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Zusammenfassung                                                                                                                      1 

1 Zusammenfassung 
 
Die Transkription von Genen der Phospholipidbiosynthese in S. cerevisiae wird durch ein 

ICRE (inositol/choline responsive element) genanntes UAS-Element aktiviert, welches durch 

die Verfügbarkeit der Phospholipid-Vorstufen Inositol und Cholin (IC) gesteuert wird. ICRE-

Motive werden durch ein Heterodimer der zur Gruppe der bHLH-Proteine (basic helix-loop-

helix) gehörenden Transkriptionsfaktoren Ino2 und Ino4 erkannt, wobei Ino2 aufgrund von 

zwei Transkriptionsaktivierungsdomänen (TAD) die Expression vermittelt, während Ino4 

neben der DNA-Bindung auch dem Kernimport des Komplexes dient. Als negativer 

Regulator fungiert Opi1, der über eine Repressor-Interaktionsdomäne (RID) mit Ino2 

interagiert. SUA7 codiert in S. cerevisiae für den basalen Transkriptionsfaktor TFIIB und wird 

durch die Interaktion mit Ino2 an den Promotor rekrutiert. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen durchgeführt, um ein Heterodimer aus 

heterolog exprimierten Ino2 und Ino4 Proteinen über chromatographische Methoden zu 

reinigen. Es wurde eine affinitätschromatographische Strategie entwickelt, die es gestattet, 

die epitopmarkierten Proteine Ino2 und Ino4 von einem Großteil der Fremdproteine 

abzutrennen. Nach Übertragung dieser Strategie auf größere Zellmengen könnte es künftig 

gelingen, ein Ino2/Ino4-Heterodimer zu reinigen und es nach Kristallisierung zusammen mit 

einem ICRE-Motiv einer Röntgenstrukturanalyse zugänglich zu machen. 

 

Unter Verwendung genomischer Sequenzdaten von S. cerevisiae wurden in dieser Arbeit 

durch Datenbank-Recherchen weitere Gene identifiziert, die ein oder mehrere ICRE-Motive 

in ihrer Promotorregion tragen, aber keine offensichtliche Rolle bei der Phospholipidbiosyn-

these spielen. Einige dieser Promotoren wurden auf IC-abhängige Regulation und die 

Bindung des Ino2/Ino4-Heterodimers hin untersucht. Es zeigte sich, dass die ICRE-

tragenden Gene FAR8, RSF1, YEL073C und URA8 relativ stark, die Gene ARG4, ERG20, 

GPD2 und VHT1 nur moderat durch IC beeinflusst werden. Alle Promotormotive wurden 

durch Ino2/Ino4 gebunden. Für das in S. cerevisiae stark IC-abhängig regulierte INO1 Gen 

(Inositol-3-phosphat Synthase; mehr als 50-fache Derepression bei IC-Mangel) wurde 

gezeigt, dass drei distinkte ICRE-Motive in der Kontrollregion für diese Regulation 

verantwortlich sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden mit Befunden genomweiter 

Transkriptomanalysen anderer Gruppen verglichen und die Aussagekraft von in silico-

Recherchen bewertet. 

 

Die Hefe Candida albicans ist ein opportunistisch pathogener Vertreter der Gruppe der 

Saccharomycetales, der sich zunehmend als Problem bei immunsupprimierten Personen 

erweist. Auch C. albicans ist in der Lage, Inositol, Cholin und Fettsäuren de novo zu 

synthetisieren. Ein Funktionshomolog zu INO1, das CaINO1, vermag eine entsprechende 

Nullmutation in S. cerevisiae voll zu komplementieren; ferner wurden die Gene CaCHO1, 
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CaFAS1 und CaFAS2 für die Synthese von Cholin bzw. Fettsäuren identifiziert. Weiterhin 

besitzt C. albicans das dem Opi1-Protein strukturell und funktionell ähnelnde CaOpi1, 

welches ebenfalls in der Lage ist, eine IC-abhängige Genregulation in S. cerevisiae zu 

vermitteln. Die in silico Identifikation potentieller C. albicans Orthologer zu INO2 sowie zu 

INO4 gab Anlass zu der Annahme, dass die Regulation der Phospholipidbiosynthese in 

S. cerevisiae und C. albicans konserviert vorliegt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein 

unkonventionelles Intron im mutmaßlichen CaINO4 Gen identifiziert und durch RT-PCR eine 

intronfreie cDNA des CaINO4 Gens erhalten. Nach Klonierung des mutmaßlichen CaINO2 

Gens wurden mit den entsprechenden Genprodukten Protein/DNA- und Protein/Protein-

Interaktionen untersucht und mit der Situation in S. cerevisiae verglichen. So sind auch 

CaIno2 und CaIno4 in der Lage, zu heterodimerisieren und an ICRE-Motive aus S. cerevi-

siae zu binden, jedoch konnte keine Bindung an den CaINO1 Promotor gezeigt werden. 

Weiterhin ist das Heterodimer der C. albicans-Proteine in der Lage, einer S. cerevisiae ino2 

ino4 Doppelmutante ein Wachstum auf IC-freiem Medium zu ermöglichen. Dagegen kann 

keines der Gene allein die jeweils entsprechende ino2 oder ino4 Einfachmutation komple-

mentieren. Weder CaIno2 noch CaIno4 interagieren mit CaOpi1, jedoch interagiert CaIno2 

mit Opi1 aus S. cerevisiae, ebenso CaOpi1 mit Ino2. Ferner interagiert CaIno2 wie auch 

CaIno4 mit CaSua7, nicht jedoch mit Sua7 aus S. cerevisiae. Es konnte keine Interaktion 

zwischen Ino2 bzw. Ino4 aus S. cerevisiae mit CaIno4 bzw. CaIno2 festgestellt werden, 

ebensowenig eine Homodimerisierung dieser Proteine. Ähnlich wie Ino2 enthält auch CaIno2 

zwei Transkriptionsaktivierungsdomänen an entsprechenden Positionen und vergleichbarer 

Aktivierungsleistung. Es gelang im Rahmen dieser Arbeit nicht, homozygote Mutationen der 

Gene CaINO2 und CaINO4 durch Gendisruption in die diploide Hefe C. albicans einzu-

führen, es konnten lediglich heteroallele Mutanten hergestellt werden. Dieser Befund ist ein 

Hinweis auf eine Rolle von CaIno2 und CaIno4 bei der Aktivierung essentieller Gene in 

C. albicans. Daher wurde mit Genaktivierungstests nach der CaIno2/CaIno4-

Konsensusbindesequenz gesucht und diese dann verwendet, um potentielle Zielgene in 

silico zu identifizieren. Als Konsensussequenz wurde das Motiv BWTCASRTG (gegenüber 

WYTTCAYRTG für die Ino2/Ino4-Bindung in S. cerevisiae) erhalten. Dieses Motiv wurde 

weder vor CaINO1, CaFAS1 oder CaCHO1 gefunden, jedoch zeigte sich eine deutliche 

Häufung des UAS-Elements vor mitochondrialen Genen, vor essentiellen Genen der 

Ergosterolbiosynthese und besonders vor einer Vielzahl essentieller Gene ribosomaler 

Proteine. Es kann aus diesen Daten gefolgert werden, dass CaIno2 und CaIno4 für die 

Aktivierung anderer, vermutlich lebensnotwendiger Zielgene erforderlich sind als ihre 

Orthologen aus S. cerevisiae, während CaINO1 durch bisher unbekannte Faktoren reguliert 

wird. 
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2 Einleitung 
 

2.1 Regulation der Phospholipid-Biosynthese in S. cerevisiae   
 
Phospholipide sind essentielle Bausteine biologischer Membranen. Man unterscheidet je 

nach chemischem Rückgrat zwischen sogenannten Sphingolipiden und den in den meisten 

Membranen am häufigsten vorkommenden Glycerophospholipiden, auch Phosphoglyceride 

genannt. Diese bestehen aus Glycerin, welches am C-1 meist mit einer gesättigten und am 

C-2 meist mit einer ungesättigten Fettsäure verestert ist. Die am häufigsten vorkommenden 

Fettsäuren sind Palmitinsäure, Palmitoleinsäure, Stearinsäure und Ölsäure. Diese bilden den 

unpolaren Teil des Phospholipids, während am C-3 eine polare Gruppe über eine Phospho-

diesterbindung gebunden ist, im Falle der Glycerophospholipide ein Alkohol (Abbildung 1), 

z.B. Ethanolamin, Inositol oder Cholin (Lehninger, 1994). Die entsprechenden Phosphatidyl-

verbindungen (PE, PI, PC) sind zusammen mit Phosphatidylserin (PS) die wichtigsten Phos-

pholipide der Membranen von S. cerevisiae. Die Synthese dieser Verbindungen erfolgt in 

eukaryotischen Zellen vor allem an der Oberfläche des glatten endoplasmatischen Reticu-

lums. In mitochondrialen Membranen sind zusätzlich noch Phosphatidylglycerin und Cardio-

lipin zu finden. Die Synthesewege der Phospholipide in S. cerevisiae entsprechen weitge-

hend denen höherer Organismen, weshalb S. cerevisiae als Modellorganismus für die Unter-

suchung dieser Biosynthesewege dient. Eine Ausnahme bildet die Biosynthese von PS. 

