
d) GAF3-Pho4 (1341 Bp)
EZ;RI;I%;%) Bglll/BamHI

-—--PHO4/GAF3----

7 8 9 10 /245 246 247
Glu Gly Ile His Gly Ser Val
GAG GGA ATT CAC GGA TCC GTG

BamHI

Abbildung 2.8:

Schematischer Aufbau und Klonierstrategie fiir die GAF-Pho4 Konstrukte.

a)Die Abbildung zeigt die verdnderte DNA-Sequenz von PHO4-A2 sowie das Ausmal} der
Deletion in Pho4-A2. Es werden auerdem die notwendigen Verdnderungen der Basen-
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sequenz zur Einfiihrung der Erkennungsstellen fiir EcoRI und BamHI dargestellt. Diese
bedingen jedoch keine weitere Anderung in der Aminosiuresequenz von Pho4. (Svaren et
al., 1994)

b)GAF1-Pho4 Konstrukt (Die fiir die Aminosduren 7 bis 519 des GAF kodierende Sequenz
wird hier als GAF1 bezeichnet). Das Schema zeigt den Aufbau des Konstruktes aus den
ersten 10 Aminosduren von Pho4 (helles Rechteck), dem GAF1 (dunkelgraues Rechteck),
der Pho2-Interaktionsdoméne von Pho4 (schwarzes Rechteck) und der DNA-bindenden
Domine von Pho4 (hellgraues Rechteck). An den Ubergangsstellen zwischen den PHO4-
Sequenzabschnitten und der GAF-Sequenz (vergleiche Abbildung 2.9) ist jeweils ein
Ausschnitt der Nukleotidsequenz mit den verwendeten Restriktionsenzymen gezeigt. Die
PCR-gestiitzte Einfiihrung der Restriktionsschnittstellen von EcoRI und Bglll in die GAF-
Sequenz erfolgte unter der Beriicksichtigung des Translationsleserasters (siche
angegebene Aminosduresequenz). Die Verbindung der BgllI-Schnittstelle (GAF-Sequenz)
mit der BamHI-Schnittstelle (PHO4-Sequenz) fiihrt zur Zerstérung beider Erkennungs-
sequenzen (Die Erkennungssequenzen beider Enzyme sind angegeben). Wie aus der
Abbildung zu ersehen ist, wurde in der PCR auch ein Teil der PHO4-Sequenz (in ihr liegt
die EcoRI-Schnittstelle) iiber den Primer GAF-for in die GAF-Sequenz eingebaut
(vergleiche Abbildung 2.9). Dabei wurde durch den Primer GAF-for das letzte Nukleotid
des Histidincodons der Aminosdure 10 der PHO4-Sequenz als stumme Mutation von C
nach T verdndert (vergleiche a) mit b) ) Die Positionsangaben in der Abbildung, sowie die
Grofenangaben bei den Konstrukten beziehen sich auf die Nukleotide der kodierenden
DNA-Sequenz.

¢)GAF2-Pho4 Konstrukt (Die fir die Aminoséduren 7 bis 245 des GAF kodierende Sequenz
wird hier als GAF2 bezeichnet). Das Schema zeigt den Aufbau des Konstruktes analog zu
b). Hier wurde die in der Mitte der GAF-Sequenz liegende BamHI-Schnittstelle
verwendet. Wie aus der angegebenen Aminoséuresequenz zu ersehen ist, geschah dies
unter Wahrung des Translationsleserasters. Die Verwendung der EcoRI-Schnittstelle
erfolgte wie unter b) gezeigt.

d)GAF3-Pho4 Konstrukt (Die fiir die Aminosduren 245 bis 519 des GAF kodierende
Sequenz wird hier als GAF3 bezeichnet). Fiir diese Klonierung wurde in der PHO4-A2-
Sequenz nur die BamHI-Schnittstelle genutzt (siche a) ). Das Fragment der GAF-Sequenz
wurde tiber die interne BamHI-Schnittstelle und die C-terminale BgllI-Schnittstelle in die
gedffnete BamHI-Schnittstelle der PHO4-Sequenz eingesetzt. An beiden Ubergangs-
stellen blieb das Translationsleseraster erhalten (die Verbindung der BgllI-Schnittstelle
mit der BamHI-Schnittstelle erfolgte wie in b) gezeigt ).

Sie ist damit in etwa in der Mitte des GAF gelegen. Bei der Nutzung dieser Schnitt-

stelle blieb das Leseraster der Translation erhalten. So konnten jeweils auch beide

Hilften des GAF mit dem PHO4-Derivat verkniipft werden.

Da die kodierende Sequenz fiir die DNA-bindende Doméne von Pho4 bereits in Ex-

pressionsplasmiden fiir S. cerevisiae vorlag, konnten die drei Konstrukte sofort in

den entsprechenden Plasmiden zusammengesetzt werden.

Die funktionelle Aktivitdt der chimdren Molekiile wurde zuerst durch Messung der

Phosphataseexpression bestimmt. AnschlieBend wurde die Verdnderung der Chro-

matinstruktur am PHOS5-Promotor durch die Konstrukte untersucht.
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2.2.2 Modifikation der GAF-Sequenz mittels der Polymerasekettenreaktion

Um die GAF-Sequenz in die PHO4-Sequenz einfiigen zu kdnnen, war es notwendig
an den Enden der GAF-Sequenz Erkennungsstellen fiir bestimmte Restriktionsen-
zyme zu erzeugen (sieche Abbildung 2.9; GAF-cDNA-Sequenz aus: Soeller et al.,
1993). Durch den ersten Primer mit der Bezeichnung GAF-for wurde am Anfang der
GAF-Sequenz die Erkennungsstelle fiir das Restriktionsenzym EcoRI erzeugt. Die
EcoRI Erkennungssequenz wurde verwendet, um die GAF-Sequenz unter Erhalt des
Translationsleserasters in die PHO4-Sequenz zu integrieren (siche Abbildung 2.8).
Durch den zweiten Primer mit der Bezeichnung GAF-rev wurden am Ende der
GAF-Sequenz Erkennungssequenzen fiir die Restriktionsenzyme BglII und HindIII
erzeugt. Das Enzym Bglll wurde bendtigt um die GAF-Sequenz in die PHO4-
Sequenz einzufiigen (siche Abbildung 2.8). Das zweite Enzym, HindIIl ermdglichte
den Einbau der GAF-Sequenz in das Plasmid Bluescript-SK'. Die GAF-Sequenz
muBlte zundchst in dieses Plasmid eingefiigt werden, um eine Sequenzierung der
durch die PCR modifizierten Abschnitte vorzunehmen.

Bei der Durchfiihrung der erlduterten Polymerasekettenreaktion wurde als Matrize
ein Plasmid mit der kodierenden Sequenz fiir GAF eingesetzt. Das Plasmid war vor-
her mit dem Restriktionsenzym Clal einfach gespalten worden. Das Produkt der

Polymerasekettenreaktion war 1563 Basenpaare lang.

2.2.3 Klonierung und Sequenzierung der modifizierten GAF-Sequenz

Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt und dann mit den Restriktionsenzymen EcoRI
und HindlIII gespalten. Der Reaktionsansatz wurde danach mit Hilfe einer Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt. Das in dieser Weise isolierte DNA-Fragment wurde
nochmals gereinigt. AnschlieBend wurde es in einer Ligierung in das ebenfalls durch
HindIIT und EcoRI gespaltene Plasmid Bluescript-SK™ eingefiigt. Das Plasmid
konnte nun in E. coli transformiert werden. Von 26 isolierten Klonen wurden DNA-
Priparationen in kleinem Mafstab durchgefiihrt. Proben dieser Préparationen wur-
den mit den Restriktionsenzymen EcoRI wund HindIIl inkubiert. Eine
Agarosegelelektrophorese zeigte fiir einen Klon ein mit dem erwarteten Muster ii-
bereinstimmendes Fragmentmuster (2946 und 1553 Basenpaare; siche Abbildung
2.10). Die Plasmid-DNA dieses Klons wurde mit weiteren Restriktionsenzymen un-

tersucht.
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Abbildung 2.9:
Sequenz der cDNA des GAGA-Faktors mit Translation in das GAGA-Faktor-Protein:

Met
ATG

Primer

Ser
TCG

GAF-for G

Leu
CTG

Pro Met
CCA ATG

CGA ATT

Asn
AAT

CAT

-—-FEcoRTI-

Ser
TCG

TCG

Leu
CTG

CTG
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TAT

TAT
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TCG

TCG C->
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Trp
TGG

Gly
GGC
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46
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GGC

Thr
ACC
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AGC CTC

Val
GTA

Ser
TCG

Ala
GCA

Ile
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Gln
CAA

Leu
TTG

——MunI-

Leu
TTG

Arg
CGC

Cys
TGC

His-
CAT

91

Gly
GGC
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GAC

Leu
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Val Asp
GTC GAT

Cys
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ACG

Leu
TTG
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Ala
GCC

Gly
GGC

Gly
GGG
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CGG

Ser
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Phe-
TTT
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CCC

Ala
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CAC

Lys Ile
AAG ATA
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CTG

Cys
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Ala
GCC
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TCC

Pro
CCC

Phe
TTT

Leu
CTG

Leu-
CTG
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Leu
TTG
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CTA
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AAG AAT
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Cys
TGC

Lys
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CAT
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CCA

Val
GTG

Val
GTT

Met
ATG

Leu-
TTG
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Ala
GCT
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CTG

Glu
GAG

Ala
GCG

Leu
CTG

Leu
CTG

Glu
GAG

Phe
TTT
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GTG
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Glu Val
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GTG
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GAT
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CAC

Ala
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Gln
CAG

Leu
CTG

Pro
CCG

Ser
TCG

Leu-
CTA
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Leu
CTG

Gln
CAG

Ala
GCT

Ala Gln
GCC CAG

Cys
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Leu
CTG

Asn
AAC

Ile
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Gln
CAG

Gly
GGA

Leu
CTG

Ala
GCA

Pro
CCG

Gln-
CAG
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Thr
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Thr
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Lys Asp
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Thr
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Thr
ACG
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Ser
TCG
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CAA
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CTG
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CAG
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CAC

Met
ATG
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Pro Gln
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CAT
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Gln
CAA
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Leu
CTG

Ile
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Thr
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Ala Pro
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Gln
CAA
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Val
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His
CAT
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GCA
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GCA

Gly Gln
GGA CAA
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Thr
ACC
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vVal
GTG
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TTT
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CCG
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CGC
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AAA
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CGC

Lys
AAA
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CCA

Arg Val
CGC GTA

Lys
AAG

Lys
AAA

Met
ATG

Ser
TCA

Pro
CCT

Thr
ACG

Ala
GCA

Pro
CCG

Lys
AAA

Ile-
ATA
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Ser
AGC

Lys
AAA

Val
GTT

Glu Gly
GAA GGA

Met
ATG

Asp
GAT

Thr
ACG

Ile
ATT

Met
ATG

Gly
GGC

Thr
ACA

Pro
CCG

Thr
ACC

Ser-
TCT
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Ser
TCA

His
CAC

Gly
GGC

Ser Gly
TCT GGA

Ser
TCC

—-BamHTI-

Val
GTG

Gln
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Gln
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GTG

Leu
CTT

Gly
GGC

Glu
GAA
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AAT

Gly-
GGA
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Ala
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Glu
GAG

Gly
GGC

Gln Leu
CAA CTG

Leu
CTA

Ser
TCA

Ser
TCC

Thr
ACA

Pro
CCG

Ile
ATC

Ile
ATC

Lys
AAG

Ser
AGC

Glu-
GAA
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Gly
GGA

Gln
CAA

Lys
AAG

Val Glu
GTA GAG

Thr
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Ile
ATT
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ACC
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ATG
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Pro
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Asn
AAC

Asn
AAC
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ATG
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Die Abbildung zeigt neben der cDNA-Sequenz des GAF auch die zugehdrige
Aminosduresequenz. Das  Startkodon sowie das Stopkodon sind
hervorgehoben. Die bei der Polymerasekettenreaktion verwendeten
mutagenen Primer sind angegeben. Durch den ersten Primer wird eine
EcoRI-Schnittstelle eingefiigt. Die Position der Schnittstelle ermdglicht es,
die GAF-Sequenz unter Erhalt des Leserasters in die PHO4-Sequenz zu
integrieren. Durch den zweiten Primer werden die Schnittstellen von BglIl
und HindIII eingefiihrt. Durch die Einfiihrung von BglIl wird das Stopkodon
durch das Triplet fiir die Aminosdure Arginin ersetzt (durch Umrahmung
hervorgehoben). Schlielich sind die Erkennungssequenzen fiir die
Restriktionsenzyme Munl, BamHI und Sphl, welche ebenfalls fiir das
experimentelle Vorgehen bedeutsam waren, angegeben.
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Ile Pro Val Thr Ser Ala Asn Ala Ala Thr Gly Glu Ile Thr Pro-

856 ATA CCG GTA ACG TCG GCT AAT GCG GCA ACT GGC GAG ATA ACA CCA
Ala Gln Gly Ala Thr Gly Ser Ser Gly Gly Asn Thr Ser Gly Val-

901 GCA CAA GGA GCC ACT GGC TCA TCT GGC GGC AAT ACA AGC GGC GTC
Leu Ser Thr Pro Lys Ala Lys Arg Ala Lys His Pro Pro Gly Thr-

946 CTA TCC ACG CCA AAG GCA AAA CGC GCT AAA CAT CCG CCC GGA ACA
Glu Lys Pro Arg Ser Arg Ser Gln Ser Glu Gln Pro Ala Thr Cys-

991 GAG AAA CCA CGT TCA CGA TCA CAA TCT GAA CAA CCT GCT ACT TGC
Pro Ile Cys Tyr Ala Val Ile Arg Gln Ser Arg Asn Leu Arg Arg-

1036 CCC ATT TGC TAT GCT GTC ATT CGT CAA TCC CGG AAC CTG CGG CGC
His Leu Glu Leu Arg His Phe Ala Lys Pro Gly Val Lys Lys Glu-

1081 CAT CTC GAG CTG CGG CAT TTT GCC AAA CCC GGC GTG AAG AAG GAG
Lys Lys Ser Lys Ser Gly Asn Asp Thr Thr Leu Asp Ser Ser Met-

1126 AAG AAA AGT AAG TCC GGT AAC GAT ACA ACC CTA GAC TCC AGC ATG
Glu Met Asn Thr Thr Ala Glu Gly Asp Asn Thr Val Gly Ser Asp-

1171 GAG ATG AAC ACC ACG GCA GAG GGC GAC AAC ACA GTG GGC AGT GAT
Gly Ala Gly Gly Ala Gly Ser Ala Gly Gly Gln Ser Ser Gly Thr-

1216 GGA GCA GGC GGA GCA GGA TCA GCA GGA GGA CAA TCA TCT GGT ACG
Thr Pro Thr Arg Val Ile Ser Asn Ala Pro Gln Ala Ala Gly Ala-

1261 ACG CCA ACG AGA GTG ATA TCG AAT GCA CCG CAG GCC GCG GGG GCG
Pro Ala Ile Leu Ala Gln Gly Val Leu Pro Gln Gln Gln Gln Gln-

1306 CCG GCC ATC CTG GCC CAA GGT GTG CTG CCC CAG CAG CAG CAA CAG
Gln Gln Leu Gln Gln Gln His Gln Gln His Leu Thr Ala Thr Leu-

1351 CAG CAA CTG CAG CAG CAA CAC CAG CAG CAC TTG ACA GCA ACA TTA
Ala Gly Gly Gly Gln Ala Tyr Ile Lys His Glu Gly Gly Gly Gly-

1396 GCG GGT GGT GGA CAG GCA TAC ATC AAA CAT GAG GGC GGC GGC GGG
Gly Gly Thr Gly Gln Gln Gln Gln Gln Gln Ala Ala Gln Gln Gln-

1441 GGC GGC ACT GGG CAG CAG CAG CAA CAG CAA GCG GCA CAA CAG CAG
Gly Met Gln Asn Val Ile His Ile Val Gly Asp Gln Val Phe Ile-

1486 GGC ATG CAG AAC GTC ATA CAC ATT GTG GGC GAT CAG GTC TTC ATA

--SphI--
Pro Gln Gln Gln Gln Pro Gln Pro Gln ***
1531 CCG CAG CAG CAA CAG CCG CAG CCG CAG TaAG
<-GTC GGC GTC GGC GTC [ICT| AGA TTC GAA AG Primer
-BglII- HindIII GAF-rev
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Abbildung 2.10:

Agarosegelelektrophorese von Restriktionsspaltungsansitzen mit zwolf Klonen fiir das Plasmid
GAF-SK 1. Es wurden jeweils die Restriktionsenzyme EcoRI mit HindlIl verwendet. Die bei
korrekten Klonen erwarteten Fragmentgrofen sind angegeben. Der Vergleich mit den Banden der
GroBenreferenz zeigt nur fiir den Klon 12 eine Ubereinstimmung der erwarteten mit den gefundenen
Groflen. Unten ist schematisch das Prinzip der Testspaltung dargestellt. Durch die beiderseits des
eingefiigten Fragments liegenden Schnittstellen im Vektor wird bei korrekten Plasmiden ein
Fragment mit einer dem GAF entsprechenden GroBie herausgeschnitten.

-\ HindIII (690)

GAF 695-2247

EcoRI (2243)

Die gefundenen Fragmentgrofen (fiir BamHI: 3759 und 740 Basenpaare; fiir Munl
mit Sphl: 3089 und 1410; fiir Munl mit Scal: 2612 und 1887 Basenpaare; schliel3-
lich fiir Sphl mit Scal: 3297 und 1202 Basenpaare) bestétigten das Vorliegen eines
korrekten Plasmides, welches die entsprechende GAF-Sequenz enthielt (siche Ab-
bildung 2.11). Der Klon und seine Plasmidpriparation werden als GAF-SK 1
bezeichnet.

Aus einer Kultur des entsprechenden E. coli-Klons wurde daraufhin eine Praparation
der Plasmid-DNA in groem Maf3stab durchgefiihrt. Proben dieser Praparation wur-
den in zwei Sequenzreaktionen untersucht. Diese unterschieden sich durch die

Verwendung eines jeweils anderen Primers.
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GroBenreferenz
BamHI
Munl+Sphl
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Abbildung 2.11:

FragmentgréBen Agarosegelelektrophorese von vier Restriktionsspal-
3530 Bp tungsansétzen mit dem Plasmid GAF-SK 1, die den
~2000 Bp korrekten Aufbau dieses Plasmids belegen. Es sind
1584 Bp jeweils die verwendeten Restriktionsenzyme und die
1330 Bp erwarteten Fragmentgroflen angegeben. Der Vergnleich
mit den Banden der GroBenreferenz zeigt die Uber-

~1000 Bp

einstimmung der erwarteten mit den gefundenen
Grofen. Unten sind die Testspaltungen schematisch
Soll in Bp: 3759 3089 2612 3297 Dargestellt.