Während Hefen dieses aus einer Kondensationsreaktion von CDP-Diacylglycerin bilden 

können (Abbildung 2), findet in Säugerzellen ein Kopfgruppenaustausch an PE statt, bei dem 

Ethanolamin durch freies Serin ersetzt wird. Abbildung 2 zeigt schematisch die 

Biosynthesewege der Glycerophospholipide von S. cerevisiae (Carman und Han, 2007; 

Henry und Patton-Vogt, 1998; Carman und Henry, 1989).  

Die genetische Regulation der Biosynthese von Phospholipiden ist sehr komplex. S. cerevi-

siae ist in der Lage, Inositol-1-phosphat selbst de novo zu synthetisieren. Dies trifft nicht für 

alle Hefen zu, so ist z.B. Schizosaccharomyces pompe aufgrund des Fehlens dieser Fähig-

keit zwingend Inositol-auxotroph und somit auf im Habitat vorkommendes Inositol angewie-

sen. Auch S. cerevisiae nimmt präferiert Inositol aus der Umgebung auf, in diesem Fall wird 

die Biosynthese dieser Phospholipid-Vorstufe aus Glucose-6-phosphat gestoppt. (Donahue 

und Henry, 1981). Die Umsetzung von Glucose-6-phosphat zu Inositol-1-phosphat wird von 

der Inositol-1-phosphat Synthase katalysiert, die vom INO1-Gen codiert wird (Lopes et al., 

1991). Die Expression dieses Gens wird massiv durch im Habitat vorkommendes freies 

Inositol beeinflusst (mehr als 30fache Derepression beim Fehlen von Inositol; Henry und 

Patton-Vogt, 1998). Auch andere Gene wie z.B. CHO1 (Bailis et al., 1992) werden über die 

gleichen regulatorischen Elemente (siehe 2.1.1) beeinflusst. Die molekularen Grundlagen 
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dieser Genregulation und ihre Übertragbarkeit auf andere Organismen sowie die genom-

weite Suche nach weiteren, ähnlich regulierten Genen sind Hauptthema dieser Arbeit. 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines typisch en Glycerophospholipids (Lehninger, 
1994). 

Das Glycerin-Rückgrat ist am C-1 meist mit einer gesättigten, das C-2 mit einer ungesättigten 
Fettsäure über eine Esterbrücke verbunden. Am C-3 ist ein Alkohol als Kopfgruppe über eine 
Phosphodiesterbindung substituiert. 

  

 

Abbildung 2: Wege der Phospholipidbiosynthese in S. cerevisiae  (Carman und Henry, 1989). 

Die von den in der Abbildung angegebenen Genen codierten Enzyme sind in Tabelle 1 aufgeführt. 
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Tabelle 1: Zuordnung codierter Enzyme der Phospholi pidbiosynthese zu den in Abbildung 2 
angegebenen  Genbezeichnungen (www.yeastgenome.org) 

 
Gen  (Synonym) Enzymname 
AYR1 NADPH-abhängige 1-Acyl Dihydroxyacetonephosphat Reduktase 
CDS1 (CDG1) Phosphatidat Cytidylyltransferase (CDP-Diglycerid Synthetase) 
CHO1 (PSS1) Phosphatidylserin Synthase 
CHO2 (PEM1) Phosphatidylethanolamin Methyltransferase 
CKI1, EKI1 Cholinkinase 
CPT1 Cholin Phosphotransferase 
CRD1 (CLS1) Cardiolipin Synthase 
DGA1 Diacylglycerol O-Acyltransferase 
EKI1, CKI1 Ethanolamin Kinase 
EPT1 sn-1,2-Diacylglycerolethanolamin und –cholin Phosphotranferase 
GPD1 Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase 
GPD2 (GPD3) NAD-abhängige Glycerin-3-Phosphat Dehydrogenase 
GPT2 (GAT1) Glycerin-3-Phosphat Acyltransferase 
INM1 Inositol Monophosphatase 
INM2 Inositol Monophosphatase 
INO1 (APR1) Inositol 1-Phosphat Synthase 
MUQ1 (ECT1) Cholinphosphat Cytidylyltransferase 
OPI3 (PEM2) Phospholipid Methyltransferase 
PCT1 (BSR2, CCT1) Cholinphosphat Cytidylyltransferase 
PGS1 (PEL1) Phosphatidylglycerinphosphat Synthase 
PIS1 Phosphatidylinositol Synthase 
PSD2 (PSD1) Phosphatidylserin Decarboxylase 
SCT1 (GAT2) Glycerin 3-Phosphat O-Acyltransferase 
SLC1 1-Acyl-sn-Gylcerin-3-Phosphat Acyltransferase 
? (1) Diacylglycerin Kinase 
? (2) Phosphatidylglycerinphosphat Phosphatase  

 

2.1.1 Das UAS-Element “ICRE” 
 
Die Promotoren der meisten Hefe-Gene enthalten UAS-Elemente („upstream activation 

site“). Dies sind 10-20 bp lange DNA-Sequenzen, welche von einem Transkriptionsfaktor 

erkannt werden und die Expressionsstärke eines Gens deutlich verstärken können (Struhl, 

1989). Sie kommen stets stromaufwärts zur transkriptionalen Startstelle eines Gens (z. T. 

mehrfach) in beliebiger Orientierung vor. Damit unterscheiden sie sich von den funktionell 

entsprechenden Enhancer-Sequenzen höherer Eukaryoten, die auch von einer 

„downstream“-Position aktivierend wirken (Guarente und Hoar, 1984; Struhl, 1984; Struhl,  

1989). Die Entfernung zur TATA-Box im Promotor bzw. zum Startcodon des zu 

regulierenden Gens spielt dabei keine Rolle. Die expressionssteigernde Wirkung wird auf 

eine verstärkte Rekrutierung von Komponenten des Prä-Initiationskomplexes (PIC) durch die 

erhöhte Anzahl gebundener Transkriptionsfaktoren zurückgeführt (Lewin, 2002). Funktionell 

verwandte Gene werden oftmals über das gleiche UAS-Element reguliert (Werner, 2003). 

Im Fall der sehr stark regulierten Synthese der hydrophilen Phospholipid-Vorstufen Inositol 

und Cholin wird das relevante UAS-Element als „ICRE“ („inositol/choline responsive 
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element“; Schüller et al., 1992a) bzw. als UASINO (Bachawat et al., 1995) bezeichnet. Seine 

Konsensussequenz lautet WYTTCAYRTGS (Schüller et al., 1995). 

Das ICRE enthält eine sog. E-Box (CANNTG), welche für UAS-Elemente typisch ist, die 

durch bHLH-Proteine gebunden werden. ICREs befinden sich in den Promotorregionen 

wichtiger Strukturgene der Phospholipid-Biosynthese wie INO1 (codiert die Inositol-1-

phosphat Synthase; Lopes und Henry, 1991) und CHO1/PSS1, welches die 

Phosphatidylserin Synthase codiert (Bailis et al., 1992). Daneben beeinflussen ICREs auch 

die Expressionsmuster anderer Gene verwandter Stoffwechselwege, wie z. B. der Fettsäure-

Biosynthese über die Regulation der Gene FAS1 und FAS2, welche Fettsäure Synthasen 

codieren (Schüller et al., 1992a), der Acetyl-CoA Carboxylase ACC1/FAS3 (Hasslacher et 

al., 1993) oder der Acetyl-CoA Synthetase ACS2 (Hiesinger et al., 1997). 

 
 
 

2.1.2 Die Transkriptionsfaktoren Ino2 und Ino4 
 
Das ICRE wird von einem Heterodimer aus den basischen Helix-Loop-Helix-Proteinen Ino2 

und Ino4 gebunden, welche beide für die Bindung an das UAS-Element essentiell sind, 

wogegen die eigentliche Transkriptionsaktivierung nur durch Ino2 vermittelt wird (Schwank 

et al., 1995). 

Diese Tatsache beruht auf der unterschiedlichen Domänenstruktur der Proteine. Das 151 

Aminosäuren lange Ino4 besteht im Wesentlichen aus einer basischen DNA-bindenden 

Domäne sowie den Helix-Loop-Helix-Strukturen, über die der Kontakt zum Dimer-Partner 

Ino2 vermittelt wird. Die minimale zur ICRE-Erkennung nötige Länge des Ino4 umfasst die 

Aminosäuren 34-151 (Hoppen, 2002). Darüber hinaus ist Ino4 für den Kernimport des 

Ino2/Ino4 Heterodimers verantwortlich (Kumme et al., 2008), vermutlich dank einer sehr 

basischen Region, die als Kernlokalisierungssequenz fungieren könnte. Anders stellt sich die 

Lage bei Ino2 dar: Mit einer Länge von 304 Aminosäuren ist es etwa doppelt so groß wie 

Ino4, jedoch sind nur die 75 C-terminalen Aminosäuren (230-304) des Ino2 für eine Hetero-

dimerisierung mit Ino4 und eine DNA-Bindung an das ICRE nötig (Hoppen, 2002). Im 

Bereich der Aminosäuren 1-35 ist eine erste, starke Transkriptionsaktivierungsdomäne 

(TAD) lokalisiert (Schwank et al., 1995). Eine weitere, schwächere TAD konnte im Bereich 

der Aminosäuren 105 bis 134 eingegrenzt werden (Dietz et al., 2003). Dieser Bereich 

überlappt partiell mit der  Repressorinteraktionsdomäne (RID), über die der Repressor Opi1 

(s. u.) mit Ino2 interagiert. Ino2 ist somit der positive Vermittler der Transkription ICRE 

regulierter Gene und stellt das Objekt der Genregulation durch Phospholipidvorstufen dar. 

Ino2 kontaktiert darüber hinaus den generellen Transkriptionsfaktor TFIIB (Sua7 in Hefe) und 
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interagiert ferner mit der Histon Methyltransferase Set2 (Dietz et al., 2003; H.-J. Schüller, 

persönliche Mitteilung). 

 

2.1.3 Der Repressor Opi1 
 

Opi1 („overproducer of inositol“) wurde bei der Suche nach regulatorischen Mutanten des 

Inositol-Stoffwechsels entdeckt (Greenberg et al., 1982a; 1982b). In einer opi1-Mutante ist 

beispielsweise die Expression des INO1-Gens konstitutiv sehr hoch, unabhängig vom 

Vorhandensein der Phospholipidvorstufen Inositol und Cholin (IC) im Habitat der Zelle. In 

einer normal regulierten Zelle vermittelt Opi1 bei einem Überschuss an IC im Medium die 

Repression der Expression von INO1 durch Bindung an Ino2. Ist kein IC vorhanden, bindet 

Opi1 nicht an Ino2, die Transkription des Gens kann ungehindert erfolgen. Wird Opi1 jedoch 

überexprimiert, so wird die Zelle künstlich IC-auxotroph, da eine Aktivierung der ICRE-

regulierten Zielgene verhindert wird. Im Gegensatz dazu führt eine Überexpression von Ino2 

zur IC-Prototrophie (Wagner et al., 1999). 

Opi1 besteht aus 404 Aminosäuren, die ein bZIP-Motiv (basischer Leucinzipper) sowie zwei 

glutaminreiche Regionen bilden (White et al., 1991). Alle drei Regionen sind essentiell für die 

Repressor-Funktion (Wagner et al., 1999). Trotz des bZIP-Motivs als einer mutmaßlichen 

DNA-Bindedomäne kann Opi1 nicht direkt an ICRE-Motive binden (Wagner et al., 1999). 

Neben diesen Regionen verfügt Opi1 noch über eine Interaktionsdomäne für den pleiotropen 

Repressor Sin3 (OSID, „Opi1-Sin3 interaction domain“),  sowie über eine Interaktions-

domäne für Ino2 (AID, „activator interaction domain“). Die Repression der Transkription 

erfolgt zumindest teilweise über eine Verfestigung der Chromatinstruktur, vermittelt durch 

einen Kontakt der OSID mit der PAH1 („paired amphipatic helix 1“) des Sin3-Corepressors 

(Wagner et al., 2001), welcher wiederum eine Rekrutierung von Histon Deacetylasen 

(HDACs), z. B. Rpd3 bewirkt (Kadosh und Struhl, 1997). Die Deacetylierung der Histone 

bewirkt eine Kompaktierung der DNA, wodurch der Zugriff der eukaryotischen Transkrip-

tionsmaschinerie auf den Promotor erschwert wird (Kasten et al., 1997; Vogelauer et al., 

2000; Deckert und Struhl, 2002). Zusätzlich ist Opi1 in der Lage, ein Scs2 genanntes 

Transmembranprotein des Endoplasmatischen Retikulums (ER) sowie Phosphatidsäure (PA) 

zu binden (Loewen et al.,  2003; 2004).  PA ist ebenfalls ein Intermediat des Phospholipid-

stoffwechsels, gebildet aus Glycerin-3-phosphat und zwei Molekülen Acyl-CoA (Abbildung 

2). Ist Inositol vorhanden, wird es mit PA zu Phosphatidylinositol umgesetzt und in die Zell-

membran eingebaut.  

Es wird angenommen, dass es sich bei PA um das zelluläre Signal des Phopholipid-Stoff-

wechsels handelt. Bei ausreichend Inositol im Habitat der Zelle kann dieses aufgenommen 

und mit PA zu Membranbausteinen verstoffwechselt werden. Durch den Verbrauch der PA 
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ist Opi1 frei in der Zelle vorhanden und kann im Zellkern an Ino2 binden, wodurch die 

Expression ICRE-abhängiger Gene gestoppt wird. Treten Inositol-Mangelbedingungen auf, 

so häuft sich PA in der Zelle an und bindet an Opi1. Opi1 bindet daraufhin an Scs2 am ER 

und kann nicht mehr in den Kern gelangen, die Transkription ICRE-abhängiger Gene kann 

somit erfolgen (Loewen et al., 2004; Heyken, 2004). 

 

2.2 Candida albicans  
 

2.2.1 Taxonomische Einordnung 

 
Bei C. albicans handelt es sich um eine diploide, partiell aneuploide Hefe aus dem Phylum  

der Ascomyceten, wobei der Genus Candida der Ordnung der Saccharomycetales 

zugeordnet wird (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/; Stand 16.01.2009; 

Kurtzmann, 2000). Da in früheren Jahren kein sexueller Vermehrungszyklus bei C. albicans 

beobachtet werden konnte, galt C. albicans als anamorph und wurde daher lange Zeit den 

imperfekten Hefen zugeordnet (Petersen et al., 2000). 

1996 begann die Sequenzierung (http://www-sequence.stanford.edu:16080/group/candida/) 

des Genoms von C. albicans, was die Entdeckung der sogenannten MTL-Gene (mating type 

loci) MTLa und MTLα im Genom von C. albicans ermöglichte, welche homolog zu den 

Genen im MAT-Locus von S. cerevisiae sind. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die 

meisten Laborstämme heterozygot für diese Gene vorliegen (Hull und Johnson, 1999). 

Weitere Untersuchungen führten zu der Erkenntnis, dass homozygote Stämme sowohl unter 

Laborbedingungen (Magee und Magee, 2000) als auch im tierischen Wirt (Hull et al., 2000) 

zu sexueller Vermehrung gebracht werden konnten. Mittlerweile ist die gesamte diploide 

genomische Sequenz von C. albicans analysiert und weitgehend annotiert worden (Jones et 

al., 2004; Braun et al., 2005). 