740 1410 1887 1202

-\ SphI(771)

GAF 695-2247
BamHI(1521)

GAF

BamHI(2261) MunlI(2181)

Scal(4068)

/--\ Scal(4068) /"\ Sphl(771)

GAF GAF

Munl(2181)
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Abbildung 2.12:

Sequenzreaktion mit dem Plasmid GAF-SK 1 im
Bereich der Erkennungsstellen fiir EcoRI bis
Munl. Auf der Abbildung der Gelelektrophorese
sind die gewerteten Banden mit einem Pfeil
markiert. Die daraus resultierende Basensequenz
ist in der Orientierung vom Unter- zum Oberrand
des Gels angegeben. Der Bereich enthidlt keine
Abweichungen von der Originalsequenz.

EcoRI

CT GCA GGA ATT CAT TCG CTG
TAT TCG CTC ACC TGG GGC GAT
TAC GGC ACC AGC CTC GTA TCG

GCA ATC CAA TTG T
-
Munl

Die Primer waren dabei so gewdhlt, dass sie die Sequenzreaktion jeweils von der
Bluescript-DNA in eines der Enden der GAF-Sequenz hinein ablaufen lieBen. Bei
den Primern handelte es sich um die Primer mit der Bezeichnung T3 und T7. Diese
Primer werden standardmifBig fiir Sequenzreaktionen auf eingefiigte Sequenzen in
Plasmiden der Bluescript-Familie verwendet.

Die Sequenzreaktion mit dem Primer T3 ermdéglichte es, die GAF-Sequenz bis zur
Erkennungsstelle fiir das Restriktionsenzym Munl zu verifizieren (siche Abbildung
2.12). Die Sequenzreaktion mit dem Primer T7 ermdglichte dies bis zur Erken-
nungsstelle fiir das Restriktionsenzym Sphl (sieche Abbildung 2.13). Beide
Restriktionsenzyme besitzen in Bluescript-SK™ keine und in der GAF-Sequenz nur
die eben beschriebenen Erkennungsstellen. Dies ermoglichte es, nach Abschluss der
Sequenzierung den Abschnitt der GAF-Sequenz, welcher zwischen den Erkennungs-
stellen fiir Munl und Sphl liegt, mit Hilfe dieser Enzyme herauszuschneiden. Aus
der urspriinglichen GAF-Sequenz wurde ebenfalls ein entsprechendes Fragment he-

rausgeschnitten.
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Abbildung 2.13:

Sequenzreaktion mit dem Plasmid GAF-SK 1
im Bereich der Erkennungsstellen fiir HindIII
bis Sphl. Auf der Abbildung der
Gelelektrophorese  sind die  gewerteten
Banden mit einem Pfeil markiert. Die daraus
resultierende Basensequenz ist in der
Orientierung vom Unter- zum Oberrand des
Gels angegeben. Der Bereich enthélt keine
Abweichungen von der Originalsequenz.

HindIII Bglll
r A4 A

GAT AAG CTT AGA TCT CTG

CGG CTG CGG CTG TTG CTG
CTG CGG TAT GAA GAC CTG
ATC GCC CAC AAT GTG TAT
GAC GTT CTG CAT GCC

- J
Sphl

Da dieses Fragment nicht aus einer Polymerasekettenreaktion stammte, bestand hier
keine Gefahr unbeabsichtigter Mutationen. Indem das Munl-Sphl-Fragment aus
GAF-SK 1 durch dieses urspriingliche Fragment ersetzt wurde, konnte auf die Se-
quenzierung eben dieses Abschnittes verzichtet werden. Dies stellte eine
wesentliche Vereinfachung des Vorgehens dar.

In der praktischen Durchfithrung wurde ein Aliquot der Plasmid-DNA von GAF-SK
I mit den Restriktionsenzymen Munl und Sphl behandelt. Auch eine entsprechende
Menge der die urspriingliche GAF-Sequenz enthaltenden DNA wurde mit diesen
Enzymen gespalten. Die benétigten Fragmente wurden anschlieend mittels einer
Agarosegelelektrophorese isoliert. Die aufgereinigte DNA konnte dann in einer Li-
gierung zusammengefiigt werden. Es wurden zwolf E. coli-Klone, welche aus der

nachfolgenden Transformation hervorgingen, isoliert.
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Abbildung 2.14:

Agarosegelelektrophorese von Re-
striktionsspaltungsansdtzen mit sechs
Klonen fiir das Plasmid GAF-SK 2.
Es wurden jeweils die Restrik-
tionsenzyme EcoRI mit HindlIl
verwendet. Die bei korrekten Klonen
erwarteten  Fragmentgrofen  sind
angegeben. Der Vergleich mit den
Banden der GroBenreferenz zeigt fiir
alle Klone die Ubereinstimmung der
erwarteten mit den gefundenen
Grofen.

_\ HindIII (690)

GAF 695-2247

EcoRI (2243)

Es wurden auch hier Plasmidpréparationen dieser Klone in kleinem Mafstab durch-

gefiihrt. Proben dieser Préparationen wurden anschlieBend mit Hilfe

Restriktionsenzyme EcoRI und HindIII untersucht. Eine Agarosegelelektrophorese
ergab fiir zehn Klone das korrekte Fragmentmuster (2946 und 1553 Basenpaare;
siche Abbildung 2.14). Einer dieser Klone, er wird als GAF-SK 2 bezeichnet, wurde
mit weiteren Restriktionsenzymen iiberpriift. Eine Agarosegelelektrophorese ergab
auch hier die korrekten Fragmentmuster (fiir BamHI mit BglIl: 2934, 825 und 740
Basenpaare; fiir EcoRI mit Bglll: 2952 und 1547 Basespaare; siche Abbildung

2.15).
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Abbildung 2.15:

Agarosegelelektrophorese von zwei Restriktionsspaltungs-
ansdtzen mit dem Plasmid GAF-SK 2, die den korrekten
Aufbau dieses Plasmids belegen. Es sind jeweils die
verwendeten Restriktionsenzyme und die erwarteten
FragmentgroBen angegeben. Der Vergleich mit den
Banden der GroBenreferenz zeigt die Ubereinstimmung
der erwarteten mit den gefundenen Grofen.

GAF

EcoRI(2243)

2.2.4 Einbau der GAF-Sequenzen in die Plasmide pP4-12 und pP4-72

Bei den Plasmiden pP4-12 und pP4-72 handelt es sich, wie bei pP4-70, um Plasmide

die eine stabile Transformation von S. cerevisiae ermoglichen (siehe Abbildung

2.16; pP4-12 wurde als A2 in YCp und pP4-72 wurde als A2 in YEp beschrieben in:

Svaren et al., 1994). Dabei besteht der wesentliche Unterschied der Plasmide in dem

Abschnitt, der fiir die Vermehrung und Erhaltung des Plasmids in S. cerevisiae zu-

standig ist. In pP4-12 steuert eine ARS Sequenz die Replikation des Plasmids in

Hefen und eine CEN Sequenz bewirkt eine Erhaltung der transformierten Plasmide

in einer Kopienzahl von 1 bis 3 Plasmiden in jeder Zelle.

Die 2u-Sequenz steuert die Replikation von pP4-72. Sie sorgt fiir eine stabile Zahl

von 20 bis 50 Kopien des Plasmids in jeder Hefezelle.
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EcoRI (408), BamHI (416)

Deletion
417

PHO4-A2
1-1024

Ori (Col. E1)
6663-7335

AmpR
5658-6518

cen6-arsH4
5008-5526
URA 3
3646-4753
EcoRI (408), BamHI (416)
Ori (Col. E1) Delﬁt;o”
5307-5980
PHO4-A2
1-1024
AmpR
4302-5162

URA 3
1423-2520

2y
2520-3504
Abbildung 2.16:

Karten der Plasmide pP4-12 und pP4-72. Es finden sich jeweils die wesentlichen
funktionellen Elemente mit Angabe ihrer genauen Lokalisation im Plasmid. Beide
Plasmide enthalten eine Ampicillinresistenz (AmpR) zur Selektion in E. coli, sowie
das URA3-Gen zur Selektion in S. cerevisiae. Die Abschnitte 2 beziehungsweise
cen6-arsH4 steuern jeweils die Replikation in S. cerevisiae, wihrend Ori (Col. E1)
die Replikation in E. coli steuert. Beide Plasmide enthalten das PHO4-Derivat
PHO4-A2. Die Position der Deletion in PHO4-A2 ist angegeben (vergleiche

Abbildung 2.8a). Die Restriktionsschnittstellen von EcoRI und BamHI sind ebenfalls

gekennzeichnet.
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Gemeinsam ist beiden Plasmiden ein Replikationsursprung fiir die Vermehrung in
E. coli. Sie kodieren auBerdem fiir eine Ampicillinresistenz zur Selektion in E. coli
und enthalten das URA3-Gen als Selektionsmarker in S. cerevisiae-Staimmen, denen
ein funktionelles URA3-Gen fehlt.

Entscheidend fiir die hier durchgefiihrten Experimente ist aber, dass diese Plasmide
ein PHO4-Derivat unter transkriptioneller Kontrolle des natiirlichen PHO4-
Promotors enthalten. Das PHO4-Derivat unterscheidet sich vom Wildtyp-PHO4
durch eine Deletion der Codons fiir die Aminosduren 12 bis 151 des Wildtypprote-
ins. Dabei wurden zusétzlich je eine Erkennungsstelle fiir die Restriktionsenzyme
EcoRI und BamHI in die Sequenz eingefiihrt. Die zur Einfiihrung der Schnittstellen
notwendigen Verdnderungen der Originalsequenz, hatten als konservative Mutatio-
nen aber keine weitere Auswirkung auf die Aminosduresequenz des Proteins (siche
Abbildung 2.8a).

Sowohl die Erkennungsstelle fiir EcoRI als auch fiir BamHI wurden fiir den Einbau
der GAF-Sequenz bendtigt. Um die gesamte GAF-Sequenz hier einzufiigen, wurden
die dort mit Hilfe der PCR erzeugten Schnittstellen EcoRI und BglII verwendet
(siche Abbildung 2.8b). Voraussetzung dafiir war die Kompatibilitit der Schnittstel-
len BamHI und BglIl. Diese lassen sich, allerdings unter wechselseitiger Zerstorung
der Erkennungssequenz, wie zwei gleichartige Schnittstellen verbinden. Zweite
Voraussetzung fiir die Verwendung dieser Schnittstellen war der Erhalt des Leseras-
ters der Translation. Das Konstrukt bewirkt dann die Expression des nachfolgend
dargestellten chiméren Proteins (siche Abbildung 2.8b).

Am N-Terminus dieses Proteins befinden sich die ersten zehn Aminosduren des
Pho4-Proteins. Diese wurden beibehalten, um die Umgebung des Translationsstarts
zu erhalten und damit Effekte auf der Translationsebene auszuschlieen. Hierauf
folgen die Aminoséduren 7 bis 519 des GAF. Daran schlieflen sich die Aminoséduren
152 bis 312 des Pho4 Proteins an. Zwischen dem letzten Codon der GAF-Sequenz
und dem Codon 152 der PHO4-Sequenz entstand dabei unvermeidlich ein zusitzli-
ches Codon fiir die Aminosédure Arginin. Der auf den GAF folgende Abschnitt des
Pho4-Proteins enthilt neben der DNA-bindenden Doméne auch noch die Pho2-
Interaktions-Doméne des Wildtyp-Pho4. Das gesamte Protein besteht damit aus 685
Aminoséuren (siche Abbildung 2.8b).

Die Pho2-Interaktions-Doméne wurde in die chimidren Molekiile aufgrund von Be-

obachtungen mit in friiheren Experimente hergestellten chimdren Pho4-Proteinen
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einbezogen. Diese Untersuchungen betrafen zwei Konstrukte mit der trans-
aktivierenden Doméne von VP16 und jeweils nur der DNA-bindenden Doméne von
Pho4 sowie der Pho2-Interaktions-Domédne zusammen mit der DNA-bindenden
Doméne von Pho4 (Svaren et al., 1994). Nur das Konstrukt mit dem ldngeren Pho4-
Anteil zeigte signifikante Aktivitdit am PHOS5-Promotor. Es gibt zwei mogliche Er-
klairungen fiir die Inaktivitit des Konstruktes mit dem kurzen Pho4-Anteil.
Einerseits konnte eine sterische Behinderung der DNA-Bindung oder Transaktivie-
rung durch die Ndhe der DNA-bindenden und transaktivierenden Doménen
vorliegen. Andererseits konnte die wesentliche Beteiligung von Pho2 an der Bin-
dung von Pho4 an UASpl, vermittelt durch die Pho2-Interaktions-Doméne, fiir die
Inaktivitit verantwortlich sein. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit nur eine um
die Pho2-Interaktions-Doméne erweiterte, DNA-bindende Doméne verwendet. Die-
se soll hier, um die Ubersichtlichkeit zu bewahren, im Zusammenhang mit den
Konstrukten nur als DNA-bindende Doméne von Pho4 bezeichnet werden.

Die in der originiren GAF-Sequenz bereits vorliegende Erkennungsstelle fiir
BamHI, welche ungefihr in der Mitte der Sequenz liegt, ermoglichte es auch, je-
weils nur eine Hilfte der GAF-Sequenz in die Expressionsplasmide einzufiigen.
Auch hier war die Voraussetzung erfiillt, dass das Leseraster durch die Verwendung
dieser Schnittstelle nicht verschoben wiirde (sieche Abbildung 2.8c und 2.8d). Um
nun die erste Hilfte der GAF-Sequenz in die Expressionsplasmide einzubauen,
konnten die Schnittstellen EcoRI und BamHI verwendet werden. Fiir die zweite
Hélfte wurden die Schnittstellen BamHI und Bglll verwendet, wobei hier im Ex-
pressionsplasmid nur die Schnittstelle BamHI bendtigt wurde. Die mit Hilfe dieser
Konstrukte exprimierten chiméren Proteine hatten folgende Struktur:

Das Konstrukt mit der ersten Hilfte von GAF besteht aus den ersten zehn Amino-
sduren des Pho4-Proteins (siche Abbildung 2.8c). Hierauf folgen die Aminosduren 7
bis 245 des GAF. Daran schlieffen sich die Aminosduren 152 bis 312 des Pho4-
Proteins an. Das gesamte Protein besteht aus 410 Aminoséuren.

Das Konstrukt mit der zweiten Hilfte des GAF setzt sich zusammen aus den ersten
zehn Aminosduren des Pho4-Proteins, gefolgt von den Aminosduren 245 bis 519 des
GAF (siehe Abbildung 2.8d). Daran schlielen sich die Aminosduren 152 bis 312 des
Pho4-Proteins an. Zwischen dem letzten Codon der GAF-Sequenz und dem Codon
152 der PHO4-Sequenz entstand auch hier ein zusitzliches Codon fiir die Amino-

sdure Arginin. Das resultierende Protein besteht demzufolge aus 447 Aminosauren.
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Um die Konstrukte zusammenfiigen zu konnen, wurden beide Expressionsplasmide
mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI sowie auch mit BamHI alleine ge-
spalten. Nach einer Isolierung mittels Agarosegelelektrophorese und anschlieBender
Aufreinigung der Fragmente konnte die mit EcoRI und BamHI gespaltene DNA
sofort verwendet werden. Die ausschlieBlich mit BamHI gespaltenen Plasmide wur-
den vorher noch mit einer Phosphatase dephosphoryliert. Dies war sinnvoll, da ein
Plasmid, welches mit nur einem Restriktionsenzym gespalten wird, sich in einer Li-
gierung bevorzugt, ohne den Einbau des einzufiigenden Fragments, rezirkularisiert.
Diese Reaktion wird durch die Dephosphorylierung der Fragmentenden des Plas-
mids verhindert. Dieses kann sich dann nur noch stabil mit einem zweiten, nicht
dephosphorylierten Fragment verbinden.

Die Plasmid-DNA von GAF-SK 2 wurde mit EcoRI und BglIl sowie mit EcoRlI,
BamHI und BglII inkubiert. In der ersten Reaktion wurde die gesamte GAF-Sequenz
aus dem Plasmid herausgeschnitten. In der zweiten Reaktion wurde dieses Fragment
durch das zusétzliche Restriktionsenzym BamHI in zwei weitere Fragmente mit ge-
ringem GroBenunterschied gespalten. Die drei Fragmente wurden anschlieBend in
einer Agarosegelelektrophorese isoliert und aufgereinigt. Es handelt sich zusammen-
fassend um folgende Fragmente: Eines, welches die gesamte GAF-Sequenz enthalt
und mit EcoRI und BglIl geschnitten worden war. Dieses erhielt die Bezeichnung
GAF1. Das zweite Fragment entspricht der ersten Hilfte der GAF Sequenz und war
mit den Enzymen EcoRI und BamHI geschnitten worden. Es erhielt die Bezeich-
nung GAF2. Das dritte Fragment, GAF3, entspricht schlieBlich der zweiten Halfte
der GAF-Sequenz. Es war mit BamHI und BglII geschnitten worden.