 

2.2.2 Medizinische Bedeutung 

 
Der bei der Mehrheit der erwachsenen gesunden Personen im Gastrointestinal-Trakt als 

Kommensale nachweisbare Organismus C. albicans  (McCullogh et al., 1996; White et al., 

2007) kann besonders für immungeschwächte Personen zur ernsthaften Bedrohung werden 

(Chakrabarti, 2005; Kauffman, 2006). Die Infektionen durch diesen opportunistischen Keim 

sind seit Jahren stärker in den Focus der Forschung gerückt, da der medizinische Fortschritt 

mit der Transplantation von Organen, der Übertragung von Knochenmark sowie durch 



Einleitung                                                                                                                                  9 

Chemotherapien bei der Behandlung von Krebspatienten zunehmend medizinisch gewollte 

Immunsupression bedingt (Fridkin und Jarvis, 1996). Weitere Prädispositionen ergeben sich 

aus Grundkrankheiten wie z. B. Diabetes mellitus oder AIDS (Greenspan, 1994; Einsele et 

al., 2000) sowie aus der Verabreichung von Breitspektrum-Antibiotika, wodurch eine Besied-

lung des Gastrointestinal-Traktes für C. albicans erleichtert wird (Odds, 1988). Im Gegenzug 

verringern sich jedoch die Möglichkeiten der Bekämpfung einer C. albicans-Infektion durch 

die Ausbreitung von Resistenzen gegen die wenigen zur Verfügung stehenden Antimycotika 

durch die breite und häufige Anwendung dieser Substanzen (White et al., 1998). 

Edmond et al. (1999) beschreiben in einer Studie, dass 8,4 % aller Krankenhausinfektionen 

in den USA in den Jahren 1995 bis 1998 durch Pilze ausgelöst wurden. 7,6 % der 

Gesamtheit der Infektionen, also 90 % der Pilzinfektionen, wurden dabei durch Candida-

Arten verursacht, davon durchschnittlich knapp 56 % durch C. albicans. Die Mortalitätsrate 

bei diesen Infektionen lag bei 40% (zum Vergleich: Staphylococcus aureus 25%; 

Pseudomonas-Arten 33%). Auch in Europa sind Candida-Infektionen ein ernstes Thema,  so 

beschreiben Bassetti  et al. (2006) sowie Yapar et al. (2006) ähnliche Zahlen für Italien bzw. 

die Türkei, wobei sich die Infektionshäufigkeit in jüngerer Zeit offensichtlich etwas zu nicht-

albicans Arten verschiebt. In Deutschland werden jährlich 8000 bis 10000 Todesfälle auf 

Candidosen zurückgeführt (Morschhäuser et al., 1997). 

Im Verlauf einer Infektion ist C. albicans  in der Lage, neben der Besiedlung von Oberflächen 

wie Schleimhäuten durch Verletzungen (z.B. Katheder, Flexülen etc.; Chang et al., 2008; St-

Germain et al., 2008; Erben et al., 2009) von außen oder auch durch Gewebe hindurch in 

tiefere Gewebeschichten und auch in den Blutkreislauf vorzudringen (Odds, 1994a; Fradin et 

al., 2003), um später alle inneren Organe zu befallen (Mavor et al., 2005 ). Schätzungsweise 

95 % aller Candida-bedingten Blutinfektionen werden durch die vier Candida-Arten C. 

albicans, C. glabrata, C. parapsilosis und C. tropicalis ausgelöst (Pfaller und Diekema, 2004; 

Ostrosky-Zeichner et al., 2003; Hajjeh et al., 2004). 

 

2.2.3 Physiologische Besonderheiten 
 

Bei der Besiedlung eines Wirtes kann C. albicans die Eigenschaft nutzen, nicht nur in Form 

von Hefezellen (auch Blastosporen oder Blastokonidien genannt; Braun et al., 1997) sondern 

bei entsprechenden Umweltbedingungen auch filamentös als Pseudohyphe oder echte 

Hyphe zu wachsen (Odds, 1988; Merson-Davies und Odds, 1989). Pseudohyphen sind 

Ketten distinkter Zellen, die dadurch entstanden sind, dass sich Mutter- und Tochterzelle 

nach der Teilung nicht voneinander lösen. Hyphen hingegen sind lange Schläuche, in denen 

die vorhandenen Zellkerne durch Septen voneinander getrennt sind, ohne dass die Hyphe 

an diesen Stellen verjüngt ist (Lo et al., 1997). Beim Wechsel der Zellform und der Bildung 
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des Pseudomycels spielt unter anderem ein bHLH-Protein, Efg1 (E-Box: CATTTG), eine 

bedeutende Rolle (Ernst, 2000; Noffz et al., 2008), ebenso bei der Ausbildung von 

Chlamydosporen (Sonneborn et al., 1999), welche C. albicans unter ungünstigen 

Lebensbedingungen als Dauerformen bilden kann.  

Während bereits der Wechsel der Wuchsform an sich als Virulenzfaktor diskutiert wird (Lo et 

al., 1997; Braun und Johnson, 1997; Braun et al., 2000), ändert sich in der Folge auch das 

Muster der Expression phänotypisch spezifischer Virulenzfaktoren wie z.B. Adhäsinen und 

hydrolytischen Enzymen wie Proteasen und Phospholipasen (Odds, 1994b; Pendrak und 

Klotz, 1995). Die Adhäsion an Wirtszellen gilt als essentielle Voraussetzung für eine 

Gewebeinvasion (Weide und Ernst, 1999), die von der Oberflächenhydrophobizität  beein-

flusst wird (McCullogh et al., 1996).  

Neben dem Wachstum als Hefezelle oder in filamentöser Form kann C. albicans noch eine 

weitere Zellform annehmen und als sogenannte „opaque“-Zelle wachsen. Bei diesen Zellen, 

die spontan und reversibel durch sogenanntes „phänotypisches switching“, auch Transition 

genannt, entstehen, handelt es sich um verlängerte, z.T. bohnenförmige Zellen. Ihr Volumen 

umfasst das Dreifache und ihre Masse das Doppelte dessen der normalen „white“-Zellen. 

Während die Kolonien der „white“-Zellen eine typische halbkugelförmige weiße Ausprägung 

haben, sind die Kolonien der „opaque“-Zellen flacher, größer und dunkler bis grau (Slutsky et 

al., 1987). Die „white“- bzw. „opaque“-Phänotypen unterscheiden sich weiterhin im Adhä-

sionsverhalten (Kennedy et al., 1988) und weiteren physiologischen Eigenschaften bis hin zu 

einem unterschiedlichen Gehalt an Lipiden und Sterolen. So weisen „white“-Zellen einen 

höheren Gehalt an apolaren Substanzen wie Steryl- und Alkylestern, Triacylglycerinen, freien 

Sterolen, Mono- und Diglyceriden sowie Fettsäuren auf als an polaren Verbindungen wie 

Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylcholin, während diese Substanzen in „opaque“-

Zellen zu nahezu gleichen Teilen vorliegen. Bei „opaque“-Zellen ist wiederum die Resistenz 

gegenüber einigen Antimykotika höher als bei „white“-Zellen (Ghannoum et al., 1990). 

Inzwischen ist bekannt, dass der Wechsel zwischen „white“- und „opaque“-Zelle in niedriger 

Rate bei homozygoten Zellen auftritt und die „opaque“-Form den paarungsbereiten, „mating“-

kompetenten Status darstellt (Magee und Magee, 2004).  

 

2.2.4 Homologien zwischen C. albicans  und S. cerevisiae  in der 
transkriptionellen Regulation ICRE-abhängiger Struk turgene 

 
Wie oben beschrieben, ist die transkriptionelle Kontrolle von Strukturgenen der Phospholipid-

Biosynthese wie INO1 und CHO1 in S. cerevisiae durch das ICRE-Element gut untersucht. 

Ebenso wurde die Regulation der Fettsäurestoffwechsel-Gene FAS1, FAS2 und ACC1 durch 

das ICRE beschrieben (Schüller et al., 1992; Hasslacher et al., 1993; Hiesinger et al., 1997). 
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Auch C. albicans ist in der Lage, Inositol, Cholin und Fettsäuren de novo zu synthetisieren. 

Dies ist, wie bereits beschrieben, nicht für alle Hefen selbstverständlich, z. B. ist S. pompe 

nicht fähig, Inositol selbst zu generieren (Fernandez et al., 1986). 

Es ist daher wahrscheinlich, dass auch C. albicans jeweils ein Funktionshomolog zu den 

S. cerevisiae-Genen besitzt. So wurde im Falle der Fettsäurebiosynthese als Funktions-

homolog zu FAS1 auch ein CaFAS1 identifiziert (Zhao und Cihlar, 1994). Gleiches gilt für 

FAS2 (CaFAS2; Southard und Cihlar, 1995) und CHO1 (CaCHO1; Uhl et al., 2003). Ferner 

konnte bereits 1991 ein Funktionshomolog zu INO1 (CaINO1; Klig et al., 1991) identifiziert 

werden. Das CaINO1 Gen ist in der Lage, eine ino1-Nullmutation in S. cerevisiae funktionell 

voll zu komplementieren. Ebenso wurde ein dem Repressor OPI1 aus S. cerevisiae 

ähnelndes Protein (CaOPI1) gefunden. Auch dieser Repressor kann eine S. cerevisiae opi1 

Mutante komplementieren und ist sogar in der Lage, eine IC-abhängige Genregulation in der 

heterologen Hefe zu  vermitteln (Heyken et al.,  2003). Darüber hinaus wurden durch in silico 

Recherchen zwei Gene identifiziert, deren Produkte gewisse Sequenzähnlichkeiten zu den 

ICRE-bindenden bHLH-Proteinen Ino2 bzw. Ino4 aus S. cerevisiae zeigen (CaINO2 bzw. 

CaINO4; Dietz, 2001). Im Rahmen jener Arbeit konnte zudem der Nachweis erbracht 

werden, dass es sich bei CaIno2 um einen in S. cerevisiae aktiven Transkriptionsaktivator 

handelt. Dennoch musste wegen der deutlichen Sequenzunterschiede (besonders bei 

CaINO2) offen bleiben, ob es sich bei CaINO2 bzw. CaINO4 um echte Orthologe der 

S. cerevisiae Gene INO2 und INO4 handelt. Sie könnten möglicherweise eine veränderte 

DNA-Bindung, Transkriptionsaktivierung oder Interaktionsspezifität aufweisen. 

 

2.3 Ziele der Arbeit 
 

Die Tatsache, dass in C. albicans mutmassliche Orthologe zu ICRE-assozierten Proteinen 

aus S. cerevisiae gefunden wurden, legte den Schluss nahe, dass das Regulationssystem 

der Phospholipid- oder Fettsäurebiosynthese in C. albicans  analog zu dem von S. cerevisiae 

aufgebaut sein könnte. Um diese These zu untersuchen, sollten für S. cerevisiae geltende 

Erkenntnisse auf die ähnlichen Proteine aus C. albicans übertragen werden, wobei metho-

disch v. a. Protein-Protein- und Protein-DNA-Interaktionsstudien zum Einsatz kommen 

sollten. 

Darüber hinaus sollten durch in silico-Recherchen weitere Gene in S. cerevisiae identifiziert 

werden, deren Promotor über ein ICRE-Element verfügt. Bei ausgewählten Genen sollte 

untersucht werden, ob und in welchem Maße ihre Expression von den vorhandenen ICRE-

Elementen abhängig ist. 

Schließlich sollten frühere Arbeiten fortgesetzt und ergänzt werden, die zum Ziel hatten, ein 

heterolog exprimiertes Ino2/Ino4-Heterodimer durch Chromatographiemethoden zu reinigen. 
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Dadurch würde sich die Möglichkeit eröffnen, das Heterodimer mit der DNA-Zielsequenz zu 

vereinigen, den Komplex zu kristallisieren und eine Strukturaufklärung mittels Röntgen-

strukturanalyse zu versuchen. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Präparation eines Ino2/Ino4-Heterodimers 
 
Ino2 und Ino4 sind als Transkriptionsfaktoren essentiell für die Regulation der Phospholipid-

biosynthese und für andere Stoffwechselregulationen in der Hefe S. cerevisiae. Als Vertreter 

der Gruppe der bHLH-Proteine sind sie strukturell nahe verwandt mit Proteinen des 

Menschen, wie z. B. c-Myc und Max, zwei essentiellen Regulatoren der humanen 

Genexpression, die mittlerweile mit jedem siebten Krebsfall in Verbindung gebracht werden 

(Kiessling et al., 2006). Ihre biologische Wirkung entfalten bHLH-Proteine durch die Bindung 

einer DNA-Zielsequenz. Zum besseren Verständnis der Raumstruktur der miteinander inter-

agierenden Proteine Ino2 und Ino4 der Hefe S. cerevisiae wurde eine Röntgenstruktur-

analyse des an DNA gebundenen transkriptionsaktivierenden Heterodimers angestrebt. 

Daher sollte versucht werden, das Heterodimer in ausreichender Menge zu synthetisieren 

und im Erfolgsfall zusammen mit seiner DNA-Zielsequenz zu kristallisieren, wodurch eine 

Röntgenstrukturanalyse möglich würde. Vorarbeiten zum Erreichen dieses Ziels wurden in 

der vorangegangenen Diplomarbeit (Hoppen, 2002) durchgeführt. Auch im Rahmen dieser 

Arbeit wurde diesem Problem weiter nachgegangen.  

 
Um eine Röntgenstrukturanalyse durchführen zu können, müssen die Proteine möglichst rein 

vorliegen. Im Rahmen der bei Hoppen (2002) bereits durchgeführten Arbeiten wurden die 

bHLH-Domänen der Proteine auf das zur Bindung an ICRE-Sequenzen notwendige Funk-

tionsminimum (Ino2: Aminosäuren 230-304; Ino4: Aminosäuren 34-151) verkürzt. Weiterhin 

wurden diese Proteinverkürzungen zur Vereinfachung der Reinigung mit einem N-terminalen 

GST-Tag sowie einem C-terminalen His-Tag versehen, wobei sich zwischen GST-Tag und 

Zielprotein eine Schnittstelle für Thrombin-Protease befand. Zur Trennung der Proteine 

wurden Suspensionen der affinitätschromatischen Trennmedien GSH-Sepharose und Ni-

NTA-Sepharose eingesetzt („Batch“-Verfahren). Diese Methode erwies sich weder im 

Hinblick auf die erforderliche Ausbeute noch hinsichtlich der nötigen Reinheit der Proteine 

als geeignet, da relativ viele Störbanden in den Eluaten nachweisbar waren. Im Rahmen 

dieser Arbeit wurden nun die eingesetzten Zellmengen gesteigert und die Proteine über eine 

FPLC mit entsprechenden Säulen gereinigt. 

 

3.1.1 Zellanzucht und Geninduktion 
 
Die von Hoppen (2002) angewandte Strategie der separaten Reinigung von Ino2 bzw. Ino4 

und deren anschließende Rekonstitution zum Heterodimer wurde beibehalten. Zur bakteriel-
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len Synthese der Proteine wurden die Plasmide pJH20 (ptac-GST-INO2230-304-His6) bzw. 

pJH14 (ptac-GST-INO434-151-His6) verwendet und in den E. coli-Stamm BL21-

CodonPlus(DE3)-RP transformiert. Nach Anzucht der Transformanten in 3 Liter selektivem 

YTG-Medium und IPTG-Induktion für 90 Minuten wurden die durch Zentrifugation 

gewonnenen Zellen in Imidazol-haltigem Phosphatpuffer resuspendiert und mittels einer  

FrenchPress (SLM Aminco) aufgeschlossen. Mit diesem Verfahren konnten im Rohextrakt 

Proteingehalte von bis zu 52 mg/ml erreicht werden.  

 

 

Abbildung 3: Darstellung der zur heterologen Expres sion von Ino2 und Ino4 verwendeten 
Genkonstrukte 

Dargestellt sind die verwendeten Genkonstrukte im Vergleich zu den chromosomalen Wildtypgenen in 
S. cerevisiae. 
 