Die Fragmente GAF1 und GAF2 konnten zusammen mit den mit EcoRI und BamHI
geschnittenen Plasmiden pP4-12 und pP4-72 in eine Ligierung eingesetzt werden
(siehe Abbildung 2.8b und 2.8c). Hier ist anzumerken, dass die Enzyme BamHI und
Bglll kompatible Fragmentenden erzeugen, welche sich unter Zerstdrung beider
Erkennungssequenzen in einer Ligierung verbinden koénnen. Die daraus entstande-
nen Plasmide wurden als pP4-12-GAF1, pP4-12-GAF2, pP4-72-GAF1 und pP4-72-
GAF?2 bezeichnet.
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Abbildung 2.17:

Tabellarisch  sind die erwarteten
FragmentgrofBen fiir die Konstrukte mit
der GAF1- und GAF2-Sequenz nach
Spaltung mit den Restriktionsenzymen
EcoRI mit MIul angegeben. Schema-
zeichnungen (vergleiche Abbildung
2.16) zeigen die Positonen der Schnitt-
stellen in den Plasmiden. Exemplarisch
wird hier die Agarosegelelektrophorese
von Restriktionsspaltungsansitzen mit
zwei Klonen flir das Plasmid pP4-72-
GAF1 und mit drei Klonen fiir das
Plasmid pP4-72-GAF2 gezeigt. Der
Vergleich mit den Fragmenten der
GroBenreferenz zeigt fiir jeden Klon
eine Ubereinstimmung der erwarteten
mit den gefundenen GroBen (Die
Positionen zweier Banden, welche

SollgroBen 5999 5999 abbildungstechnisch ~ bedingt  nicht
in Bp: 1071 628 mehr zu erkennen sind, sind durch
628 246 Pfeile markiert).
Konstrukt pP4-12-GAF1 pP4-12-GAF2 | pP4-72-GAF1 pP4-72-GAF2
FragmentgrofBen
EcoRI mit Mlul 7606+1071+628 | 7606+628+246 | 5999+1071+628 | 5999+628+246
Mlul (1035) Mlul (1035)
GAF1 / GAF1
414-1952 414-1952
GAF1-PHO4 -
pP4-12-GAF1 1.9563 pP4-72.GAF1 || |~ CAFT-PHO4
9305 bp 7698 bp 1-2563
Mlul (2106) Mlul (2106)
GAF2
s 414-1133
__Mlul (1035)
~Mlul (1281) _MIul (1035)
Mlul (1281)
pP4-12-GAF2 - P4-72-GAF2
8480 bp GA1F_ f 7’;’;’04 PY6s75 bp
GAF2-PHO4
1-1738

42




N N
pP4-72-GAF3 5 5 pP4-12-GAF3
& &
e 2
N 5 § ~ & o <
s 55 % S £ 5 £ £
2 G Fragment- 5 ¢ U o U
grofien

=

5150 Bp~__
4277 Bp—|
3530 Bp—"

~2000 Bp — et
——1584 Bp— i
1330 Bp— |

983 Bp
——831Bp
SollgréBen Sollgréfen
in Bp: 5312 [6138} in Bp: 4450 (4450
1672 | 846 3475|2649
667 (1492
Pvull(8339)  BamHI (415)
/ GAF3
414-1238
pP4-12-GAF3 GAF3-PHO4
8591 bp 1-1849
Pvull(3889)
GAF3
Pvull(8339) 414-1238
BamHI (1240)

Pvull(3889)

43

Abbildung 2.18:

Agarosegelelektrophorese von Rest-
riktionsspaltungsansdtzen mit drei
Klonen fir das Plasmid pP4-72-
GAF3 und mit vier Klonen fiir das
Plasmid pP4-12-GAF3. Es wurden
jeweils  die  Restriktionsenzyme
BamHI mit Pvull verwendet. Die bei
korrekten Klonen erwarteten Frag-
mentgrofen sind angegeben (in
Klammern sind die FragmentgroBen
bei inversem Einbau der GAF3-
Sequenz angegeben). Schemata (ver-
gleiche Abbildung 2.16) zeigen die
Lokalisation der Restriktionsschnitt-
stellen in der Plasmidsequenz. Zudem
sind Schematisch die Verhéltnisse bei
inversem Einbau der GAF3-Sequenz
dargestellt. Der Vergleich mit den
Fragmenten der GroBenreferenz zeigt
jeweils fir den Klon 1 eine Uber-
einstimmung der erwarteten mit den
gefundenen GrofBen

BamHI(415)

GAF3-PHO4

pP4-72-GAF3 1-1849

6984 bp

Pvull(2086)

GAF3
414-1238

BamHI(1240)
/

GAF3-PHO4

bP4-72-inversGAF 1-1849

6984 bp

Pvull(2086)



Das dritte Fragment, GAF3, wurde zusammen mit den mit BamHI geschnittenen
und dephosphorylierten Plasmiden pP4-12 und pP4-72 in eine Ligierung eingesetzt
(siche Abbildung 2.8d). Auch diese Reaktion wurde durch die Kompatibilitit zwi-
schen BamHI und BglII ermoglicht. Dadurch entstand aber auch das Problem, dass
die Orientierung des eingefiigten Fragments nicht mehr durch die verschiedenen
Schnittstellen an den Enden des Fragments vorgegeben war. Stattdessen konnte sich
das Fragment in beiden Orientierungen in das Plasmid einfiigen. Die hier erzeugten
Plasmide wurden als pP4-12-GAF3 und pP4-72-GAF3 bezeichnet.

Damit ist in pP4-12-GAF1 und pP4-72-GAF1 die kodierende Sequenz fiir den kom-
pletten GAF, in pP4-12-GAF2 und pP4-72-GAF2 die kodierende Sequenz fiir die
5’-Hilfte des GAF und in pP4-12-GAF3 und pP4-72-GAF3 die kodierende Sequenz
fiir die 3’-Halfte des GAF, jeweils verbunden mit der DNA-bindende Doméne von
Pho4, enthalten (siche Abbildung 2.8).

Die ligierten Plasmide wurden in E. coli transformiert. Fiir jedes Konstrukt konnten
Klone isoliert werden. Auch hier wurden in kleinem Maf3stab Plasmidpriparationen
von mehreren Klonen eines jeden transformierten Konstrukts durchgefiihrt. Diese
Priaparationen wurden mittels Ermittlung der Fragmentgroen nach Spaltung mit
geeigneten Restriktionsenzymen iiberpriift. Proben der Plasmidpriparationen
pP4-12-GAF1, pP4-12-GAF2, pP4-72-GAF1 und pP4-72-GAF2 wurden mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Mlul inkubiert. Es fanden sich fiir alle Konstrukte
Klone mit dem korrekten Fragmentmuster. (Die erwarteten FragmentgrofBen sind
zusammen mit dem exemplarischen Bild einer Gelelektrophorese in Abbildung 2.17
angegeben.) Proben der Plasmidprédparationen pP4-12-GAF3 und pP4-72-GAF3
wurden mit den Restriktionsenzymen BamHI und Pvull gespalten (Auch hier sind
die erwarteten FragmentgrofSen in Abbildung 2.18 angegeben). Die Enzyme BamHI
und Pvull wurden auch unter dem Aspekt ausgewaihlt, dass die resultierenden Frag-
mentgroflen eindeutig Aufschluf iiber die Orientierung des eingefiigten Fragments
geben wiirden. Auch hier fanden sich jeweils einige Klone mit dem richtigen Kon-
strukt.

Anschlieend wurde fiir jedes Plasmid ein Klon mittels weiterer Restriktionsenzyme
untersucht, um den korrekten Aufbau zu bestétigen. pP4-12-GAF1, pP4-12-GAF2,
pP4-72-GAF1 und pP4-72-GAF2 wurden jeweils mit den Enzymen Ncol, Pvull und
BamHI mit Stul gespalten. Fiir die liberpriiften Klone gelang der Nachweis der kor-
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Abbildung 2.19a:

Agarosegelelektrophorese von je drei Restrik-
tionsspaltungsansitzen mit den Plasmiden pP4-

pP4-12-GAF1  pP4-72-GAF2

LN
55

5.5 Fragment-
=5 .

O & groBen

~5000 Bp
4277 Bp

12-GAF1 und pP4-72-GAF2, die den korrekten
Aufbau dieser Plasmide belegen. Es sind
jeweils die verwendeten Restriktionsenzyme
angegeben. Die erwarteten Fragmentgrofien
sind tabellarisch aufgefiihrt. Aus den Schema-
zeichnungen ist die Position der Restriktions-
schnittstellen in den Plasmiden zu ersehen. In
der Elektrophorese zeigt der Vergleich mit den
Fragmenten der GroBenreferenz die Uber-

einstimmung  der  erwarteten mit den
gefundenen FragmentgroBen (Fragmente die
durch partielle, unspezifische Spaltung der

DNA entstanden sind, sind durch Sterne
Stul Stul gekennzeichnet).
Konstrukt Nco Pvull BamHI mit Stul
pP4-12-GAF1 4625+3932+749 | 4450+3904+951 | 4804+4501
pP4-72-GAF2 454742326 5597+1276 5420+1453
Neol (483)  GaF Pvull (9053)  pyull (699) BamHI (1129)
414-1952 /

Ncol (1232)

pP4-12-GAF1

pP4-12-GAF1

pP4-12-GAF1
9305 bp 9305 bp

9305 bp

GAF1-PHO4
Neol (5857) 1-2563 Pvull (4603) Stul (5630)
Ncol (483) Pvull (699)

GAF2
414-1133

D

pP4-72-GAF2
6873 bp

pP4-72-GAF2
6873 bp

pP4-72-GAF2
6873 bp

GAF2-PHO4

1-1738
Pvull

(1975)

Stul
(2582)

Ncol (2809)
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Abbildung 2.19b:

Agarosegelelektrophorese von je drei

Restriktionsspaltungsansdtzen mit den
Plasmiden pP4-72-GAF1 und pP4-12-
GAF2, die den korrekten Aufbau dieser
Plasmide belegen. Es sind jeweils die
verwendeten Restriktionsenzyme angege-
ben. Die erwarteten FragmentgroBen sind
tabellarisch aufgefiihrt. Aus den Schema-
zeichnungen ist die Position der Rest-
riktionsschnittstellen in den Plasmiden zu
ersehen. In der Elektrophorese zeigt der
Vergleich mit den Fragmenten der
GroBenreferenz die Ubereinstimmung der
erwarteten mit den gefundenen Grofen
(Fragmente die durch partielle, unspe-
zifische Spaltung der DNA entstanden
sind, sind durch Sterne gekennzeichnet).

pP4-72-GAF1

414-1952

Ncol
(1232)

Stul Stul
Konstrukt Nco Pvull BamHI mit Stul
pP4-72-GAF1 4547+2402+749 | 5597+2101 5420+2278
pP4-12-GAF2 454943932 4450+3079+951 | 4804+3676
BamHI
Ncol (483) Pvull (1129)
GAF1

pP4-72-GAF1
7698 bp

pP4-72-GAF1
7698 bp

GAF1-PHO4
1-2563
! Pvull ”
Neol (3634) (2800) Stul (3407)
Ncol (483) GAF2 Pvull (8228) Pyull (699) BamHI (1129)
e/ 414-1133 o |

8480 bp

Ncol (5032)

i

pP4-12-GAF2

GAF2-PHO4
1-1738

N

pP4-12-GAF2

S

pP4-12-GAF2

8480 bp 8480 bp

/
Pvull (3778) Stul (4805)
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rekten Fragmente in der Agarosegelelektrophorese (sieche Abbildung 2.19a und
2.19b).

Die Proben jeweils eines Klons von pP4-12-GAF3 und pP4-72-GAF3 wurden durch
Spaltung mit den Restriktionsenzymen EcoRV mit HindIIl und Scal beziehungs-
weise Scal mit Clal iiberpriift.

Sowohl fiir pP4-12-GAF3 (EcoRV mit HindIIl: 4205, 3429 und 957 Basenpaare;
Scal: 3807, 2375, 1750 und 659 Basenpaare) als auch fiir pP4-72-GAF3 (EcoRV
mit HindIIl: 4045, 1982 und 957 Basenpaare; Scal mit Clal: 3131, 2617 und 1236
Basenpaare; siche Abbildung 2.20) ergab sich das erwartete Fragmentmuster. Damit
stand von allen sechs Konstrukten die Plasmidpréparation eines verifizierten Klons

zur Verfiigung.

2.2.5 Transformation der GAF-PHO4 Konstrukte in Saccharomyces cerevisiae
YS33 wurde mit den Plasmiden pP4-12-GAF1, pP4-12-GAF2, pP4-12-GAF3,
pP4-72-GAF1, pP4-72-GAF2 und pP4-72-GAF3 transformiert. Die Eigenschaften

von Y S33 wurden bereits beschrieben. Auch hier ist von Bedeutung, dass YS33 kein
funktionelles PHO4-Gen besitzt. Das Fehlen dieses Gens ermdglicht es, die Eigen-
schaften der Fusionsproteine ohne Storung durch das Wildtyp-Pho4 zu untersuchen.
YS33 ist auch defizient fiir Pho80. Wie bereits beschrieben, hemmt Pho80 die Akti-
vitidt von Pho4 bei ausreichender Phosphatversorgung. Diese Interaktion kdnnte bei
den chimiren Proteinen in unvorhersehbarer Weise verdndert sein. Damit stellt das
Fehlen von Pho80 in YS33 ebenfalls einen Vorteil fiir die beabsichtigten Experi-
mente dar.

Nach der Transformation konnten mittels Kultivierung auf Uracil-Mangelmedien
erfolgreich transformierte Zellen kloniert werden. Es wurden jeweils drei Klone fiir

weitere Untersuchungen ausgewihlt.

2.2.6 Nachweis von Plasmid-DNA in Transformanten mittels Southern-Blot

Um den grundsétzlichen Erfolg der Transformation der Konstrukte in S. cerevisiae
zu belegen, wurden DNA-Priaparationen von den klonierten Transformanten ange-
fertigt. Diese wurden dann in einem Southern Blot mit einer fiir das transformierte
Plasmid spezifischen DNA-Sonde untersucht.

Um Material fiir die DNA-Praparationen zu erhalten, wurden jeweils drei Klone von

pP4-72-GAF1 und pP4-72-GAF2 in §. cerevisiae in kleinem Mafstab in fliissigem
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Abbildung 2.20:

Agarosegelelektrophorese von je drei
Restriktionsspaltungsansdtzen mit den
Plasmiden pP4-12-GAF3 und pP4-72-
GAF3. Es sind jeweils die verwendeten
Restriktionsenzyme angegeben. Die er-
warteten Fragmentgrofen sind:

fiir pP4-12-GAF3:

EcoRV+HindIII: 4205, 3429, 957 Bp
BamHI+Pvull: 4450, 3474, 667 Bp
Scal: 3807, 2375, 1750, 659 Bp

fiir pP4-72-GAF3:

EcoRV-+HindIIl: 4045, 1982, 957 Bp
BamHI+Pvull: 5313, 1671 Bp
Scal+Clal: 3131, 2617, 1236 Bp

Schemazeichnungen zeigen die Positionen
der Restriktionsschnittstellen in  den
Plasmiden. In der Elektrophorese zeigt der
Vergleich mit den Banden der GroBen-
referenz die Ubereinstimmung der erwar-
teten mit den gefundenen Gréf3en
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EcoRV (959)

GAF3-PHO4

pP4-72-GAF3
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6984 bp

——EcoRV (2941)
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Medium kultiviert. Die Hefezellen wurden beim Erreichen der geeigneten Wachs-
tumsdichte enzymatisch lysiert. Die in den Lysaten enthaltene DNA wurde dann
aufgereinigt. In diesen Proben ist sowohl die Plasmid-DNA als auch die genomische
DNA der Hefezellen enthalten.

Damit sind die Plasmide nicht wie bei Plasmid-Prdparationen aus E. coli einfach
durch unspezifische Anfarbung in einer Agarosegelelektrophorese nachweisbar. Um
das Vorhandensein der korrekten Plasmide zu belegen, mufl statt dessen ein
Southern-Blot durchgefiihrt werden.

Die DNA-Préparationen der transformierten Hefen wurden nach ihrer Aufreinigung
mit geeigneten Restriktionsenzymen gespalten. Diese Restriktionsenzyme wurden
so gewihlt, dass die im Southern-Blot nachweisbaren Fragmente aussagekriftig be-
zliglich der fiir das chimére Protein kodierenden Sequenz sein wiirden (siche
Abbildung 2.21). Die DNA-Priparationen wurden zum einen mit den Enzymen
HindIIT und Clal, zum anderen mit HindIIl und BstEIIl gespalten. Das im Blot
nachweisbare Fragment aus der Spaltung mit HindIIl und Clal entspriache damit
einem Teil des Plasmids vom PHO4-Promotor, iiber die jeweilige GAF-Sequenz, bis
in den Abschnitt der DNA-bindenden Doméne von Pho4. Damit wire die Grof3e
dieses Fragments auch abhidngig von der Lénge der enthaltenen GAF-Sequenz. Die-
se ist natiirlich fiir pP4-72-GAF1 und pP4-72-GAF2 verschieden. Das Fragment aus
der Spaltung mit HindIII und BstEII entsprache nur dem PHO4-Promotor und dem
vorderen Viertel der GAF-Sequenz. Damit wire die GroBe dieses Fragments zwar
nicht abhidngig von der Linge der eingefligten GAF-Sequenz. Das Fragment wiirde
aber das Vorhandensein der in der GAF-Sequenz liegenden BstEII-Schnittstelle
nachweisen. Als Kontrollen wurden Plasmid-Préparationen der entsprechenden
Konstrukte aus E. coli mitgefiihrt.

Nach einer Aufreinigung der gespaltenen DNA wurde diese in einer Agarosegel-
elektrophorese aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde die DNA mit Hilfe eines
Blot-Verfahrens auf eine Nylonmembran iiberfiihrt, denaturiert und dann durch Er-
hitzen fixiert.

Um die Plasmid-DNA nachweisen zu konnen, muflte eine markierte, spezifische
DNA-Sonde hergestellt werden, die eine Differenzierung zwischen der im Uber-
schuf3 vorhandenen genomischen DNA der Hefe und der Plasmid-DNA ermoglicht.
Dazu wurde eine entsprechende Menge des bereits beschriebenen Plasmids pP4-70

mit den Restriktionsenzymen HindIIl und Xbal inkubiert. Es resultierten zwei
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Abbildung 2.21:

Southern-Blot zum Nachweis der Plasmide pP4-72-GAF1 und pP4-72-GAF2 in den
transformierten Hefen. Die DNA-Préparationen wurden vor der Auftrennung mit den

angegebenen Restriktionsenzymen behandelt.
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Zum Vergleich wurden entsprechende Plasmid-Praparationen aus E. coli mitgefiihrt.
Die ebenfalls mitgefiihrte DNA-Préparation eines nicht-transformierten Hefestammes
mit einem genomischen Wildtyp-PHO4 gibt die Bandengrofe fiir das Wildtyp-PHO4
vor. Es wurden fiir beide Konstrukte jeweils mehrere Klone untersucht. Die
Schemazeichnungen zeigen einen Ausschnitt der Plasmide. Sie demonstrieren die
Lage der verwendeten Restriktionsschnittstellen in den Konstrukten und zeigen einen
GroBenvergleich der Fragmente (durchbrochene Linien). Die radioaktiv markierten
Sonden weisen durch Bindung an ihre komplementdren Sequenzen einen Teil der
PHO4-Sequenz in den Fragmenten der Konstrukte spezifisch nach. Die Spaltung mit
HindIII und Clal gibt dabei Auskunft liber die Grofie der in die PHO4-Sequenz
eingefiigten Sequenz und ermoglicht so die Unterscheidung von GAF1- und GAF2-
Konstrukten. Die Spaltung mit HindIII und BstEIIl weist die BstEIl-Erkennungsstelle
in der GAF-Sequenz nach.

Fragmente, von denen das kleinere Fragment mit einer Grof3e von 427 Basenpaaren
in einer anschlieBenden Agarosegelelektrophorese isoliert wurde. Dieses Fragment
weist iiber etwa 400 Basenpaare eine mit den nachzuweisenden Fragmenten der
Konstrukte identische Nukleotidsequenz auf, ist aber nicht in genomischer DNA
enthalten.

Das isolierte Fragment von pP4-70 wurde aufgereinigt und diente als Matrize in ei-
nem als Random primed labeling bezeichneten Verfahren. In diesem Verfahren
werden in einem Reaktionsansatz unspezifische Primer zusammen mit einer DNA-
Polymerase der Matrize zugesetzt. Die Polymerase synthetisiert dann aus ebenfalls
zugesetzten, radioaktiv markierten Nukleosidtriphosphaten radioaktiv markierte Ko-
pien der eingesetzten Matrize. Der Reaktionsansatz wird schlieflich durch eine
Gelfiltration aufgetrennt. So kann die entstandene, radioaktiv markierte Sonde iso-
liert werden. Uberschiissige, radioaktive Nukleosidtriphosphate werden dabei
abgetrennt.

Die mittels des pP4-70-Fragments in dieser Weise hergestellte, radioaktive Sonde
wurde mit der Nylonmembran inkubiert, auf der die DNA-Proben fixiert waren. Die
Sonde hybridisierte unter entsprechenden Reaktionsbedingungen spezifisch mit den
nachzuweisenden DNA-Fragmenten der Proben. Nachdem durch Reinigungsschritte
der ungebundene Anteil der Sonde entfernt worden war, konnten Rontgenfilme mit
dem Blot exponiert werden. Das auf den Filmen sichtbare Bandenmuster von Hefe-
DNA-Préparationen und Plasmid-Préparationen aus E. coli konnte nun verglichen

werden. Die dabei gefundene Ubereinstimmung demonstrierte die erfolgreiche
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Transformation der getesteten Hefe-Klone mit den entsprechenden Konstrukten

(siche Abbildung 2.21).