3.1.2 Chromatographie mit Ni-NTA-Säulen 
 
Zur Reinigung der Zielproteine wurden in der Folge „HisTrap FF crude“-Chromatographie-

Säulen von GE Healthcare mit einem Sepharose-Volumen von einem Milliliter mit einer 

angegebenen Proteinbindekapazität der Sepharose von 40 mg/ml eingesetzt. Zur Elution der 

Proteine wurde ein Puffer mit 0,5 M Imidazol eingesetzt, wobei die Elution mit einem Stufen-

gradienten erfolgte. Dem Waschpuffer wurde dabei stufenweise 20, 40, 60 oder 80 % 

Elutionspuffer beigemischt. Die letzte Stufe enthielt 100 % Elutionspuffer.  

Abbildung 4 zeigt ein typisches Proteinprofil im Verlauf einer solchen Reinigung, in diesem 

Fall mit GST-Ino4-His6. Zu erkennen ist, dass ein Großteil der im Rohextrakt vorhandenen 

Proteine nicht an die Säule bindet, sondern als Durchbruch die Säule passiert, was auch in 

Abbildung 5A, Spur 1, zu sehen ist.  

Die UV-Adsorption zeigt einen starken Peak während des Waschens der Säule mit Binde-

puffer, welcher durch die Entfernung nur schwach gebundener Proteine entsteht. Der Stufen-
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gradient zur Elution fest gebundener Proteine wurde gestartet, nachdem die Grundlinie ein 

stabiles Niveau erreicht hatte.  

In einem für die Methodik typischen Elutionsverlauf (Abbildung 4) ist nach dem Beginn des 

Stufengradienten bei jeder Erhöhung der Imidazolkonzentration im Puffer ein Peak im 

Chromatogramm zu sehen, der in eine jeweils erhöhte Grundlinie übergeht. Der Peak deutet 

auf eluierte Proteine hin, die Erhöhung der Grundlinie ist dem zur Elution der Proteine von 

Ni-NTA-Säulen genutzten Imidazol geschuldet, welches eine gewisse Eigenadsorption 

besitzt. Die jeweiligen Stufen des Gradienten sind daher im Chromatogramm nachzuvoll-

ziehen. 

 

 

 

 

Abbildung 4: Typischer Elutionsverlauf einer Reinig ung von GST-Ino4-His 6 über eine Ni-NTA-
Chromatographie-Säule 

Gezeigt ist der Verlauf der UV-Adsorption bei 280 nm im Eluat der Säule. 
Die Zahlen in den Kästchen bezeichnen weiter behandelte Fraktionen (vgl. Abbildung 5). 
Säule: HisTrap FF crude, 1ml; Probe: 3 Liter Anzuchtvolumen, Zellpellet aufgenommen in 30 ml 
Bindepuffer, Aufschluß mittels FrenchPress, 4 Durchgänge, Rohextrakt 52 mg Protein / ml; 2 ml 
Rohextrakt mit 18 ml Bindepuffer verdünnt, gefiltert mittels 0,22 µm-Spritzenvorsatzfilter; Auftrag auf 
Säule mit 1 ml / min, danach Waschen der Säule mit Bindepuffer, bis eine stabile Grundlinie erreicht 
war. Elution: Stufengradient mit 20, 40, 60, 80, 100 % Elutionspuffer, jede Stufe 10 min bei 1 ml / min. 
Bindepuffer: 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol; Elutionspuffer: 50 mM NaH2PO4, 500 
mM NaCl, 500 mM Imidazol. Kurze senkrechte Linien unterhalb der Kurve zeigen Fraktionswechsel 
an. 
 

  

Die Eluate wurden fraktioniert und vier Fraktionen zur weiteren Untersuchung  ausgewählt. 

Diese Fraktionen sind in Abbildung 4 mit Pfeilen markiert. 

Abbildung 5A zeigt in den Spuren 1-4 eine Auftrennung der eluierten Proteine zum einen des 

Durchbruchs (Spur 1), zum anderen der ausgewählten Fraktionen der 20%-Stufe (Spur 2),  

der 40%-Stufe (Spur 3) und der 60%-Stufe (Spur 4; die gewählte Fraktion zeigte im Chroma-

togramm  einen kleinen, deutlichen Peak) durch eine SDS-PAGE.  

Das Proteinmuster des Durchlaufs zeigte erwartungsgemäß eine Vielzahl von Banden 

(Abbildung 5A, Spur 1), während im ersten Elutionsschritt mit 20 % Elutionspuffer kaum 

2 
3 1 4 

Durchbruch Waschen Elution mit 
Stufengradient 

Reäquili- 
brieren 
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Proteine eluiert wurden (Abbildung 5A, Spur 2). Bei 40 % Elutionspuffer eluierten verschie-

dene Proteine, wobei fünf von ihnen relativ kräftige Banden bei der SDS-PAGE zeigten 

(Abbildung 5A, Spur 3). Die zu dem Absorbtionsmaximum der Elutionsstufe mit 60 % 

Elutionspuffer gehörende Fraktion (Abbildung 5A, Spur 4) zeigte hier im Wesentlichen zwei 

etwa gleich starke Banden mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 32 und etwas 

unter 45 kDa, wobei letztere damit dem gesuchten GST-Ino4-His6 entsprechen könnte.  

Um einen weiteren Hinweis zu bekommen, in welcher Fraktion sich das gesuchte Protein 

von etwa 40,5 kDa befand, wurden je 50 µl der Fraktionen 1-4 mit 2 U Thrombin-Protease 

versetzt und bei 37°C inkubiert. 

 

 
 

                    
 

 

Abbildung 5: Elektrophoretische Auftrennung chromat ographischer Fraktionen 

A)   Spuren 1-4: 50 µl der jeweiligen Fraktion unbehandelt 
       Std = Sigma-Proteinstandard 
B)   Spuren 1-Thr – 4-Thr: 50 µl der jeweiligen Fraktion mit 2 U Thrombin-Protease versetzt und 2 h 

bei 37°C  inkubiert; es ist nur bei Probe 4 ein Pro tease-Schnitt zu erkennen (Pfeile);  
       Thr = 10 U Thrombin-Protease       

Std = Sigma-Proteinstandard Low Range 
 

 

Eine erneute gelelektrophoretische Auftrennung nach der Inkubation mit Thrombin-Protease  

(Abbildung 5B) zeigte, dass sich das Proteinschema in Fraktion 4 verändert hatte. Die Bande 

bei etwa 32 kDa wird durch die Inkubation mit Thrombin-Protease nicht berührt, die Bande 

bei etwa 45 kDa hingegen war nicht mehr zu sehen, dafür trat eine Bande bei etwa 25 kDa 

auf, was dem abgespaltenen GST-Tag entspricht (Abbildung 5A und B jeweils Spur 4, die 

sich ändernde Bande ist durch Pfeile markiert). 

 

Das zu erwartende Fragment des Ino4-His6 Proteins hatte aufgrund des Verbleibens von 

9 Aminosäuren (bedingt durch die Klonierstelle des Vektors „downstream“ der Protease-

Erkennungssequenz) eine errechnete Größe von etwa 14,5 kDa, das Fusionsprotein hatte im 

kDa 66 

45 
36 

29 
24 

20,1 

14,2 

A) B) 

Std 1 2 3 4 Std Thr 1-Thr 3-Thr 4-Thr 

 6,5 
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Gelbild jedoch ein um ca. 5 kDa erhöhtes apparentes Molekulargewicht. Dazu passt das 

Auftreten einer schwachen Bande bei etwa 20 kDa, was dem Ino4-His6-Fragment 

entsprechen könnte (Abbildung 5B, Spur 4, unterer Pfeil).  

Um sicherzustellen, dass es sich wirklich um das gesuchte Protein handelt, wurde im 

Weiteren ein Gelretardierungsexperiment angeschlossen, wobei die Eluate der Chromato-

graphie zuvor mit GST-Ino2-His6 zum Ino2/Ino4-Heterodimer rekonstitutiert wurden. Dabei 

wurde GST-Ino2-His6, das durch „Batch“-Reinigung zumindest fraktioniert vorlag, mit einem 

Aliquot der jeweiligen Fraktion gemischt, in einem Harnstoff-haltigen Puffer denaturiert und 

anschließend in einem Glycerin-haltigen Puffer renaturiert, wobei sich das Ino2/Ino4-

Heterodimer bilden sollte. Das Auftreten einer laufverzögerten Bande („Shift“) im 

Gelretardierungsexperiment mit einer markierten ICRE-Probe würde auf funktionelles 

Ino2/Ino4 hindeuten. 

 

 

Abbildung 6: Gelretardierungsexperiment  mit Protei nen 
der in Abbildung 4 markierten Fraktionen 

Ein Aliquot der jeweiligen Fraktion wurde mit fraktioniertem 
GST-Ino2-His6 vereinigt und nach De- und Renaturierung der 
enthaltenen Proteine mit einer radioaktiv markierten ICRE-
Sonde (10000 cpm/ Probe) inkubiert. Beim Vorhandensein von 
Ino4 in einer Fraktion war ein Shift der Bande auf dem 
Röntgenfilm zu erwarten, bedingt durch die Laufunterschiede 
zwischen freier und komplexierter DNA. Die Bezeichnungen der 
Spuren entsprechen den Bezeichnungen der Fraktionen in 
Abbildung 4. 
 
 
 
 
 
 
 

In Abbildung 6 ist in Spur 3 (Fraktion 3, Elution mit 40% Elutionspuffer) eine schwache 

retardierte Bande zu sehen. In den Spuren 1 (Fraktion 1, Durchbruch) und 4 (Fraktion 4, 

Elution mit 60% Elutionspuffer) ist ebenfalls ein deutlicher Shift der DNA-Sonde zu 

beobachten. Dies bedeutet, dass in diesen drei Fraktionen der Chromatographie Ino4-

Protein vorhanden ist. Offensichtlich konnte nicht das gesamte im Rohextrakt enthaltene 

Ino4 an die Säule binden, da auch der Durchlauf im Gelretardierungsexperiment eine Bande 

zeigt.  

Das Auftreten einer starken Bande in Spur 4 belegt die Vermutung, dass in dieser Fraktion 

der Großteil des Zielproteins eluiert, worauf bereits das Experiment mit Thrombin-Protease 

(Abbildung 5B) hingedeutet hatte. 

Shift 

freie 
DNA 

1 4 3 2 
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Die erzielte Reinheit des gesuchten Proteins war recht gut, jedoch aufgrund der stärkeren 

Bande bei 32 kDa sowie weiterer schwacher Banden (Abbildung 5A) für eine Kristallisation 

nicht ausreichend. Optimierungsbemühungen mit veränderten Auftrage- und Elutionsbedin-

gungen (andere Pufferbedingungen, variierte Fließgeschwindigkeiten,  längere Stufen im 

Gradienten, lineare Gradienten wie auch Kombinationen dieser Variationen) erbrachten 

keine Verbesserungen der Proteinreinheit (Daten nicht gezeigt).  

 

3.1.3 DEAE-Anionenaustauschchromatographie 
 
Aus diesem Grund wurde eine vorgeschaltete Abtrennung nicht relevanter Proteine mittels 

DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie angestrebt. Abbildung 7 zeigt einen typischen 

Verlauf der Proteinkonzentration in den Fraktionen eines Laufes. 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 7: Verlauf der Proteinkonzentration einer  GST-Ino4-His 6-Reinigung über DEAE-
Sepharose 

Ein GST-Ino4-His6 enthaltender Rohextrakt wurde über eine DEAE-Sepharose Säule geleitet und 
gebundene Proteine danach mit einem linearen KCl-Gradienten fraktioniert eluiert. Die durch Kreise 
markierten Fraktionen wurden im Gelretardierungsexperiment verwendet. 
 

Um das jeweils gesuchte Protein in den Fraktionen nachzuweisen, wurde das bereits 

genannte Verfahren der De- und Renaturierung der Dimerbestandteile mit anschliessendem 

Gelretardierungsexperiment angewendet. Zur Reduzierung der Probenanzahl wurde nur 

etwa jede dritte Fraktion (Abbildung 7) auf das Vorhandensein des jeweiligen Zielproteins 

getestet. In Abbildung 8 ist das Ergebnis des Gelretardierungsexperimentes gezeigt. Ein 

DNA-Shift war eindeutig im unverdünnten Rohextrakt, im für die Chromatographie verdünn-
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ten Rohextrakt sowie in Fraktion 28 zu erkennen. In den Fraktionen 25 und 31 sind ebenfalls 

Banden zu beobachten. Damit  konnte der Elutionsbereich des GST-Ino4-His6 Proteins nach 

Auftrennung über einen DEAE-Anionenaustauscher klar eingegrenzt werden.  

 

 
 

Abbildung 8: Gelretardierungsexperimente mit ausgew ählten Fraktionen einer Auftrennung 
von GST-Ino4-His 6 enthaltendem  Rohextrakt über DEAE-Sepharose 

R: Rohextrakt unverdünnt; RV: Rohextrakt verdünnt für Chromatographie; 4-66: 
Chromatographiefraktionen; L: Leerspur ohne Protein. 500 µl der jeweiligen Fraktion wurden mit 100 
µl Ni-NTA-Sepharose im „Batch“-Verfahren inkubiert, die Sepharose gewaschen und die Proteine 
eluiert. Diese wurden im Anschluß mit parallel (ebenfalls mit Ni-NTA Sepharose aus Rohextrakt) 
gereinigtem GST-Ino2-His6 vereinigt und nach De- und Renaturierung der Proteine mit einer radioaktiv 
markierten ICRE-Sonde (10000 cpm/Probe) inkubiert. 
 
 
 
Die Proteinverteilung einer Auftrennung von GST-Ino2-His6 enthaltendem Rohextrakt über 

eine DEAE-Matrix war erwartungsgemäß sehr ähnlich der von GST-Ino4-His6. Eine Gelretar-

dierung der erhaltenen Fraktionen zur Lokalisation des GST-Ino2-His6 in den Fraktionen 

einer solchen Trennung wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgeführt (Daten 

nicht gezeigt). 

Durch die Eingrenzung des Elutionsbereiches von GST-Ino4-His6 im Verlauf einer Reinigung 

über DEAE-Sepharose auf die Fraktionen 25 bis 31 sollte es möglich sein, in einer 

nachgeschalteten affinitätschromatographischen Auftrennung dieser Fraktionen gute 

Reinheiten des Zielproteins zu erzielen, da die Mehrzahl aller Proteine bereits aus diesen 

Fraktionen entfernt werden konnte. Diese Untersuchung wurde im Rahmen dieser Arbeit 

jedoch nicht mehr durchgeführt. 

 

 

R RV 4 7 16 19 21 23 25 28 31 34 37 40 45 49 52 58 66 L 
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3.2 Vergleichende Analysen ICRE-haltiger Promotoren  
 
Die Identifikation regulatorischer Sequenzen in der chromosomalen DNA von Organismen ist 

von entscheidender Bedeutung für die Vorhersage von Genregulationsmustern. Die UAS-

Elemente (upstream activation sites) in den Promotoren von Genen in Hefen sind solche 

regulatorischen Sequenzen, mit deren Hilfe intra- und extrazelluläre Signale in eine Gen-

expressionsantwort umgesetzt werden können. In vielen Fällen handelt es sich bei Genen, 

deren Transkription über ein bestimmtes UAS-Element reguliert wird, um funktionell ver-

wandte Elemente eines Stoffwechselweges (Struhl, 1989). Die Identifikation dieser UAS-

Elemente in Promotorregionen ermöglicht es, das Genom eines Organismus in silico nach 

diesen Sequenzen zu durchsuchen und mögliche unbekannte Gene zu bestimmen, deren 

Expression ebenfalls über diese regulatorischen Sequenzen vermittelt werden kann. Dieses 

Verfahren erlaubt es, potentielle Co-Regulationen von Genen und somit möglicherweise 

verwandte biochemische Zusammenhänge durch Datenbank-unterstützte Recherchen zu 

erkennen (Hughes et al., 2000; Werner, 2003). 