2.2.7 Bestimmung der Aktivitit der chimiren Proteine durch Messung der Phospha-

taseaktivitat

Da nun belegt war, dass die transformierten Hefen die entsprechenden Plasmide
enthielten, konnte als Néachstes untersucht werden, inwieweit die chiméren Proteine
in der Lage sein wiirden, die Transkription am PHOS5-Promotor zu aktivieren. Dazu
wurde zunédchst die Phosphataseaktivitit der Hefezellen von mehreren Klonen eines
jeden Konstrukts untersucht. Diese Aktivitit wurde sowohl unter Kulturbe-
dingungen mit ausreichender Phosphatversorgung der Zellen, als auch unter
Phosphatmangel, dies bedeutet unter induzierenden Bedingungen, bestimmt. Zum
Vergleich wurde auch die Aktivitit von untransformierten Zellen der Stimme YS31
und YS33 unter beiden Kulturbedingungen gemessen. YS31 besitzt im Gegensatz
zu YS33 noch ein funktionelles PHO4-Gen und bildet damit eine Positiv-Kontrolle.
Bei YS33 fehlt Pho4. Mit diesem Stamm kann deshalb die Hintergrund-
Phosphataseaktivitdt bestimmt werden.

Es zeigte sich, dass die Konstrukte pP4-12-GAF1 und pP4-72-GAF1 nicht in der
Lage waren, die Transkription am PHOS5-Promotor zu aktivieren. Die durch diese
Konstrukte bedingte Phosphataseaktivitit lag nicht signifikant iiber den Werten von
YS33 (siehe Tabelle 2.2).

Die Konstrukte pP4-12-GAF2 und pP4-12-GAF3 bewirkten eine Phosphataseaktivi-
tat, die unter nicht-induzierenden Bedingungen nicht wesentlich iiber der von YS33
lag. Bei Induktion zeigten sich jedoch Aktivitdtswerte, die jene von YS33 deutlich
iibertrafen. Es war also in beiden Féllen ein chiméres Protein entstanden, welches in
der Lage war, die Transkription am PHOS5-Promotor zu aktivieren.

Die Konstrukte pP4-72-GAF2 und pP4-72-GAF3 zeigten noch deutlicher die Akti-
vierung der Transkription durch die chimédren Proteine. So kam es schon unter nicht-
induzierenden Bedingungen zu Aktivititswerten die deutlich tiber der Hintergrund-
aktivitdt lagen. Diese erreichten jedoch nicht die Aktivitdit von YS31 unter den
selben Bedingungen. Unter Induktion durch Phosphatmangel zeigte pP4-72-GAF2
einen starken Anstieg der Phosphataseaktivitit. Diese lag nun sogar auf Hohe der
Aktivitit von YS31. Ein starker Anstieg, wie bei pP4-72-GAF2, konnte bei
pP4-72-GAF3 nicht beobachtet werden.
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Klon / Stamm Phosphataseaktivitét Phosphataseaktivitét
bei normaler Phosphatversorgung | bei Phosphatmangel
YS31 96,9 343
YS33 14,6 /13,7 10,7 / 8,43
pP4-12-GAF1 25,5 13,4
2 in YS33 23,3 9,1
& 25,0 12,7
=
% pP4-12-GAF2 26,8 27,7
o .
= in YS33 27,7 45,4
<
5 250 51,7
‘8,
v/ 27,2 51,6
& | pP4-12-GAF3 255 65,1
3
2 in YS33 30,2 57,6
29,9 80,9
pP4-72-GAF1 13,7 11,5
in YS33 13,3 11,6
3
E 13,2 16,0
= | pP4-72-GAF2 458 285
S in YS33 69,0 226
=
g 62,9 281
5
= 64,8 327
N
I 57,1 378
S
= pP4-72-GAF3 59,5 96,1
in YS33 49,8 99,0

Tabelle 2.2:

Die Tabelle zeigt die MeBwerte fiir die Phosphataseaktivitiat (in U/OD600) der mit den GAF-
Konstrukten transformierten Hefen. Dabei enthalten pP4-12-GAF1 und pP4-72-GAF1 die
kodierende Sequenz fiir den kompletten GAF, pP4-12-GAF2 und pP4-72-GAF2 die kodierende
Sequenz fiir die 5’-Hélfte des GAF und pP4-12-GAF3 und pP4-72-GAF3 die kodierende
Sequenz fiir die 3’-Hélfte des GAF, jeweils verbunden mit der DNA-bindende Doméne von
Pho4 (siche Abbildung 2.8). Zum Vergleich wurde auch die Phosphataseaktivitit der Stimme
YS31 und YS33 bestimmt. Die Aktivitit wurde sowohl bei normalen Phosphatkonzentrationen
wie auch nach Induktion durch Phosphatmangel bestimmt. Bei den Transformanten wurden
Messungen von mehreren Klonen durchgefiihrt.
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2.2.8 Untersuchung des Effekts der chiméiren Proteine auf die Chromatinstruktur am

PHOS5-Promotor durch die Spaltung des Chromatins mit Clal

Neben der transkriptionsaktivierenden Eigenschaft der chiméren Proteine ist die
durch diese Proteine am PHOS5-Promotor verursachte Verdnderung der Chroma-
tinstruktur von besonderem Interesse. Durch die Korrelation des Ausmafles an
transkriptioneller Aktivitit mit der Offnung der Chromatinstruktur sollten weitere
Hinweise auf die funktionelle Beziehung dieser Phdinomene gewonnen werden. Am
PHOS5-Promotor kann die Zugénglichkeit der DNA in der nativen Chromatinstruk-
tur sehr einfach durch die Spaltbarkeit mit dem Restriktionsenzym Clal bestimmt
werden. Dies wird durch eine Erkennungssequenz fiir Clal ermdglicht, welche in-
nerhalb des Nukleosoms -2 liegt (Almer et al., 1986).

Um diese Untersuchung durchfithren zu konnen, miissen die Zellkerne der Hefen
gewonnen werden. Dazu werden als erstes Fliissigkulturen der entsprechenden
transformierten Hefen in groBem Mafstab angesetzt. Hierfiir wurden die mit den
Konstrukten pP4-72-GAF2 und pP4-72-GAF3 transformierten Hefen ausgewéhlt.
Auf eine Untersuchung der Konstrukte mit dem gesamten GAF wurde verzichtet.
Dies geschah, weil die Konstrukte im Phosphatase-Test keine Transkriptions-
aktivierung gezeigt hatten.

Die ausgewihlten Transformanten wurden bis zum Erreichen einer geeigneten Zell-
dichte kultiviert. Durch Umsetzen in phosphatfreies Medium wurden die Kulturen
induzierenden Bedingungen ausgesetzt. Die Hefezellen wurden dann durch Zentri-
fugation gewonnen. AnschlieBend wurde die Zellwand enzymatisch verdaut.
Danach wurden die Zellen lysiert. Nach einer Aufreinigung wurde das Kernmaterial
in geeigneten Portionen bei —80°C bis zur Durchfiihrung der eigentlichen Untersu-
chungen tiefgefroren. Proben dieser Chromatinpraparationen wurden dann in
Reaktionsansitzen mit Clal inkubiert (siehe Abbildung 2.22). Im Anschluss wurde
durch entsprechende Reinigungsschritte die DNA isoliert und mit dem
Restriktionsenzym BspRI (einem Isoschizomer von Haelll) gespalten. Wéhrend die
Wahrscheinlichkeit fiir eine Spaltung an der Clal-Stelle von der Zuginglichkeit der
DNA in der Chromatinstruktur abhingt, ist die Spaltung der reinen DNA mit BspRI
unter den gewdhlten Bedingungen immer vollstdndig. Durch die Spaltung mit BspRI
entsteht am PHOS5-Promotor ein Fragment definierter Liange. Dieses wird im Fall
einer vorangegangenen Spaltung durch Clal in zwei kleinere Fragmente zerlegt. Na-

tiirlich findet sich in den Reaktionsansétzen die gesamte genomische DNA und die
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Abbildung 2.22:

Southern-Blot einer Untersuchung der Chromatinstruktur am PHOS5-Promotor durch
Spaltung des Chromatins mit dem Restriktionsenzym Clal. Diese Abbildung zeigt den
Effekt der durch die Plasmide pP4-72-GAF2 und pP4-72-GAF3 kodierten chimédren
Proteine am PHOS5-Promotor unter induzierenden Bedingungen. In der
Schemazeichnung sind die Verhéltnisse am PHOS5-Promotor dargestellt (vergleiche
Abbildung 1.1). Die Entstehung und der Nachweis der DNA-Fragmente wird
demonstriert.

Die Untersuchung wurde fiir beide Konstrukte jeweils durch Spaltung des
Chromatins mit einer niedrigen und einer hohen Aktivitit von Clal durchgefiihrt.
Nach Isolierung der DNA erfolgt eine Nachspaltung mit BspRI. Das Verhiltnis der
zwei Banden spiegelt dabei fiir jeden Ansatz das Verhéltnis von ungespaltener zu
gespaltener DNA wieder. Wiéhrend die groBere Bande aus ungespaltener DNA
resultiert, entsteht die kleinere Bande bei erfolgter Spaltung der DNA.
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Plasmid-DNA der Hefen. Um die gesuchten Fragmente nachzuweisen, muflte des-
halb ein Southern-Blot durchgefiihrt werden.

Durch eine spezifische DNA-Sonde kann eines der beiden Clal-BspRI-Fragmente
und auch das grofle BspRI-Fragment selektiv autoradiographisch dargestellt werden
(siche Abbildung 2.22). Das Verhiltnis der Bandenstérke des gro3en und des klei-
nen Fragments gibt dann direkt Aufschluf3 iiber die Zuginglichkeit der Clal-Stelle
im Chromatin. Als Ergebnis bewirken sowohl pP4-72-GAF2 wie auch
pP4-72-GAF3 eine etwa 50%ige Offnung der Chromatinstruktur (siche Abbildung
2.22). Dabei fand sich zwischen den zwei Konstrukten kein Unterschied.

Bei der Priparation der Zellkerne wurde keine parallele Messung der Phosphata-
seaktivitit durchgefiihrt. Deshalb musste nachtriglich belegt werden, dass die bei
den Phosphataseaktivititsmessungen bestimmte transkriptionelle Aktivitdt auch bei
den Zellen der Kernpriparation vorlag. Insbesondere musste ausgeschlossen wer-
den, dass eine unterschiedliche Zelldichte bei der Kernpraparation im Vergleich zu
den Messungen der Phosphataseaktivitit zu einer wesentlichen Anderung der
Transkriptionsaktivitit gefiihrt hatte. Darum wurden Phosphataseaktivitdtswerte bei
verschiedenen Wachstumsdichten der mit dem Konstrukt pP4-72-GAF2 transfor-
mierten Hefen bestimmt. So konnte gezeigt werden, dass die Phosphataseaktivitét
der Hefen in einem weiten Bereich konstant und von der Zelldichte unabhéngig ist
(siche Tabelle 2.3). Daher konnen die Ergebnisse der Chromatinuntersuchungen zu

den gemessenen Phosphataseaktivititen in Bezug gesetzt werden.

Zelldichte 1,0 | 2,0 | 3,85 |4,55|485]| 4,9
Phosphataseaktivitdt | 61,0 | 41,7 | 50,0 | 44,1 | 50,4 | 36,7

Tabelle 2.3:

Die Tabelle zeigt MeBwerte flir die Phosphataseaktivitit bei verschiedenen
Wachstumsdichten. Dazu wurden Kulturen eines Klons von YS33, transformiert mit
pP4-72-GAF2, bis zum erreichen der angegebenen Zelldichte (gemessen in ODggo/ml)
inkubiert. Die anschlieBende Messung der Phosphataseaktivitit (Angabe in U/ODgqg)
zeigt bis zu einer Kulturdichte von 4,85 ODgy/ml Unabhéngigkeit der
Phosphataseaktivitit von der Wachstumsdichte der Hefe.
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2.2.9 Untersuchung der Verdnderung der Chromatinstruktur durch die chiméren Pro-

teine mittels DN Asel-Spaltung

Die Chromatinpréiparationen welche fiir die Untersuchung der Clal-Spaltbarkeit
hergestellt worden waren, sollten mit einer weiteren Methode untersucht werden.
Bei diesem Experiment wird nicht nur die Zuginglichkeit des Chromatins an einer
bestimmten Stelle, sondern im ganzen Promotor untersucht. Dazu wird die Chroma-
tinprdparation einer unspezifischen Endonuklease, DNAsel, ausgesetzt (siche
Abbildung 2.23; Almer et al., 1986). Nach Ablauf der Reaktionszeit wird die DNA
isoliert. Die reine DNA wird dann mit Apal gespalten. Dadurch entstehen Fragmen-
te die von der Apal Schnittstelle aus in den PHOS5-Promotor hineinreichen. Die
Linge jedes einzelnen Fragments wird an einem Ende durch die definierte Apal-
Schnittstelle begrenzt und am anderen Ende durch den an jedem Punkt der gesamte
Sequenz moglichen Schnitt der DNAsel. Die Haufigkeit eines Schnittes der DN Asel
an einem bestimmten Punkt, und damit auch die Haufigkeit einer bestimmten Lénge
der eben beschriebenen Fragmente, ist nicht zuféllig. Statt dessen hédngt sie von der
Zuginglichkeit dieses Punktes fiir die DNAsel in der intakten Chromatinstruktur ab.
Die entsprechenden Fragmente miissen auch hier gegen die Vielzahl aller Fragmente
der Hefezell-DNA spezifisch zur Darstellung gebracht werden. Deshalb werden die
Proben nach einer Aufreinigung iiber einen Southern-Blot aufgetrennt und die ge-
suchten Fragmente mit einer spezifischen Sonde detektiert. Autoradiographisch 143t
sich dann ein typisches Bandenmuster darstellen (siche Abbildung 2.23).

Im reprimierten Zustand stellt sich der PHOS5-Promotor in der Autoradiographie mit
einer breiten Bande, die dem hypersensitiven Bereich zwischen Nukleosom —2 und
—3 entspricht, dar. Diese breite Bande wird beidseitig von mehren schmalen Banden
flankiert. Diese Banden entsprechen den Bereichen zwischen den positionierten
Nukleosomen im Promotor. Bei voller Induktion verdndert sich dieses Bild in cha-
rakteristischer Weise (Svaren & Horz, 1997). Sowohl die breite Bande als auch die
schmalen Banden sind nicht mehr abgrenzbar. Stattdessen findet sich eine nahezu
gleichmédfige Schwirzung des gesamten Bereichs. Aufgrund der Strukturverénde-
rung des Chromatins wird die DNA, im gesamten Promotor nicht mehr vor dem
Zugriff der DNAsel geschiitzt.

Diese Untersuchung der Chromatinstruktur wurde fiir die Kernpréparationen der mit
pP4-72-GAF2 und der mit pP4-72-GAF3 transformierten und durch Phosphatman-
gel induzierten Hefen durchgefiihrt.
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Abbildung 2.23:

Dieses Schema erldutert die Untersuchung der Chromatinstruktur am PHOS-
Promotor durch Spaltung mit DNAsel. Im oberen Teilbild ist der PHOS5-Promotor mit
Chromatinstruktur dargestellt (vergleiche Abbildung 1.1). Es wird die Spaltung des
Chromatins mit DNAsel demonstriert. Die Pfeile zeigen die Hiufung von Spaltungen
der DNA in nicht-nukleosomalen Abschnitten. Im mittleren Teilbild ist die Vielfalt
der resultierenden Fragmente dargestellt. Es erfolgt eine Nachspaltung der isolierten
DNA mit Apal. Im unteren Teilbild wird gezeigt, dass die radioaktive Sonde nur
Fragmente aus dem PHOS5-Promotor zur Darstellung bringt. Zudem werden nur die
Fragmente erkannt, die bis an die linke Apal-Schnittstelle heranreichen. Die
Léngenverteilung der Fragmente hdngt damit von der Héufigkeit ab, mit der die
DNAsel die DNA-Abschnitte im Chromatin des Promotors spaltet. Der Southern-blot
bringt die Langenverteilung der Fragmente und damit indirekt die Chromatinstruktur
des Promotors zur Darstellung.
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Im Experiment wurden zum Vergleich Kernpréparationen von durch Phosphatman-
gel induzierten und mit pP4-72 sowie mit pP4-70 transformierten Zellen von YS33
mitgefiihrt (siche Abbildung 2.24).

Die mit pP4-72 transformierten Hefen zeigen, da ihnen ein funktionell aktives Pho4
fehlt, trotz Induktion durch Phosphatmangel ein Bandenmuster, welches fiir den re-
primierten Zustand typisch ist. Bei den mit pP4-70 transformierten Hefen wird
dagegen Pho4 durch das Plasmid exprimiert. Pho4 steht dabei nicht unter negativer
Kontrolle durch Pho80 und die PHOS5-Expression ist induziert. Deshalb zeigt hier
der PHOS5-Promotor eine vollstindige Offnung des Chromatins (sieche Abbildung
2.24).

Die Kernpréparationen fiir die Konstrukte pP4-72-GAF2 und pP4-72-GAF3 zeigen
ein Bandenmuster, welches die deutliche Abgrenzbarkeit, wie sie bei pP4-72 vor-
liegt, verloren hat. Es ist aber noch nicht die gleichmafige Schwirzung wie bei pP4-
70 aufgetreten (siche Abbildung 2.24; die entsprechenden Bandenmuster werden in
der Legende beschrieben). Es findet sich also ein Zustand der Chromatinstruktur,
der zwischen dem typischen Bild bei vollstindiger Repression und dem bei voll-
stindiger Induktion liegt. Dabei unterscheiden sich beide Konstrukte nicht
wesentlich voneinander.

Zusammenfassend ergibt sich fiir die chiméiren Proteine, dass die Konstrukte mit
dem gesamten GAF in den durchgefiihrten Experimenten keine funktionelle Aktivi-
tat aufwiesen. Die Konstrukte mit jeweils nur einer Hélfte des GAF zeigten dagegen
sowohl die Transkription aktivierende als auch die Chromatinstruktur 6ffnende Ak-

tivitat am PHOS5-Promotor.
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Abbildung 2.24:

Southern-Blot einer Untersuchung der Chromatinstruktur am PHOS5-Promotor durch
Spaltung des Chromatins mit DNAsel. Diese Abbildung zeigt die Verdnderung der
Chromatinstruktur durch die von den Plasmiden pP4-72-GAF2 und pP4-72-GAF3
kodierten chimédren Proteine am PHOS5-Promotor unter induzierenden Bedingungen.
Die Untersuchung wurde fiir beide Konstrukte jeweils mit verschieden hohen
Aktivitdten von DNAsel durchgefiihrt (Diese sind in der Abbildung durch die Hohe
des schwarzen Keils veranschaulicht). Die Durchfiihrung mehrerer Ansitze ist
notwendig, da die Spaltung mit DNAsel jeweils nur einen kleinen Bereich der
interessierenden DNA gut zur Darstellung bringt. Bei der Interpretation des Versuchs
sind deshalb alle abgebildeten Ansidtze zu beriicksichtigen. Um die Bewertung der
Versuchsergebnisse zu ermdglichen, wurden Kempréparationen von Transformanten
der Plasmide pP4-70 sowie pP4-72 mitgefiihrt. pP4-70 zeigt einen maximal
induzierten und pP4-72 einen vollstéindig reprimierten Promotor. Es wurden zudem
DNA-Fragmente als Positionsmarker mitgefiihrt. Dabei entspricht die groflere Bande
der Position der Clal-Schnittstelle (Nukleosom —2) und die kleinere Bande der
Position einer BamHI-Schnittstelle (zwischen Nukleosom -3 und —4). In den
Préparationen von pP4-72 zeigt sich ein regelméBiges Muster bandenférmiger
Aufhellungen auf dunklem Grund. Diese Aufhellungen stehen fiir DNA-Bereiche die
vor dem Zugriff von DNAsel geschiitzt sind. Sie entsprechen der Position von
Nukleosomen. Das regelméfige Muster von Aufhellungen wird durch einen breiten
Bereich gleichméBiger Schwirzung unterbrochen. Durch Vergleich mit der
GroBenreferenz ist zu erkennen, dafl es sich hierbei um den hypersensitiven DNA-
Abschnitt zwischen Nukleosom -2 und -3 handelt. Bei der Préparation von pP4-70
lassen sich die zu den Nukleosomen -1 bis -4 gehorigen Aufhellungen nicht mehr
abgrenzen.
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Vom hypersensitiven DNA-Abschnitt aus erstreckt sich eine nahezu gleichmiBige
Schwirzung liber den gesamten Bindungsbereich der Nukleosomen -1 bis -4.

Die beiden Konstrukte pP4-72-GAF2 und pP4-72-GAF3 zeigen ein Bild, daB3 sich im
Bezug auf die Praparationen von pP4-70 und pP4-72 am besten als intermedidr
beschreiben 146t. Es sind zwar immer noch den positionierten Nukleosomen des
Promotors entsprechende Aufhellungen nachweisbar, die klare Abgrenzbarkeit, wie
bei pP4-72, besteht aber nicht mehr. Ein Unterschied zwischen pP4-72-GAF2 und
pP4-72-GAF3 zeigt sich dabei nicht.
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3. Diskussion

3.1 Definition der transaktivierenden Domine durch Deletionsmutanten von

PHO4

Die hier dargestellten Resultate fiir die in vivo Aktivitit der PHO4-
Deletionsmutanten ermoglichen Riickschliisse auf Zusammenhinge von Struktur
und Funktion von Pho4. Anhand der Ergebnisse kann gezeigt werden, dass der Ab-
schnitt des Pho4-Proteins zwischen den Aminosduren 96 und 111 an der
transkriptionsaktivierenden Funktion des Proteins nicht wesentlich beteiligt ist. Be-
sondere Bedeutung gewinnen diese Daten aus der zusammenfassenden Bewertung
mit verdffentlichten, weiterfilhrenden Ergebnissen. Bereits im Vorfeld wurde ge-
zeigt, dass sich fiir die Aktivierung der Transkription wesentliche Abschnitte von
Pho4 im Bereich der ersten 108 Aminosduren befinden (Ogawa & Oshima, 1990).
Spéter erwiesen sich die ersten 75 Aminosduren als entbehrlich fiir die Aktivierung
der Transkription (Jayaraman et al., 1994). Die Lokalisation einer potentiellen trans-
aktivierenden Domédne von Pho4 konnte somit auf die Aminosduren 75 bis 108
begrenzt werden.

McAndrew et al. (1998) demonstrierten schlieBlich durch die in vivo Untersuchung
einer Vielzahl von Deletionsmutanten, dass die Transaktivierung durch Pho4 von
einem Abschnitt des Proteins bewirkt wird, der aus den Aminosduren 79 bis 99
besteht (siche Abb. 3.1). Dabei ermdglichten die hier hergestellten Deletionen (A97-
106 und A101-110) die C-terminale Eingrenzung dieser transaktivierenden Doméne.
Wie von McAndrew et al. nochmals gezeigt wurde, weisen beide Konstrukte keine
wesentlichen Einbullen in ihrer transkriptionsaktivierenden Wirkung auf. Die ent-
scheidenden Abschnitte der transaktivierenden Domine von Pho4 liegen also
N-terminal der Aminosdure 97.

Die von McAndrew et al. vorgestellten Daten fiir die Konstrukte A12-79 und A12-
83 zeigen die N-terminale Begrenzung der transaktivierenden Doméne. Im Gegen-
satz zu A12-79 fiihrt A12-83 zu einer deutlich reduzierten Transkription von PHOS.
Damit ist der Bereich fiir die transaktivierende Doméane von Pho4 auf den Abschnitt
zwischen den Aminosduren 79 und 97 eingegrenzt. Die ebenfalls untersuchte Dele-
tion der Aminosduren 79 bis 99 fiihrte folgerichtig zum Ausfall der Transkriptions-

aktivierung.
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S I e— 100 95
Al12-75 0 CTT—— ' 85 90
Al12-79 0O [ | 79 90
A12-83 0O 1l 53 70
A12-93 O | 11 10
LTI — — | 7 10
A79-90 O 1l 46 60
A87-9 C I 1A 39 60
A97-106 I 71 80
Al101-110 ' 78 90

Abbildung 3.1:

Modifiziert nach McAndrew et al. (1998) zeigt diese Darstellung Untersuchungs-
ergebnisse zu Deletionsmutanten von PHO4. Es wurde die Aktivitit der
verschiedenen Proteine bei der Aktivierung der Transkription von PHOS5 bestimmt.
Die Messungen wurden nach Transformation in einen Hefestamm defizient fiir
PHOS80 und PHO4 und ohne Induktion durch Phosphatmangel durchgefiihrt. Parallel
dazu wurde die von den Konstrukten bewirkte Chromatindffnung durch
Untersuchung der Zugénglichkeit der Clal-Schnittstelle im Nukleosom —2 bestimmt.

Die Aminosduren 79 bis 97 bilden damit die transkriptionsaktivierende Doméne von
Pho4. Die Konstrukte A79-90 und A87-99 zeigten eine reduzierte, aber dennoch
vorhandener Aktivitit. Damit aktivieren diese beiden Teile der Doméne unabhingig
voneinander die Transkription.

Neben der Aktivierung der Transkription, wurde von McAndrew et al. fiir alle Kon-
strukte auch die durch sie bedingte Offnung der Chromatinstruktur untersucht. Die
dazu durchgefiihrten Clal-Spaltungen von Chromatinpriparationen zeigten eine
eindeutige Korrelation der Transkriptionsaktivierung mit der Chromatindffnung
(siche Abbildung 3.1).

Durch die bisher vorgestellten Ergebnisse konnte nicht gekldrt werden, ob die so
charakterisierte transaktivierende Doméne ihre Funktion selbststindig bewirkt, oder
ob sie auf das unmittelbare Zusammenwirken mit anderen Abschnitten des Pho4-

Proteins angewiesen ist. Um dieses Problem zu 16sen, stellten McAndrew et al. auch
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umfangreiche C-terminale Deletionen von Pho4 her. Da diese Deletionen auch die
DNA-Bindungsdoméne betrafen, wurden Fusionskonstrukte aus den PHO4-
Fragmenten mit LexA hergestellt. LexA ist ein bakterieller Repressor. Die Bindung
des LexA-Anteils der Fusionskonstrukte an Lex-Operatoren in einem LacZ-
Reportersystem ermoglichte die Messung der transkriptionsaktivierenden Wirkung
der Fusionskonstrukte. So konnte gezeigt werden, dass C-terminale Deletionen bis
zur Aminosdure 93 von Pho4 keine Reduktion der Transkriptionsaktivierung im
Vergleich zur Fusion von LexA mit dem gesamten Pho4 aufwiesen. Das
Fusionsprotein, aus LexA und den ersten 83 Aminosduren von Pho4, konnte die
Transkription aber nicht mehr signifikant aktivieren. Damit konnte die vorgenom-
mene Eingrenzung der transkriptionsaktivierenden Doméne bestétigt werden.
SchlieBlich konnten McAndrew et al. eine minimale, transkriptionsaktivierende
Doméne von Pho4 definieren. Dies gelang aufgrund der uneingeschriankten Aktivitét
eines Fusionskonstruktes aus LexA und den Aminosduren 75 bis 99 von Pho4. Die-
ser Abschnitt von Pho4 ist als minimale transaktivierende Doméne selbststindig in
der Lage die Transkription zu aktivieren.

Um zusitzliche Informationen iiber funktionell bedeutsame Strukturen der transkrip-
tionsaktivierenden Doméne zu erhalten, wurde von McAndrew et al. ein weiterer
Ansatz verfolgt. Es zeigte sich, dass Fusionskonstrukte von Pho4 mit Cpfl, bei wel-
chen die DNA-bindende Doméne von Pho4 durch jene von Cpfl ersetzt wurde, an
UASp!l und UASp2 von PHOS binden und die Transkription aktivieren. Die Aktivi-
tit dieser Konstrukte wird dabei aber von Verdnderungen in der
transkriptionsaktivierenden Domine sehr viel stirker beeintrichtigt, als dies bei
entsprechenden Pho4-Konstrukten der Fall ist. Mit Hilfe dieser Konstrukte konnte
die funktionelle Bedeutung einzelner Aminosduren in der transkriptionsaktivieren-
den Doméne untersucht werden.

Bei anderen Transaktivatoren, wie Gen4 (Drysdale et al.,, 1995) oder VP16 (Regier
et al., 1993), wurden Aminosduren mit groBem hydrophoben Rest, vor allem aroma-
tische Aminosduren, als besonders wichtig fiir die transkriptionsaktivierende
Aktivitat dieser Molekiile beschrieben. Deshalb wurden von McAndrew ef al. ent-
sprechende Aminoséuren in der transkriptionsaktivierenden Doméne von Pho4 mit
Hilfe der Pho4-Cpfl Fusionsproteine untersucht. Fiir den Phenylalaninrest an Posi-
tion 81 des Wildtyp-Pho4 wurden Konstrukte mit einem Aminosdureaustausch zu

Alanin, Tryptophan oder Tyrosin hergestellt. Wahrend Alanin an dieser Position zu
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einer signifikanten Reduktion der Aktivitédt fiihrte, blieb die transkriptionsaktivie-
rende Funktion bei den Aminosduren Tryptophan und Tyrosin gréftenteils erhalten.
Damit ist ein grofer, hydrophober und aromatischer Aminoséurerest an der Position
81 wichtig fiir die Aktivitdt der transaktivierenden Doméine von Pho4. Fiir die Ami-
nosduren 88 bis 93 wurden ebenfalls jeweils Konstrukte mit einem Alaninrest an der
entsprechenden Position hergestellt und untersucht. Es zeigte sich jedoch nur beim
Austausch des Tryptophans an Position 91 gegen Alanin eine ausgeprigte Redukti-
on der Transkriptionsaktivierung. Fiir ausgewéhlte Konstrukte mit dem Austausch
einer einzelnen Aminosiure wurde ebenfalls die Offnung der Chromatinstruktur
untersucht. In jedem Fall korrelierte dabei die Aktivierung der Transkription mit der
Offnung der Chromatinstruktur. Eine Auftrennung dieser beiden Funktionen war bei
keinem Konstrukt zu beobachten.

Fiir den Abschnitt von Pho4 zwischen den Aminosduren 74 bis 85 wurde eine
amphipathische, o-helicale Sekundarstruktur vorgeschlagen (Jayaraman et al.,
1994). Es konnte gezeigt werden, dass a-Helices eine wesentliche Bedeutung fiir die
Funktion von Transaktivatoren besitzen (zum Beispiel fiir VP16, Uesugi et al.,
1997). Deshalb wurde von McAndrew et al. der Einfluss dieser mdglichen Sekun-
dérstruktur auf die Transkriptionsaktivierung untersucht. Dazu wurden zwei
Konstrukte hergestellt, die einen Austausch des Glutamatrestes an Position 78 gegen
Alanin oder Prolin enthielten. Der Austausch zu Alanin zeigte keinen negativen
Effekt auf die transaktivierende Wirkung des Konstruktes und belegte damit, dass
der Glutamatrest an dieser Position an der Transkriptionsaktivierung nicht spezifisch
beteiligt ist. Der Austausch gegen Prolin zeigte aber eine ausgeprigte Reduktion der
Aktivitdt. Da die Einfithrung eines Prolinrestes zu der Zerstdrung einer a-helicalen
Sekundérstruktur fiihrt, legen diese Ergebnisse das Vorliegen der angenommenen o-
Helix nahe und zeigen gleichzeitig ihre Bedeutung fiir die Aktivierung der
Transkription auf.

Zur ndheren Untersuchung der Sekundérstruktur der transaktivierenden Doméane von
Pho4 wurden von McAndrew et al. Circular-Dichroismus-Spektroskopien durchge-
fihrt. Bei diesen Versuchen wurden Peptide verwendet, welche die
transaktivierende Doméne von Pho4 beinhalten. Neben einem Peptid mit der Wild-
typsequenz wurden auch zwei Peptide mit einem Austausch des Glutamatrestes an
Position 78 gegen Alanin und Prolin untersucht. Fiir das Peptid mit der Wildtypse-

quenz und das Peptid mit dem Austausch zu Alanin ergaben sich Belege fiir eine o-
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helicale Sekundarstruktur. Dagegen gab es keine entsprechenden Ergebnisse fiir das
Peptid mit dem Austausch zu Prolin. Diese Daten bestitigen somit die Resultate der
Experimente mit den an der Position 78 verdnderten Pho4-Cpfl Fusionsproteinen.
Die Annahmen hinsichtlich der a-helicalen Sekundérstruktur im Bereich der Ami-
nosduren 74 bis 85 werden durch diese Ergebnisse ebenfalls gestiitzt.

Die Daten von McAndrew et al. lassen sich wie folgt zusammenfassen. Die Funkti-
onen des Pho4-Proteins, Transkriptionsaktivierung und Offnung  der
Chromatinstruktur, werden durch eine einzelne Doméne des Proteins bewirkt. Diese
Domine besteht im Kern aus den Aminoséduren 79 bis 99. Teile dieser Doméne sind
ebenfalls in der Lage die Transkription zu aktivieren, wie anhand der Deletionen
A79-90 und A87-99 gezeigt werden konnte. Deutliche Hinweise auf die Sekundar-
struktur legen fiir den Bereich der Aminosduren 74 bis 85 eine a-helicale Struktur
nahe. Diese a-Helix kdnnte einen wesentlichen Anteil an der Aktivitit der transkrip-
tionsaktivierenden Doméne haben. Neben der Bedeutung der wahrscheinlich
vorliegenden a-Helix ist auch der wesentliche Anteil der Aminosduren Phenylalanin
an Position 81 und Tryptophan an Position 91 an der Aktivitit der Doméne aufzu-
fiihren.

Die umfassenden Ergebnisse von McAndrew et al. ermdglichen die prédzise Ein-
grenzung jener Strukturen von Pho4, welche fiir Chromatindffnung und
Transkriptionsaktivierung verantwortlich sind. Wie diese Vorginge bewirkt werden,
ist jedoch aus diesen Daten nicht zu ersehen. Obwohl sich zur Zeit aus dem Stand
der wissenschaftlichen Literatur noch kein umfassendes Modell fiir die Mechanis-
men der Chromatindéffnung und Transkriptionsaktivierung am PHOS5-Promotor
ableiten ldsst, konnen aufgrund der zunehmenden Fiille experimenteller Ergebnisse
mogliche Modelle umrissen werden. Belegt ist, dass eine geschlossene Chroma-
tinstruktur am PHOS5-Promotor die Transkriptionsaktivierung von PHOS verhindert
(Straka & Horz, 1991). Die Offnung der Chromatinstruktur ist also Voraussetzung
fiir eine effiziente Transkriptionsaktivierung. Die Bindung von Pho4 an den Promo-
tor ist essentiell fiir die Offnung der Chromatinstruktur (Svaren et al, 1994).
Weitere Faktoren, die fiir diesen Vorgang von wesentlicher Bedeutung sind, wurden
bereits charakterisiert. Die Histonacetylase GenS, Bestandteil zumindest zweier
verschiedener Histonacetylasekomplexe: ADA und SAGA (Grant et al., 1997),
wurde als einer dieser Kofaktoren identifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass die

Deletion von GCN5 zu Verdanderungen am Verhalten der Chromatinstruktur und der

66



Transkriptionsaktivitit des PHOS5-Promotors fiihrt (Gregory et al., 1998, 1). Diese
Anderungen #duBern sich insbesondere in Stimmen mit einem Agcn5+Apho80 Geno-
typ. Bei Fehlen von Pho80 kommt es konstitutiv zur Offnung der Chromatinstruktur
und Aktivierung der Transkription von PHOS. Bei gleichzeitigem Fehlen von GCN5
ist die Ordnung der Chromatinstruktur am Promotor gestért und es kommt zu einer
deutlichen Reduktion der PHOS5 Expression. Eine maximale Induktion des PHOS5-
Promotors durch Phosphatmangel hebt den Phédnotyp, welcher durch das Fehlen von
GCNS5 verursacht wird fast vollstindig auf (Gregory et al., 1998, 1). Daraus kann
man schlieBen, dass GCN5 an der Offnung der Chromatinstruktur und Transkripti-
onsaktivierung am PHOS5-Promotor zwar beteiligt ist, aber keine essentielle
Bedeutung fiir diese Vorgénge hat.

Untersuchungen zur Kinetik der Offnung des Chromatins am Promotor und der
Transkriptionsaktivierung von PHOS zeigen ebenfalls eine Mitwirkung von GCN5
an diesen Prozessen auf (Barbaric et al, 2001). Bei GCN5-defizienten Stammen
konnte eine deutliche Verzdgerung beider Vorgéinge nach Induktion durch Phos-
phatmangel beobachtet werden. Barbaric er al. (2001) verwendeten auch
GCNS5-Mutanten, welche fiir ein strukturell intaktes Gen5 kodieren. Diese Mutanten
besalen jeweils eine verminderte, sowie eine vollstindig fehlende GenS-
Histonacetylaseaktivitit. Dies ermoglichte den Nachweis, dass der Mangel an
GenS-Acetylaseaktivitdt und nicht das Fehlen des Proteins selbst, fiir die beobachte-
te Verzogerung der Chromatindffnung und Transkriptionsaktivierung verantwortlich
ist. Barbaric et al. (2003) konnten schlieBlich durch Chromatin-Immunoprézipitation
in vivo zeigen, dass der SAGA-Komplex und damit Gen5 unter induzierenden Be-
dingungen und abhéngig von Pho4 an den PHOS5-Promotor rekrutiert wird. Eine
wesentliche funktionelle Bedeutung der Histonacetylierung scheint ihre Wirkung
auf die Bindung von histonmodifizierenden und chromatinremodellierenden Kom-
plexen zu sein. Hassan et al. (2001) zeigten in vitro, dass die Bindung von SAGA
und Swi/Snf an Chromatinabschnitte durch eine Acetylierung der Histone des
Chromatins stabilisiert wird.

Neben der Bedeutung von GCN5 wurde die Abhédngigkeit der Chromatinéffnung
und Transkriptionsaktivierung von PHOS5 von der Aktivitit des chromatinremodel-
lierenden Swi/Snf-Komplexes gezeigt. Durch die Disruption von SNF2 wird dieser
Komplex inaktiviert (Peterson & Tamkun, 1995). Obwohl sich diese Mutation nur

gering auf die Aktivierbarkeit der Transkription von PHOS auswirkt (Gaudreau et
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al., 1997), konnte gezeigt werden (S. Barbaric & W. Ho6rz, unpublizierte Daten,;
auch gezeigt in Reinke & Horz, 2003), dass das Fehlen von SNF2, dhnlich wie bei
GCN3, zu einer deutlichen Verzogerung der Chromatindffnung und Transkription-
saktivierung flihrt. Damit hat der Swi/Snf-Komplex eine wesentliche Bedeutung fiir
beide Vorginge. Die Beobachtung, dass ein weiterer chromatinremodellierender
Proteinkomplex, Ino80, Pho4-abhidngig an den PHOS5-Promotor rekrutiert wird
(Steger et al., 2003), gibt eine mogliche Erkldrung dafiir, weshalb Swi/Snf nicht
essentiell fiir die Chromatindffnung und Transkriptionsaktivierung von PHOS ist.
Die fehlende Aktivitdt des Swi/Snf-Komplexes konnte zumindest partiell durch
einen anderen chromatinremodellierenden Komplex, wie Ino80, ausgeglichen wer-
den.

Daten iiber mogliche Mechanismen der Transkriptionsaktivierung am PHOS-
Promotor wurden ebenfalls erhoben. Fiir Pho4 und Pho2 wurde in vitro die Bindung
an die allgemeinen Transkriptionsfaktoren TBP, TFIIB, TFIIE-beta nachgewiesen
(Magbanua et al., 1997). Durch Verwendung eines Hefestammes mit einer zu einem
einzelnen Aminosiureaustausch fithrenden Mutation des TFIIB, konnte in vivo die
kritische Abhingigkeit der Transkriptionsaktivierung am PHOS5-Promotor von
TFIIB demonstriert werden (Wu & Hampsey, 1999). Die Autoren konnten auch eine
gestorte Bindung von Pho4 an den verdnderten TFIIB im Vergleich zum Wildtyp-
protein in vitro nachweisen. Auflerdem zeigten sie eine Konformationsanderung von
TFIIB aufgrund der Interaktion mit Pho4. Auch diese Konformationsianderung wur-
de am Genprodukt der TFIIB-Mutation nicht beobachtet. Die gleiche Mutation von
TFIIB fiihrt somit zu einer gestorten Interaktion mit Pho4 in vitro und gleichzeitig
zu einer massiv beeintrachtigten Transkriptionsaktivierung von PHOS in vivo. Dies
ldasst den Schluss zu, dass die beobachtete Interaktion zwischen TFIIB und Pho4
spezifisch ist und grundlegende Bedeutung fiir die Transkriptionsaktivierung von
PHOS hat.

Die zeitliche Abfolge und Wechselwirkung der dargestellten Mechanismen bei der
Offnung der Chromatinstruktur und Aktivierung der Transkription am PHOS3-
Promotor konnte bisher noch nicht abschlieBend geklart werden.

Der erste Schritt bei der Chromatindffnung am PHOS5-Promotor als Folge einer In-
duktion, ist wahrscheinlich die Bindung von Pho4 zusammen mit Pho2 an UASpl
im Promotor. Eine Bindung von Pho4 und Pho2 an UASp2 im Nukleosom —2 wird

durch das Nukleosom zundchst unterbunden (Venter ef al., 1994). Als Nachstes wird
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vermutlich liber Pho4 der Histonacetylasekomplex SAGA sowie der chromatinre-
modellierende Komplex Swi/Snf an den PHOS-Promotor rekrutiert. Die
Acetylierung der Histone am Promotor durch Gen5 fiihrt dann zu einer Stabilisie-
rung der Bindung von SAGA und Swi/Snf am Promotor. Diesem Modell folgend,
konnte der am PHOS5-Promotor stabil gebundene Swi/Snf-Komplex durch seine
chromatinremodellierende Aktivitidt das Nukleosom —2 destabilisieren. Dies wiirde
dann eine Bindung von Pho4 an UASp2 ermdglichen. Die Bindung von Pho4 und
Pho2 an UASpl und UASp2 wiirde die vollstindige Offnung des Chromatins am
PHOS5-Promotor einleiten. Als Nichstes konnte, moglicherweise vermittelt durch
die Interaktion von Pho4 mit TFIIB, der Holoenzymkomplex an den PHOS5-
Promotor rekrutiert werden. SchlieBlich wiirde die Transkription von PHOS initiiert
werden.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass bereits viele Erkenntnisse iiber die Mecha-
nismen der Chromatinéffnung und Transkriptionsaktivierung am PHOJ5-Promotor
gewonnen werden konnten. Uber die Interaktionen der einzelnen, beteiligten Fakto-
ren und die zeitliche Abfolge der Vorgénge ist jedoch noch wenig bekannt. Die
zielgerichtete Mutation beteiligter Faktoren ist hier ein experimentelles Mittel von
hohem Wert. Mit Hilfe solcher Mutationen, die zu verdnderten Proteinen mit genau
charakterisierten Aktivititen fithren, wird es mdglich sein, im Experiment ein Mo-
dell fiir diese Ablidufe zu erstellen und zu belegen. Dazu ist jedoch die prizise
Charakterisierung der Zusammenhinge zwischen Struktur und Funktion der betei-
ligten Faktoren Voraussetzung. Die nun vorliegenden Erkenntnisse iiber die
Aktivierungsdoméne von Pho4 entsprechen dieser Anforderung.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten und untersuchten Deletionsmutanten
von PHO4 wurde zur Charakterisierung der Aktivierungsdoméne von Pho4 ein we-

sentlicher Beitrag geleistet.

3.2 Chimire GAF-Konstrukte am PHOS5-Promotor

Aus den experimentellen Ergebnissen fiir die GAF-Konstrukte konnen mehrere
Schlussfolgerungen gezogen werden. Zunéchst ist jedoch festzustellen, dass die
Inaktivitit des Fusionskonstruktes mit dem gesamten GAF am ehesten auf einen
mangelnden Transport in den Nukleus oder eine hohe Instabilitét des Proteins zu-
riickzufiihren ist. Eine gestorte Proteinsynthese erscheint aufgrund der ausgepragten

Aktivitdt der zwei anderen Konstrukte eher nicht verantwortlich zu sein. In jedem
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Fall ist jedoch aus dem GAF1-Konstrukt keine Erkenntnis hinsichtlich der Aktivitét
des GAF am PHOS5-Promotor zu gewinnen.

Im Gegensatz dazu zeigen die Fusionskonstrukte mit den Hélften des GAF eine
deutliche Offnung der Chromatinstruktur sowie eine Aktivierung der Transkription
am PHOS5-Promotor. Die Transkriptionsaktivitét steigert sich jeweils bei verstarkter
Expression der Konstrukte sowie bei Induktion durch Phosphatmangel. Die Ergeb-
nisse mit diesen Konstrukten sind in mehrfacher Hinsicht iiberraschend.

Beide Konstrukte fithren zu einer in Umfang und Art gleichen Remodellierung der
Chromatinstruktur am PHO5-Promotor. Dieses Ergebnis ist aus zwei Griinden be-
merkenswert. Zum einen steht die gleichartige Chromatinéffnung im deutlichen
Gegensatz zu der unterschiedlich starken Aktivierung der Transkription. Diese fiihr-
te zu einer um den Faktor drei verschiedenen Phosphataseaktivitit. Zum anderen
bestehen beide Konstrukte aus verschiedenen Teilen des GAF, die unterschiedliche
Doménen enthalten. Es war also nicht zu erwarten, dass diese derart verschiedenen
Konstrukte sich hinsichtlich der Chromatin6ffnung dhnlich verhalten wiirden.

Das Zusammentreffen von deutlich unterschiedlicher Transkriptionsaktivitit bei
gleichartiger Offnung der Chromatinstruktur erlaubt Schlussfolgerungen in Bezug
auf die Wirkungsmechanismen des GAF. Von einigen Autoren wird die Hypothese
vertreten, dass der GAF durch Derepression eine Aktivierung der Transkription
bewirkt (Kerrigan et al., 1991; Croston et al., 1991; Lu et al., 1993; Sandaltzopoulos
et al., 1995; Okada & Hirose, 1998). Damit ist die Aufhebung einer durch die
Chromatinstruktur bedingten Repression der Transkription durch Remodellierung
des Chromatins gemeint. Wie durch Han und Grunstein (1988) anhand einer Blo-
ckade der Histon H4-Synthese in vivo gezeigt wurde, verursacht alleine ein Verlust
von Nukleosomen bereits eine Aktivierung der Transkription. Wenn ein solcher
Mechanismus der Aktivitit des GAF zugrunde liegen sollte, so wére eine deutliche
Korrelation der durch die Konstrukte bedingten Chromatinéffnung mit der
Transkriptionsaktivitit am PHOS5-Promotor zu erwarten. Aufgrund der gezeigten
Diskrepanz von Chromatinéffnung und Transkriptionsaktivierung durch die beiden
GAF-Konstrukte, muss davon ausgegangen werden, dass eine solche Korrelation
nicht besteht. Daraus kann geschlossen werden, dass eine Derepression der
Transkription, wenn sie tiberhaupt einen Wirkungsmechanismus des GAF darstellt,

nur fir einen Teil der Aktivitat des GAF verantwortlich sein kann.
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Die Gleichférmigkeit der Remodellierung der Chromatinstruktur durch beide Kon-
strukte, ist wegen der unterschiedlichen Zusammensetzung der Konstrukte ein
unerwartetes Ergebnis. Das GAF2-Konstrukt enthélt die POZ-Domine und mit 121
von 185 Aminosduren einen grofen Teil der X-Domine. Im GAF3-Konstrukt sind
das C-terminale Drittel der X-Doméne gefolgt von der Zinkfinger-Doméne und der
glutaminreichen Doméne enthalten. Dabei ist nach Ergebnissen von in vitro Unter-
suchungen weder die POZ-Doméne noch die glutaminreiche Domine fiir die
Remodellierung der Chromatinstruktur von wesentlicher Bedeutung (Agianian et
al., 1999). Berticksichtigt man diese Ergebnisse, erscheint es nicht plausibel, dass in
einem Konstrukt zwei drittel der X-Doméne und im anderen Konstrukt ein drittel
der X-Domine zusammen mit der Zinkfinger-Doméne eine gleichartige Remodellie-
rung der Chromatinstruktur bewirken konnten. Aufféllig ist auch, dass die
Chromatinstruktur durch die Disruption der Nukleosomen —1 bis —4 in der selben
Weise verdndert wird, wie es fiir eine Induktion von PHOS5 durch Phosphatmangel
typisch ist. Die Publikationen von Svaren ef al. (1994) und Then Bergh et al. (2000)
bieten eine mdgliche Erkldarung fiir diese Beobachtungen. Ein Fusionsprotein aus
der transaktivierenden Doméne von VP16 und der DNA-bindenden Doméne von
Pho4 (Svaren et al., 1994), sowie ein Fusionskonstrukt aus der transaktivierenden
Domine des humanen Glucocorticoidrezeptors und der DNA-bindenden Doméne
von Pho4 (Then Bergh et al, 2000) kénnen die Chromatinstruktur am PHOS5-
Promotor 6ffnen. Auch in diesen Féllen zeigte sich eine Verdanderung der Chroma-
tinstruktur in der gleichen Form, wie sie bei der Induktion von PHOS5 durch
Phosphatmangel vorliegt. Allen Konstrukten ist dabei die DNA-bindende Doméne
von Pho4 gemein. Then Bergh et al. schliefen, dass die DNA-bindende Doméne
eines Transkriptionsaktivators entscheidende Bedeutung fiir die Art und den Um-
fang der Offnung der Chromatinstruktur hat. Da beide Konstrukte iiber die gleiche
DNA-bindende Domine verfiigen, konnte diese Annahme erkliren, weshalb beide
Konstrukte die Chromatinstruktur am PHOS5-Promotor derart gleichférmig verin-
dern. Diese Ergebnisse stellen damit auch einen weiteren Beleg fiir die von Then
Berg et al. vorgebrachte Hypothese dar.

Auch die deutliche Aktivierung der Transkription durch beide Konstrukte stellt ein
iiberraschendes Ergebnis dar. In bisher publizierten Arbeiten wurde fiir den GAF
vor allem beschrieben eine indirekte Aktivierung der Transkription durch Remodel-

lierung einer repressiven Chromatinstruktur zu bewirken (Kerrigan et al, 1991;

71



Croston et al., 1991; Lu et al., 1993; Sandaltzopoulos et al., 1995; Okada & Hirose,
1998). Neuere Publikationen zeigen jedoch auch eine von der Remodellierung der
Chromatinstruktur unabhiangige Aktivierung der Transkription durch GAF. Von Pile
und Cartwright (2000) wurden dazu transgene Drosophila-Stimme untersucht. An
einem minimalen ADH-Promotor bewirkte die Einfiihrung einer GAF-
Erkennungssequenz eine 15-fach verstirkte Aktivitdt der als Reporter verwendeten
Luciferase. Wider Erwarten ging diese ausgeprégte Steigerung der Transkription der
Luciferase nicht mit einer deutlichen Remodellierung der Chromatinstruktur einher.
Das Entstehen eines DNAsel-hypersensitiven Abschnitts am 4ADH-Promotor konnte
nicht nachgewiesen werden. Erst die Untersuchung des Promotors mit Micrococcus
Nuklease zeigte, im Vergleich zur Kontrolle, eine Storung der regelmaBigen Anord-
nung der Nukleosomen. Pile und Cartwright filhren an, dass die ausgeprigte
Transkriptionsaktivitit die Verdnderung der Chromatinstruktur am Promotor ausrei-
chend begriinden konnte. Damit sind diese Ergebnisse ein Beleg fiir eine direkte
Aktivierung der Transkription durch GAF, die nicht indirekt durch eine Remodellie-
rung des Chromatins am Promotor zustande kommt.

Zwei weitere Publikationen belegen, dass GAF die Transkription unmittelbar akti-
vieren kann. Vaquero et al. (2000) zeigten die Transkriptionsaktivierung durch GAF
in vitro. Da das Reporterkonstrukt als freie, nicht in einer Chromatinstruktur re-
konstituierte DNA vorlag, konnte die beobachtete Aktivierung der Transkription
nicht auf eine Derepression durch Remodellierung der Chromatinstruktur zuriickzu-
fiihren sein. Mit Hilfe von Deletionsvarianten des GAF konnten Vaquero et al.
zeigen, dass die Aktivierung der Transkription im wesentlichen durch die glutamin-
reiche Doméne des GAF vermittelt wird. Die Autoren konnten diese Aktivitdt der
glutaminreichen Doméne durch in vivo Experimente mit Fusionskonstrukten aus der
glutaminreichen Doméne und der DNA-bindenden Doméne von Gal4 weiter bele-
gen. Besonders bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang die Ergebnisse von
Agianian et al. (1999). Sie belegen, dass die glutaminreiche Doméne fiir die Remo-
dellierung der Chromatinstruktur durch GAF nicht entscheidend ist. Die Resultate
von Vaquero et al. und Agianian et al. erlauben eine strukturelle Trennung der Ab-
schnitte des GAF, die fiir die Chromatindffnung und Transkriptionsaktivierung
verantwortlich sind. Damit steht eindeutig fest, dass der GAF auch als klassischer
Transkriptionsaktivator, das heifit nicht iiber eine Derepression der Transkription,

wirken kann. Die deutliche Aktivierung der Transkription durch die GAF-
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Konstrukte am PHOJS5-Promotor kann somit erkliart werden. Gleichzeitig bestitigen
diese Resultate, dass der GAF auch als klassischer Transkriptionsaktivator wirken
kann. Allerdings besteht auch ein Widerspruch zwischen den Daten von Vaquero et
al. und den Ergebnissen der hier vorgelegten Untersuchung der GAF-Konstrukte am
PHOS5-Promotor. Vaquero et al. weisen der glutaminreichen Doméne die transkrip-
tionsaktivierende Aktivitdit des GAF zu. Am PHOS5-Promotor bewirkt aber das
GAF2-Konstrukt, welches neben der DNA-bindenden Doméne von Pho4 die POZ-
Domine und einen grofen Teil der X-Domine enthilt, eine deutliche Aktivierung
der Transkription. Bei verstarkter Expression und Induktion durch Phosphatmangel
fiihrt die Aktivierung der Transkription durch das GAF2-Konstrukt sogar zu drei-
fach hoheren Phosphataseaktivititen als beim GAF3-Konstrukt. Dabei enthélt das
GAF3-Konstrukt die glutaminreiche Doméne. Der Widerspruch zwischen diesen
Daten und den Ergebnissen von Vaquero et al. kann jedoch aufgelost werden. Die
Autoren beschreiben auch fiir eine Deletionsvariante des GAF mit fehlender gluta-
minreicher Doméne eine, wenn auch im Vergleich mit GAF deutlich reduzierte,
Aktivierung der Transkription in vitro. Die isolierte DNA-bindende Domine be-
wirkte in diesen Experimenten keine Aktivierung der Transkription. Daraus kann
man schlieen, dass neben der Aktivierung der Transkription durch die glutaminrei-
che Domine, auch die POZ- oder die X-Doméne in der Lage sein miissen, die
Transkription zu aktivieren. Fiir ZF5, ebenfalls ein Mitglied der Familie der Zink-
fingerproteine mit POZ-Doméinen, wurde eine durch die POZ-Doméne vermittelte,
transkriptionsaktivierende Wirkung beschrieben (Kaplan & Calame, 1997). Die
POZ-Domine des GAF konnte also fiir die beobachtete Aktivierung der Transkrip-
tion durch die GAF2-Konstrukte verantwortlich sein.

Eine Reihe von Publikationen bietet eine mdgliche Erklarung fiir den Umstand, dass
die Wirkung des GAF als klassischer Transaktivator erst vergleichsweise spét er-
kannt worden ist. Es konnte gezeigt werden, dass GAF mit einer Vielzahl von
Proteinen interagiert, die ebenfalls eine POZ-Doméne besitzen. Durch Koimmu-
noprézipitation konnte die Interaktion von GAF mit dem Batman Protein in vivo
nachgewiesen werden (Faucheux et al, 2003). Fiir das Pipsqueak Protein (Psq)
wurde ebenfalls durch Koimmunoprézipitation eine Interaktion mit GAF in vivo
gezeigt (Schwendemann & Lehmann, 2002). Durch in vitro Bindungsstudien konn-
ten die Autoren demonstrieren, dass fiir die Interaktion von Psq und GAF die POZ-

Domiénen beider Proteine notwendig sind. Pagans et al. (2002) konnten fiir das
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tramtrack Protein (TTK) ebenfalls eine Wechselwirkung mit dem GAF und daraus
resultierende Folgen fiir die Aktivitit des GAF nachweisen. Sie zeigten die Interak-
tion in vivo durch Koimmunopréazipitation. Die Vermittlung dieser Interaktion durch
die POZ-Doménen beider Proteine wurde durch Yeast two-hybrid Experimente
nachgewiesen. Besonders interessant sind die Ergebnisse der funktionellen Folgen
der Interaktion von TTK und GAF in vivo. Durch Transfektionsexperimente konnte
gezeigt werden, dass GAF am eve stripe 2 Promotor eines Reporterkonstruktes
Transkriptionsaktivierung bewirkt, wahrend die Kotransfektion von TTK zu einer
Repression der Transkription fiihrte. Durch die Untersuchung von Deletionsvarian-
ten und chimiren Konstrukten von GAF und TTK konnten die Autoren belegen,
dass diese Repression durch die Interaktion von GAF und TTK bewirkt wird und
ebenfalls von den POZ-Doménen beider Proteine abhédngt. Die Erkenntnisse hin-
sichtlich der Interaktion von GAF mit verschiedenen POZ-Dominen Proteinen und
die Demonstration der funktionellen Konsequenzen am Beispiel des TTK, zeigen
ein Problem bei der Interpretation vieler funktioneller Experimente mit dem GAF
auf. Man muss befiirchten, dass in vitro Untersuchungen unter Verwendung von
Proteinpriparationen aus D. melanogaster oder in vivo Experimente in D. melano-
gaster in vielen Fillen keine Aussage iiber die Aktivitit des GAF, sondern vielmehr
iiber die Aktivitét eines Proteinkomplexes aus GAF mit einem oder mehreren ande-
ren POZ-Dominen Proteinen treffen. Dies konnte erkldren, weshalb die Wirkung
des GAF als klassischer Transaktivator zunédchst nicht beobachtet wurde. Daraus
folgt auch, dass heterologe Systeme fiir die Untersuchung der grundlegenden Eigen-
schaften des GAF und die gezielte Untersuchung von Interaktionen mit bestimmten
Proteinen besonders vorteilhaft sind. In solchen heterologen Systemen ist die Wahr-
scheinlichkeit verfalschter Ergebnisse, aufgrund unerwiinschter Interaktionen mit
anderen POZ-Domiénen Proteinen, zumindest reduziert. Insbesondere S. cerevisiae
als Modellsystem diirfte, aufgrund der denkbar geringen Verwandtschaft mit
D. melanogaster, mit groBer Wahrscheinlichkeit keine unerwiinschten Interaktions-
partner fiir GAF enthalten. Daher spiegeln Ergebnisse aus diesem System, wie sie
im Rahmen dieser Arbeit vorgelegt werden, auch am ehesten die Aktivititen des
GAF selbst wider.

Bei der Untersuchung der durch die GAF-Konstrukte bewirkten Aktivierung der
Transkription ergibt sich fiir das GAF2-Konstrukt ein auffilliges Ergebnis. Beim
verstirkt exprimierten GAF2-Konstrukt fiihrt die Induktion von PHOS5 durch Phos-
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Klon / Stamm Anstieg der Phosphataseaktivitit
YS31 3,5
pP4-12-GAF2 in YS33 1,7
pP4-12-GAF3 in YS33 2,4
pP4-72-GAF2 in YS33 5,1
pP4-72-GAF3 in YS33 1,8

Tabelle 3.1:

Die Tabelle zeigt aus den Werten der Tabelle 2.2 errechnete
Durchschnittswerte fiir den Anstieg der Phosphataseaktivitdt nach
Induktion durch Phosphatmangel bei einer Auswahl der
untersuchten Stimme und Konstrukte.

phatmangel zu einem besonders hohen Anstieg der Phosphataseaktivititswerte im
Vergleich zur Aktivitét ohne Induktion (siehe Tabelle 3.1). Wie aus der Tabelle zu
ersehen, liegt dieser fiinffache Anstieg deutlich iiber den Werten aller anderen Kon-
strukte und auch iiber dem dreieinhalbfachen Anstieg beim Wildtyp-Pho4 in YS31.
Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dass dieser hohe Anstieg nur bei verstérkter
Expression des Konstrukts zu beobachten ist. Dieser Umstand liefert auch eine mog-
liche Erklérung fiir diese Ergebnisse. Fiir GAF wurde in vitro eine durch die POZ-
Domine bedingte Oligomerisierung nachgewiesen (Espinas et al., 1999; Katsani et
al., 1999). Es ist deshalb vorstellbar, dass die verstirkte Expression des GAF2-
Konstruktes eine Oligomerisierung des Konstruktes iiber die POZ-Doméne ermdg-
licht. Die daraus hervorgegangenen Oligomere konnten dann fiir den besonders
deutlichen Anstieg der Phosphataseaktivitdt verantwortlich sein. Mit diesem Ansatz
ist das beobachtete Phidnomen jedoch nicht erkldrt. In YS33, der mit den Konstruk-
ten transformiert wurde, ist das PHOS80-Gen durch eine Disruption inaktiviert.

Damit ist ein Regulationsmechanismus ausgeschaltet, der bei ausreichender Phos-
phatversorgung zu einer Inaktivierung von Pho4 durch Phosphorylierung und
Export aus dem Nukleus fiihrt. Die Inaktivierung dieses Regulationsmechanismus
fiihrt aber nicht zu maximaler Aktivierung von PHOS5 (Madden et al., 1988). Induk-
tion von PHOS durch Phosphatmangel fiihrt in pho80-Stdmmen zu einem weiteren
Anstieg der Phosphataseaktivitit. Der Mechanismus, welcher zu dieser zusatzlichen

Steigerung der Transkription von PHOS fiihrt, ist nicht bekannt. Daraus folgt, dass
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die besonders ausgeprigte Steigerung der Phosphataseaktivitit bei dem verstirkt
exprimierten GAF2-Konstrukt auf eine Interaktion mit diesem bisher nicht charakte-
risierten Regulationsmechanismus zuriickzufiihren sein muss. Die Annahme einer
moglichen Oligomerisierung des Konstruktes ist zwar naheliegend, die Bedeutung
einer solchen Oligomerisierung ist ohne Kenntnis des besagten Regulationsmecha-
nismus jedoch nicht zu belegen.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten chiméren Konstrukte und die Ergebnisse
der mit diesen Konstrukten durchgefiihrten Experimente fithren zu Erkenntnissen
iiber Eigenschaften des PHOS5-Promotors und des GAF.

Die Beobachtungen zur Chromatinéffnung durch die GAF-Konstrukte bieten einen
weiteren Beleg fiir die wesentliche Bedeutung der DNA-bindenden Doméne eines
Transkriptionsaktivators fiir die Remodellierung der Chromatinstruktur.

Es konnte auch bestitigt werden, dass der GAF, wie ein klassischer Transkriptions-
aktivator, eine Aktivierung der Transkription bewirken kann, die mit einer
Derepression des Promotors nicht erklirt werden kann.

Der GAF muss neben der glutaminreichen Domine {iber eine weitere Doméne ver-
fligen, die in vivo eine ausgeprigte Aktivierung der Transkription bewirken kann.

Diese Erkenntnis ist grundsétzlich neu.
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4. Material und Methoden

4.1 DNA

Die Plasmide pP4-12, pP4-72 und pP4-70 stammen aus der eigenen Arbeitsgruppe.
Das Plasmid mit der kodierenden Sequenz fiir den GAGA-Faktor wurde von
P. Varga-Weisz, EMBL — Heidelberg, zur Verfligung gestellt. Das Plasmid
Bluescript-SK™ stammt von Stratagene, Heidelberg.

Isolierte DNA des Lambda-Bakteriophagen wurde von Boehringer, Mannheim,
bezogen.

Das als Sonde D bezeichnete DNA-Fragment (beschrieben in Almer & Horz (1986))

stammt aus der eigenen Arbeitsgruppe.

4.2 Oligonukleotide

PD97-106: GGACTGGATGATGCCCTCGCATATCAAGCCGCGGCTAT
PD101-110: CGCATGCGCACCACTCCCTATTATATTCGCCGC
P-rev: CACGTGCTCCCGTTC

P-for: GAAAGGCTGACCCGG

P-sequ: TTGGACGACCTAGAC

GAF-for: GCGAATTCATTCGCTGTATTCGC

GAF-rev: GAAAGCTTAGATCTCTGCGGCTGCGGCTG

T3: ATTAACCCTCACTAAG

T7: AATACGACTCACTATAG

P-for: GAAAGGCTGACCCGG

Alle Oligonukleotide wurden von MWG-Biotech, Ebersberg bezogen.

4.3 Enzyme

Alkalische Phosphatase (Shrimp) United States Biochemical
Cleveland, Ohio, USA

DNasel Boehringer, Mannheim

Klenow-Enzym (Klenow-Fragment der DNA-Pol I) Boehringer, Mannheim

Proteinase K Boehringer, Mannheim

Restriktionsnukleasen Boehringer, Mannheim

und New England Biolabs Inc., Beverly, MA, USA

71



RNase A Boehringer, Mannheim
Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit United States Biochemical
Cleveland, Ohio, USA

Taqg-Polymerase Boehringer, Mannheim
T4-DNA Ligase Boehringer, Mannheim
T4-DNA Polymerase Boehringer, Mannheim
Zymolase 100T ICN Immuno Biolog. Costa Mesa, CA, USA
4.4 Chemikalien
0->*P-dATP Du Pont de Nemours, NEN, Division Dreieich
0->°S-dATP Du Pont de Nemours, NEN, Division Dreieich
Agarose (SeaKem) FMC Bio Products,Rockland, ME, USA
Aminosduren Sigma, Deisenhofen
Ammoniumperoxidisulfat E. Merck, Darmstadt
Ampicillin Boehringer, Mannheim
Bacto-Agar, -Trypton, -Pepton, -Yeast Extrakt Difco Laboratories
Detroit, Michigan, USA
Bromphenolblau E. Merck, Darmstadt
Desoxyribonukleosidtriphosphate Boehringer, Mannheim
Dimethyldichlorsilan BDH Chemicals Ltd., Pool, England
Dithiothreitol (DTT) Boehringer, Mannheim
Ethidiumbromid E. Merck, Darmstadt
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Dinatriumsalz E. Merck, Darmstadt
Glucose E. Merck, Darmstadt
Harnstoff Serva, Heidelberg
Hefeextrakt E. Merck, Darmstadt
Lachs-Sperma-DNA Serva, Heidelberg
3-Mercaptoethanol E. Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg
N,N,N’",N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) E. Merck, Darmstadt
3-[N-Morpholino]-Propansulfonsidure (MOPS) Sigma, Deisenhofen
o-Nitro-Phenylphosphat (ONPP) Boehringer, Mannheim
Polyethylenglycol Sigma, Deisenhofen
Polyvinylpyrrolidon Sigma, Deisenhofen
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Random-Primer p(dN)g
Sequagel-(XR)-Fertiglosung 6 %

Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids

4.5 Andere Materialien

Nylonmembranen

Qiagensédulen zur DNA-Reinigung
Rontgenfilme Fuji RX

Sephadex G-50

Verstirkerschirme Curix MR 600
Whatman,3MM-Papier

4.6 Kulturmedium fiir E. coli

LB¢-Medium:

Boehringer, Mannheim
National Diagnostics, Atlanta, Georgia, USA
Difco Laborities, Detroit, Michigan, USA

Pall Filtrationstechnik, Dreieich
Qiagen, Diisseldorf

Fuji Photo Co., Tokyo, Japan
Pharmacia LKB, Freiburg
Agfa-Gevaert, Leverkusen
Whatman Limited, Springfield
Mill Maidstone Kentucky USA

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl

Platten: 20 g Agar/l Medium
Bei bedarf 200 mg/l1 Ampicillin

4.7 Kulturmedien fiir S. cerevisiae

YPDA-Vollmedium:

1 %(w/v) Hefeextrakt, 2 %(w/v) Pepton, 2 %(w/v) Glucose,100 mg/l Adenin

Platten: 20 g Agar/l Medium

YNB-phosphathaltiges Minimalmedium:

6,7 g/l Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids, 100mg Adenin, 2 %(w/v) Glucose,

1,6 g/l

Aminoséduren dropout; der pH wird durch Zugabe von 5 M NaOH auf 5,4 eingestellt

Platten: 20 g Agar/l Medium

Phosphatfreies Minimalmedium:

2 g/l L-Asparagin, 500 mg/l MgSO4 x H>O, 100 mg/l NaCl, 100 mg/1 CaCl, x 2H,0,
100 mg/1 Adenin, 500 pg/l H;BOs, 40 png/l CuSO4 x H>0, 100 pg/l KJ, 200 pg/l
FCC13 X 6H20, 400 },Lg/l MHSO4 X HzO, 200 ],lg/l (NH4)6M07027 X 4H20, 200 ug/l
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ZnS04 x 7TH,0, 2 mg/1 Inositol, 200 pg/l Riboflavin, 200 pg/l p-Aminobezoesdure,
2 pg/l Biotin, 2 ng/l Folsdure, 400 pg/l Nicotinsdureamid, 400 pg/l Pyridoxin-HCI,
400 pg/l Thiaminchlorid, 13,4 mM KCI, 20 mM Natriumcitrat pH = 5,0, 2 % (w/v)

Glucose, 1,6 g/l Aminosdure drop out; siche auch (Svaren et al., 1995)

Aminosiure drop out:

2 g Adenin, 2 g Alanin, 2 g Arginin, 2 g Asparagin, 2 g Aspartat, 2 g Cystein, 2 g
Glutamin, 2 g Glutamat, 2 g Glycin, 2 g meso-Inosit, 2 g Isoleucin, 2 g Lysin, 2 g
Methionin, 0,2 g p-Aminobenzoesdure, 2 g Phenylalanin, 2 g Prolin, 2 g Serin, 2 g
Threonin, 2 g Tryptophan, 2 g Tyrosin, 2 g Valin.

Histidin (2 g), Uracil (2 g) und Leucin (4 g) nach Bedarf zuzusetzen.

4.8 Bakterienstamm

Der verwendete E. coli Stamm 490A (mit dem Genotyp: rg, mg, met, thr’, leu’,

recA’) stammt von G. Hobom, Gief3en

4.9 Hefestimme

YS31 (MATa; his3-11, his3-15 ; leu2-3, leu2-112, can®, ura345, Apho80::HIS3)
und

YS33 (MATa; his3-11, his3-15 ; leu2-3, leu2-112, can®, ura345,pho4:: ura345,
Apho80::HIS3) stammen aus der Arbeitsgruppe (Svaren ef al., 1995).

4.10 Molekulare Klonierung von DNA

Standardtechniken wie Restriktionsspaltungen von DNA, Dephosphorylierung und
Ligierung von DNA-Fragmenten wurden nach Maniatis (Maniatis et al., 1982)
durchgefiihrt. Die Transformation von Hitzeschock-kompetenten E. coli erfolgte
ebenfalls nach Maniatis. Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus
Agarosegelstiicken erfolgte mittels Zentrifugation durch Filterpapier (Schleicher und
Schiill, Dassel) sowie Aufreinigung der DNA aus dem Filtrat durch Ethanolféllung.

4.11 Kompetenzinduktion von E. coli-Bakterien

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien nach der CaCl,-Methode (Dagert and
Ehrlich, 1979) wurden 100 ml einer logarithmisch gewachsenen Bakterienkultur bei

einer ODgop von 0,1 bis 0,5 abzentrifugiert und in 30 ml TFBI-Puffer (30 mM KAc,
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50 mM MnCl,, 100 mM KCI, 15 % [w/V] Glyzerin, pH = 5,8) resuspendiert und 30
Minuten auf Eis inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren (2500 rpm; 5°C, 5 min)
wurden die Zellen in 4 ml eiskaltem TFBII-Puffer (10 mM MOPS, 75 mM CaCl,,
10 mM KCI, 15 % (w/V) Glyzerin, pH = 7,0) resuspendiert und aliquotiert.

Tiefgefroren bei -80°C sind diese Bakterien bis zu einem Jahr hochkompetent.

4.12 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

20 pl eines Ligierungsansatzes wurden mit 30 pl TMC-Puffer (10 mM Tris pH 7.,5;
10 mM MgCl,) auf 100 ul Suspension kompetenter E. coli pipettiert und eine
Stunde in Eis inkubiert. Die Bakterien wurden einem Hitzeschock bei 42°C fiir 2
Minuten und anschlieend einer einstiindigen Inkubation in LB-Medium bei 37°C
unterzogen, abzentrifugiert, auf ampicillinhaltigen Agarplatten (200 mg/l
Ampicillin) ausgestrichen und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.13 Plasmidpriparation

Die Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Malstab, entsprechend einem
Kulturvolumen von 5 ml, wurde mit einem Schnellpréparationsverfahren (Birnboim
& Doly, 1979) durchgefiihrt. Zur Gewinnung gréBerer Mengen von Plasmid-DNA
wurde das Plasmid Midi-Kit der Quiagen GmbH, Hilden, nach Maligabe des

Herstellers verwendet.

4.14 DNA-Sequenzierung

Sequenziert wurde Plasmid-DNA nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode von
Sanger et al. (1977). Dabei wurde der Sequenase DNA Sequencing Kit der Firma
USB nach MaBgabe des Herstellers verwendet. Nach fiinf Minuten Denaturierung
bei 95°C wurden die mit *>S markierten Fragmente in 6%igen PAA-Gelen (20 x 40
cm) mit 7 M Harnstoff aufgetrennt. Als Laufpuffer diente Tris/Boratpuffer (100 mM
Tris, 83 mM Borsdure, 1 mM EDTA pH 8§,8). Mit dem getrockneten Gel wurde
anschlieBend ein Rontgenfilm exponiert. Die Nukleotid-Sequenz konnte anhand des

entwickelten Filmes bestimmt werden.

4.15 Polymerasekettenreaktion

In einen PCR-Ansatz wurden ATP, GTP, CTP und TTP zu je 200 uM und Primer in

der Konzentration von 0,2 uM eingesetzt. Bei einem Reaktionsvolumen von 50 pl
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wurden etwa 2,5 ng Matritzen-DNA (bei einem linearisierten Plasmid mit einer
GroBle von 3000 bis 5000 Basenpaaren), 1 pl Taqg-Polymerase und 5 pl 10-fach
Puffer (Roche, mitgeliefert zur Taq-Polymerase) eingesetzt.

Die Probe wurde in einer PCR-Maschiene nach einer initialen Denaturierung von 3
Minuten bei 95°C fiir 30 Zyklen zu je 1 Minute bei 95°C gefolgt von 1 Minute bei
50°C und 3 Minuten bei 72°C inkubiert. Das PCR-Programm wurde mit 5 Minuten
bei 72°C abgeschlossen.

4.16 Megaprimer PCR

Der erste Reaktionsschritt der Megaprimer-Methode (nach Sarkar & Sommer, 1991)
wurde als PCR nach dem unter 4.15 beschriebenen Protokoll durchgefiihrt. Das
isolierte PCR-Produkt wurde als Megaprimer in einer Konzentration von 0,1uM in
den Ansatz der zweiten PCR eingesetzt. Um die Wahrscheinlichkeit der Bindung
des als Doppelstrang-DNA vorliegenden Megaprimers an die Matrizen-DNA zu
erhohen, wurde die Matrizen-DNA in erhohter Konzentration eingesetzt. Dazu
wurde bei einem Reaktionsvolumen von 50ul 1pug der Matrizen-DNA (Plasmid mit
einer GroBe von etwa 6500 Basenpaaren) eingesetzt. Alle anderen

Reaktionsbedingungen entsprechen dem unter 4.15 beschriebenen Protokoll.

4.17 Hefetransformation

Die Transformation von Plasmid-DNA in logarithmisch wachsende Hefezellen
erfolgte nach der Lithiumacetat-Methode (Ito et al, 1983). Logarithmisch
gewachsene Zellen wurden zentrifugiert (4000 rpm; 5 min; 5°C), mit sterilem TE-
Puffer (100mM Tris, 10mM EDTA, pH = 7,4) gewaschen und eine Zellsuspension
von 30 ODgp in sterilem TE-Puffer (pH = 7,4) hergestellt. Zu dieser wurde 0,2 M
Lithiumacetat zu einer Endkonzentration von 0,1 M zugesetzt. Transformiert
wurden jeweils 100 pl Zellsuspension mit 1-5 ug DNA, wobei 30 Minuten bei 30°C
inkubiert wurde. Danach wurde pro Ansatz das gleiche Volumen an 60%igem,
sterilen PEG zugesetzt. Nach 60-miniitiger Inkubation bei 30°C wurden die Zellen
einem Hitzeschock von 5 Minuten bei 42°C unterzogen. Nach dem Waschen in
sterilem Wasser wurden die Zellen auf YNB-Medium-Platten ausplattiert. Die

Platten enthielten dabei Zusédtze von allen Aminosiuren, auller der Aminosdure auf
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deren Auxotrophie hin die Selektion erfolgen sollte. Die Platten wurden fiir 2-5

Tage bei 30°C inkubiert.

4.18 Isolierung von Hefe-DNA

Uber Nacht gewachsene Hefekulturen in 2,5 ml Vollmedium oder 10 ml
Minimalmedium wurden mit 4000 Umdrehungen abzentrifugiert und in 250 ul
Sorbit/B-Mercaptoethanol-Lésung (0,9 mM Sorbit; 140 mM Mercaptoethanol in 50
mM Natriumphosphatpuffer pH = 7,4) mit 400 pg/ml Zymolase 100T fiir 40
Minuten bei 37°C lysiert. Nach 30 Minuten Proteinase-K-Inkubation (EDTA
(Endkonzentration 30 mM), SDS (Endkonzentration 2 %) und 2 mg/ml Proteinase
K) wurde die Probe nach Zugabe von NaClO4 (Endkonzentration 1M) einmal mit
1:1 Phenol/Chloroform (1:24 Isoamylalkohol : Chloroform) und danach einmal mit
Chloroform ausgeschiittelt. Nach einer Ethanolfillung der wéssrigen Phase erfolgte
der RNA-Abbau in einer 8%igen Rnase-A-Losung; die DNA wurde mit Isopropanol
gefillt und in TE-Puffer pH = 8,0 resuspendiert.

4.19 Messung der sauren Phosphataseaktivitit

Logarithmisch gewachsene Hefekulturen wurden bis zu einer ODgy von 1-2
kultiviert. Es wurde dann ein entsprechendes Volumen der Kultur abgenommen und
die Zellen nach Zentrifugation in 2 ml 0,1 M Natriumacetat pH = 3,6 aufgenommen.
Das Volumen der Kultur wurde so gewdhlt, dass nach der Resuspension eine
optische Dichte von 2 ODgy vorlag. Bei Zellen nach Induktion durch
Phosphatmangel (Induktion erfolgte durch Animpfen einer Kultur in phosphatfreiem
Medium mit einer ODgo von 0,2 mit Zellen aus einer logarithmisch wachsenden
Kultur [normale Phosphatkonzentration] nach zweimaligem Waschen mit
bidestilliertem, sterilem H,O) oder Hefestimmen mit einem pho80-Genotyp wurde
das Volumen so gewéhlt, dass nach der Resuspension eine optische Dichte von 0,25
ODggp vorlag. 1 ml der Zellsuspension wurde zur ODgpo-Bestimmung verwendet und
I ml mit 1 ml 20 mM o-Nitro-Phenylphosphat in 0,1 M Natriumacetat, pH = 3,6 bei
30°C fiir 10 Minuten inkubiert. Beendet wurde die Reaktion durch Zusatz von 0,5
ml 1 M NaOH. Nach Zentrifugation der Zellsuspension wurde die Absorption des

zellfreien Uberstandes bei 410 nm gemessen.
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AOD410*1000
ODeoo / ml* V[ml]* t{min]

Aktivitdt der sauren Phosphatase (U/ODggo) =

4.20 Isolierung von Hefezellkernen

Fiir Kernpréparationen bei Induktion durch Phosphatmangel wurden Vorkulturen in
phosphathaltigem Medium angesetzt. Aus diesen Vorkulturen wurden logarithmisch
wachsende Zellen gewonnen. Diese Zellen wurden zweimal mit bidestilliertem,
sterilen Wasser gewaschen. Die Zellen wurden dann verwendet um 500 ml
phosphatfreies Medium mit einer Zelldichte von 0,35-0,5 ODggo anzuimpfen. Nach
Inkubation {iber Nacht bei 30°C erfolgte die Zellkernisolierung, wenn die Zellen
eine ODgpp von 1 bis 4 erreicht hatten. Die Isolierung von Hefezellkernen wurde

durchgefiihrt wie von Gregory et al. (1998, 2) beschrieben.

4.21 Clal-Spaltung von Chromatin

Ein Pellet, entsprechend einem Nassgewicht von 100mg, aus einer Kernpréparation
wurde in Iml Reaktionspuffer [10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 50 mM NaCl, 10 mM
MgCl,, 0,2 mM EGTA, 0,2 mM EDTA, 0,5mM Spermidin, 0,15 mM Spermin,
5 mM CaCl,, 1 mM B-Mercaptoethanol] resuspendiert. Die Suspension wurde auf
zwel Reaktionsgefiae aufgeteilt und fiir I Minute bei 10000 g abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 200 pl Reaktionspuffer resuspendiert.
Diese Proben wurden mit Clal in einer Endkonzentration von 100 U/ml und 400
U/ml versetzt und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 50 mM Tris-HCI (pH 8.8), 15 mM EDTA (pH 8,0), 0,5 % SDS und
20 pl Proteinase K Losung [10mg/ml Proteinase K geldst in 10 mM Tris-HCI (pH
8,0)] gestoppt. Die Proben wurden dann fiir weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Die DNA wurde anschlieBend durch die folgenden Schritte isoliert. Zugabe von
NaClO4 (Endkonzentration 1M) gefolgt von Ausschiitteln mit 1:1
Phenol/Chloroform (1:24 Isoamylalkohol : Chloroform) sowie anschlieBend
ausschiitteln mit Chloroform. Nach einer Ethanolfdllung der wissrigen Phase
erfolgte der RNA-Abbau in einer 8%igen Rnase-A-Ldsung; die DNA wurde mit
Isopropanol gefillt und in 50 ul TE pH = 8,0 resuspendiert. 10 ul des Ansatzes

wurden dann mit 5 U/ml BspRI mit dem entsprechenden Reaktionspuffer
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nachgespalten. Die Proben konnten dann in Agarosegelelektorphoresen aufgetrennt

und mit einem nachfolgenden Southernblot untersucht werden (siehe 4.23).

4.22 DNAsel-Spaltung von Chromatin

Ein Pellet aus einer Kernprdparation von 500mg Hefezellen wurde in 3 ml
Reaktionspuffer [15 mM Tris-HCI (pH 7,5), 75 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 0,05 mM
CaCl,, 1 mM p-Mercaptoethanol] resuspendiert. Die Suspension wurde fiir 5
Minuten bei 2000 g und 5°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 1,2 ml Reaktionspuffer resuspendiert. Jeweils 200 pl der Suspension
wurden in ein Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Fiinf dieser Proben wurden mit DNAsel
(verdiinnt in einem Puffer [10 mM Tris-HCI (pH 7,4) 0,1 mg/ml Bovines Serum
Albumin]) in einer Endkonzentration von 0,25 U/ml, 0,5 U/ml, 1 U/ml, 2 U/ml und
4 U/ml versetzt und fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Die sechste Probe wurde
ohne DNAsel bei 0°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pul einer
Losung 1 M Tris-HCI (pH 8.8), 4 ul 0,2M EDTA (pH 8,0), 5 ul 20 % SDS und
20 pl Proteinase K Losung [10 mg/ml Proteinase K geldst in 10 mM Tris-HCI (pH
8,0) gestoppt. Die Proben wurden dann fiir weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
Die DNA wurde anschlieBend durch die folgenden Schritte isoliert. Zugabe von
NaClO4 (Endkonzentration 1M) gefolgt von ausschiitteln mit 1:1
Phenol/Chloroform (1:24 Isoamylalkohol : Chloroform) sowie anschlieBend
ausschiitteln mit Chloroform. Nach einer Ethanolfdllung der wissrigen Phase
erfolgte der RNA-Abbau in einer 8 %igen Rnase-A-Losung; die DNA wurde mit
Isopropanol gefillt und in 80 pul TE (pH = 8,0) resuspendiert. 40 ul des Ansatzes
wurden dann mit 20 U/ml Apal mit dem entsprechenden Reaktionspuffer
nachgespalten. Die Proben konnten dann in Agarosegelelektorphoresen aufgetrennt

und mit einem nachfolgenden Southernblot untersucht werden (siehe 4.23).

4.23 Auftrennung von DNA in Agarosegelen; Southern Transfer auf geladene

Nvlonmembranen und Hybridisierung mit radioaktiv markierter DNA

Analytische Gele enthielten 0,6-2,0 % w/v Agarose in 1xTEB-Puffer (90 mM Tris-
HCI. 2,5 mM EDTA (Na), 90 mM Borsdure, pH 8,3). Die Elektrophorese wurde
mit horizontalen Gelen bei einer Spannung von 100-200 V durchgefiihrt. Priparative
Gele enthielten 0,6-1,5 % w/v-Agarose in TAE-Puffer (40 mM Tris-HCI, 20 mM
Na-Acetat, | mM EDTA(Na),, pH 7,4). Die Elektrophorese wurde mit horizontalen
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Gelen bei einer Spannung von 100-200 V durchgefiihrt. Fiir einen spiteren Southern
Transfer wurde die DNA auf priparative Gele aufgetragen. Die Elektrophorese
wurde mit vertikalen und wassergekiihlten Gelen bei einer Spannung von 100-200 V
durchgefiihrt. Nach der Gelelektrophorese wurden diese Gele 15 Minuten in
Denaturierungspuffer (1,5 M NaCl; 0,1 M NaOH) unter vorsichtigem Schiitteln
behandelt. Der DNA-Transfer erfolgte {iber Nacht auf die zunichst in Wasser und
dann in 20 x SSC &dquilibrierte Nylonmembran (Pall) in 20 x SSC (3 M NaCl, 0,3 M
Na-Citrat). AnschlieBend wurde die Membran prihybridisiert, und zwar in 500 ml 3
x SSC/1xDenhardt 2 Stunden bei 68°C, weitere 2 Stunden in einem rotierenden
Zylinder in 25 ml 3 x SSC/1xDenhardt (0,5 % SDS, 1 mM EDTA (Na),, 0,02 %
Rinderserumalbumin, 0,02 % Ficoll, 0,02 % Polyvinylpyrrolidon) und 50 pg/ml
gescherter Lachsspermien-DNA. Die Membran wurde danach mit einer radioaktiv
markierten Sonde fiir 16 Stunden im rotierenden Zylinder in 4 ml 3 x SSC, 1 x
Denhardt mit 50 pg/ml gescherter Lachsspermien-DNA hybridisiert. Die Membran
wurde je einmal in 500 ml 2 x SSC, 1 x Denhardt und 500 ml 2 x SSC, 0,5 % SDS
bei 68°C abgewaschen und in 2 x SSC gespiilt. Ein Rontgenfilm wurde mit der in
Haushaltsfolie verpackten Membran und einem Verstirkerschirm (Curix MR600)

fiir eine Stunde bis mehrere Tage bei -70°C exponiert.

4.24 Random primed labeling

Als DNA-Sonde wurde fiir den Nachweis der transformierten Plasmide das
beschriebene HindIII-Xbal Fragment aus pP4-70 (sieche 2.2.6) und fiir die Detektion
der PHOS5-Promotorfragmente aus der Clal- und DNAsel-Spaltung das als Sonde D
in Almer & Horz (1986) beschriebene DNA-Fragment verwendet. Diese Sonden
wurden, wie in Feinberg & Vogelstein (1983) beschrieben, radioaktiv markiert.
Dazu wurde o->"P-dATP mit einer spezifischen Aktivitit von 800 Ci/mmol (New

England Nuclear, Dreieich) verwendet.

86



5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Fragen zur Wechselbeziehung von Struktur
und Funktion von Transkriptionsaktivatoren am PHOS5-Promotor in Saccharomyces
cerevisiae bearbeitet.

Im ersten Teil der Arbeit wurden zwei Deletionsmutanten des Transkriptionsfaktors
Pho4 hergestellt und charakterisiert. Dazu wurden aus der PHO4-Sequenz mit Hilfe
einer PCR-gestiitzten Methode jeweils die fiir die Aminosduren 97 bis 106 sowie
101 bis 110 kodierenden Sequenzen entfernt. Mit Hilfe von geeigneten
Expressionsvektoren wurden beide Deletionsmutanten in S. cerevisiae exprimiert.
Das Ausmal} der Transkriptionsaktivierung durch die Konstrukte wurde durch
Messung der Aktivitit der saueren Phosphatase bestimmt. Beide Mutanten
bewirkten eine deutliche Aktivierung der Transkription am PHOS5-Promotor. Daraus
kann geschlossen werden, dass die hier deletierten Abschnitte von PHO4 keinen
wesentlichen Anteil an der Transkriptionsaktivierung durch Pho4 haben.
Zwischenzeitlich wurde der Nachweis einer minimalen transkriptionsaktivierenden
Domine von Pho4 publiziert. Die minimale transaktivierende Doméne besteht aus
den Aminosduren 79 bis 99. Dieser Abschnitt ist notwendig und ausreichend fiir die
Offnung der Chromatinstruktur des Promotors und die Aktivierung der
Transkription. Die hier beschriebene Herstellung und Charakterisierung der
Deletionsmutanten von PHO4 leistete einen wesentlichen Beitrag zur Eingrenzung
der transaktivierenden Doméane von Pho4.

Der zweite Teil der Arbeit befasste sich mit der Wirkung des als GAGA-Faktor
(GAF) bezeichneten Transkriptionsfaktors aus Drosophila melanogaster am PHOS-
Promotor von S. cerevisiae. Dazu wurden chimire Konstrukte aus dem GAF und der
DNA-bindende Doméne des Transkriptionsaktivators Pho4 hergestellt. Zudem
wurden auch Fusionskonstrukte mit jeweils nur einer Hélfte des GAF und der DNA-
bindende Domine des Pho4 erzeugt. Diese Konstrukte wurden in S. cerevisiae
exprimiert. Hier zeigte sich, dass die Verbindung aus dem gesamten GAF und der
DNA-bindenden Doméne von Pho4, vermutlich aufgrund eines gestorten
intrazelluldren Transports oder aufgrund einer Instabilitit des Proteins, keine
Aktivitdt aufwies. Dagegen waren die Konstrukte, welche jeweils nur eine Hélfte
des GAF enthielten, in der Lage, eine Offnung der Chromatinstruktur und eine

Aktivierung der Transkription am PHOS5-Promotor zu bewirken. Um zu
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untersuchen, welche Verdnderungen die chimiren Konstrukte durch ihr Angreifen
am PHQOS5-Promotor an der Chromatinstruktur des Promotors verursachen, wurden
spezielle experimentelle Verfahren angewendet. Diese nutzen die unterschiedliche
Zuginglichkeit der DNA fiir Enzyme bei geoffneter oder geschlossener
Chromatinstruktur. Die Untersuchungen zeigten eine gleichartige Offnung der
Chromatinstruktur am PHOS5-Promotor durch beide Konstrukte. Die gleichartige
Offnung der Chromatinstruktur korrelierte dabei nicht mit dem unterschiedlichen
Umfang der Transkriptionsaktivierung von PHOS5. Aufgrund der fehlenden
Korrelation von Chromatindéffnung und Transkriptionsaktivierung stehen diese
Ergebnisse im deutlichen Widerspruch zu der von vielen Autoren vertretenen
Hypothese, der GAF wiirde die Transkription indirekt, nur durch die Offnung
repressiver Chromatinstrukturen aktivieren (Derepression). Vielmehr weisen diese
Ergebnisse darauf hin, das der GAF auch als klassischer Transaktivator eine direkte
Aktivierung der Transkription bewirken kann. Die Aktivierung der Transkription
durch beide Hiélften des GAF in den chimiren Konstrukten war ein iiberraschendes
Ergebnis. Es zeigt, dass GAF neben der glutaminreichen Domine eine weitere
Domine enthilt, die in vivo eine Aktivierung der Transkription bewirken kann.
Diese Erkenntnis ist grundsitzlich neu und in der Literatur bisher nicht beschrieben

worden.
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Adh
ATP
Bp
cDNA
Ci
CTP
dATP
dNTP
D. melanogaster
DMS
DNA
Dnasel
DTT
E74

E. coli
EDTA
EGTA
eve
fiz
GAF
GTP
hsp
LB
min
MOPS
OD
ONPP
PCR
PAA
PEG
POZ-Domine

7. Abkiirzungsverzeichnis

Alkoholdehydrogenase
Adenosin-5’-triphosphat
Basenpaare

Komplementire DNA

Curie (1 Ci, 3,7%10"° Becquerel)
Cytidin-5’-triphosphat
Desoxyadenosin-5’-triphosphat
Desoxyribonukleotidtriphosphat
Drosophila melanogaster
Dimethylsulfat
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleasel
Dithiothreitol

early ecdysone inducible gene encoding
transcription factor located at chromosome
position 74

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
Ethylenglycoltetraessigsdure
even-skipped

fushi tarazu

GAGA-Faktor
Guanosin-5’-triphosphat

heat shock protein

Luria Bertani (Medium)
Minuten
3-[N-Morpholino]-Propansulfonsiure
optische Dichte
ortho-Nitro-Phenyl-Phosphat
polymerase chain reaction
Polyacrylamid
Polyethylenglykol

Poxvirus- und Zinkfinger-Doméne
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Psq
RNA
RNase
rpm
SAGA
S. cerevisiae
SDS
TAE
TBP
TE
TEB
TEMED
TFIIB
TFIE
Tris
TTK
TTP
UAS
Ubx
YNB
ZF5

Pipsqueak Protein
Ribonukleinsdure
Ribonuklease

rounds per minute
Spt-Ada-GenS-Acetyltransferase
Saccharomyces cerevisiae
Natriumdodecylsulfat
Tris-Acetat-EDTA

TATA bindendes Protein
Tris-EDTA
Tris-EDTA-Borat

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Transkriptionsfaktor 11B
Transkriptionsfaktor IIE

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

tramtrack Protein
Thymidin-5’-triphosphat
upstream activating sequence
Ultrabithorax

Yeast Nitrogen Base

Zinc finger protein 5
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