Eine genomweite Microarray-Analyse zur Untersuchung des Einflusses von IC auf die 

Expression von Genen wurde 2003 durch Santiago und Mamoun durchgeführt. In dieser 

Studie wurden 50 Gene gefunden, deren Expression durch IC um mindestens den Faktor 3 

erhöht (11 Gene) oder vermindert (39 Gene) wurde. Interessanterweise trugen von den 39 

negativ regulierten Genen nur 10 ein ICRE/UASINO-Motiv (INO1, OPI3, PSD1, VHT1, SAM2, 

SAG1, ACH1, SRO77, YEL073C, YJR008W). Positiv regulierte Gene trugen dieses 

durchweg nicht.  

 
Das regulatorische Motiv ICRE („inositol/choline responsive element“, = UASINO; Schüller et 

al., 1992a) vermittelt die Coexpression von Genen der Phospholipidbiosynthese in 

Abhängigkeit der Verfügbarkeit der Metabolite Inositol und Cholin, beispielsweise von INO1, 

das für die Inositol-1-Phosphat Synthase oder CHO1/PSS1, welches für eine 

Phosphatidylserin Synthase codiert (Lopes et al., 1991; Bailis et al., 1992). Darüber hinaus 

findet sich dieses Element vor Genen der Fettsäuresynthese, z. B. den Fettsäure Synthase 

Genen FAS1 und FAS2. Deren Expression erfolgt jedoch im Gegensatz zu INO1, welches 

fast ausschliesslich ICRE-abhängig kontrolliert wird (Lopes et al., 1991; Lopes und Henry, 

1991), nur zu etwa 50% ICRE-abhängig gesteuert (Schüller et al., 1992a). Auch das Gen 

ACC1/FAS3, das für die Acetyl-CoA-Carboxylase codiert, wird durch IC und Ino2/Ino4 

reguliert (Hasslacher et al., 1993), ebenso wie das Acetyl-CoA Synthetase Gen ACS2 

(Hiesinger et al., 1997). 

Durch in silico-Recherchen war es in der Arbeitsgruppe gelungen, darüber hinaus diverse 

Gene zu identifizieren, deren Promotorregionen das ICRE tragen. Im Rahmen dieser Arbeit 
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sollte die Bedeutung des transkriptionsvermittelnden Ino2/Ino4-Heterodimers für die Expres-

sion einiger dieser Gene überprüft werden. 

 

Tabelle 2: Ausgewählte Gene mit mutmaßlichen ICRE-M otiven im Promotor 

 

Gen Gruppe mutmaßliches ICRE-Motiv  

YEL073C 1 5´ ATTT CACATGC  3´ 

YMR029C = FAR8 1 5´ TCTT CACATGC  3´ 

ARG4 2 5´ TTTT CACATGT  3´ 

ERG20 2 5´ TTTT CACATGT  3´ 

GPD2 3 5´ CCTT CACATGA  3´ 

URA8 3 5´ TCTTCACATTC  3´ 

VHT1 3 5´ CTTT CACATGG  3´ 

INO1, ICRE1 3 5´ AATT CACATGG  3´ 

INO1, ICRE2 3 5´ TTTT CACATGC  3´ 

INO1, ICRE3 3 5´ ATTTCACATTC  3´ 

INO1, ICRE4 3 5´ TCAT CATATGC  3´ 

 
Fett:  E-Box Kernmotive innerhalb der Konsensussequenzen 

 
 
 

 

Durch die in silico-Untersuchung des Genoms von S. cereviseae nach der UAS-Konsensus-

sequenz WYTTCAYRTGS bzw. WYTTCAYRTTC (Schüller et al., 1995) wurden drei 

Gruppen von ICRE-tragenden Genen bestimmt: ein substantieller Teil dieser Gene waren 

von ihrer zellulären Funktion nur wenig verstanden oder auch gar nicht charakterisiert 

(Gruppe 1). Andere dieser Gene sind von ihrer Funktion her offensichtlich nicht in den Phos-

pholipidmetabolismus der Zelle involviert (Gruppe 2), während dies umgekehrt bei einer 

weiteren Gruppe von Genen vermutet werden konnte (Gruppe 3). Aus diesen Gruppen 

wurden je zwei bis drei Gene ausgewählt, deren Promotoren Elemente mit deutlicher Ähn-

lichkeit zu der Konsensussequenz des ICRE enthalten und auf ihre Erkennung durch das 

Ino2/Ino4-Heterodimer (Ambroziak und Henry, 1994; Schwank et al., 1995) hin untersucht 

(Tabelle 2). Für diese Bindungsstudien sollten zum Vergleich Promotorsequenzen des INO1 

Gens, das bekanntermaßen Ino2/Ino4-abhängig exprimiert wird, herangezogen werden. 
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3.2.1 Gelretardierungsexperimente mit dem Ino2/Ino4 -Heterodimer 
 

3.2.1.1 Analyse des INO1 Promotors 
 
Der Promotor des INO1-Gens von S. cereviseae enthält vier Sequenzen (Abbildung 13A), 

die eine E-Box (CANNTG) besitzen bzw. einer der beiden Konsensusequenzen WYTT-

CAYRTGS oder WYTTCAYRTTC in unterschiedlichem Ausmaß entsprechen: Das am 

weitesten vom INO1-Startcodon entfernte mutmaßliche ICRE4 liegt bereits im Leserahmen 

des Nachbargens SNA3 und enthält an Position 3 ein A anstelle eines T, was seine Funktio-

nalität schwächen dürfte.  

Die vier ICRE-Sequenzen wurden mit zunehmendem Abstand zum Startcodon nummeriert 

und ebenfalls auf die Bindung des Ino2/Ino4-Heterodimers getestet. Synthetische DNA-

Doppelstränge wurden durch Mischen äquimolarer Mengen teilkomplementärer 

Oligonukleotide erzeugt; die nichtkomplementären Überhänge dienten der radioaktiven 

Markierung durch eine fill in-Reaktion mittels Klenow-Enzym. Die Abbildung 9 zeigt die 

Bindung des Heterodimers Ino2/Ino4 an die vier synthetischen ICRE-Sequenzen des INO1-

Promotors nach ihrer radioaktiven Markierung.  

 

     1          2          3          1          2          3           1          2          3         1          2          3 

    
ICRE4                             ICRE3                              ICRE2 = FBF56              ICRE1 

Abbildung 9: Gelretardierungsexperimente zum Test a uf Bindung des Ino2/Ino4-Heterodimers 
an mutmaßliche ICRE-Sequenzen des INO1-Promotors 

Jede Spur der Experimente enthält das jeweilige markierte DNA-Fragment und rekonstituiertes 
Ino2/Ino4-Heterodimer. Die jeweils erste Spur enthält keine weiteren Komponenten, in der jeweils 
zweiten Spur wurde nicht markierter funktioneller Kompetitor (FBF56) im Überschuss zugegeben, 
wodurch die Bindung von Ino2/Ino4 an das markierte Fragment weitgehend aufgehoben wird. Spur 3 
enthält nicht markierten, aber nicht-funktionellen Kompetitor (FBF-CG) ebenfalls im Überschuss; hier 
erfolgt wiederum eine Bindung von Ino2/Ino4 an die markierten ICREs. 
 
 

Spur 1 zeigt jeweils die Bindung des Ino2/Ino4-Heterodimers, die in Spur 2 durch einen 

Überschuss des nicht-markierten Kompetitorfragments FBF56 (ICRE2INO1) verhindert wird. In 

Spur 3 ist der nicht-funktionelle Kompetitor FBF-CG eingesetzt worden, der an einer Schlüs-

selposition des E-Box-Motivs eine Mutation aufweist (TTTTCGCATG statt TTTTCACATG). 

 

Die vergleichende Analyse der vier ICRE-Sequenzen im upstream-Bereich des INO1-Gens 

zeigte eine hochaffine Bindung des Dimers an die Sequenzen ICRE1INO1, ICRE2INO1 und 

ICRE3INO1, während das ICRE4INO1 mit maximalem Abstand zum Startcodon des INO1 (über 
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500 bp) nur sehr schwach erkannt wurde. Aufgrund dieser Ergebnisse kann angenommen 

werden, dass dieses ICRE für die regulierte Aktivierung des INO1 kaum eine Rolle spielt 

(Hoppen et al., 2005). 

 

3.2.1.2 FAR8 
 
FAR8 ist als Regulator des Zellzyklus-Arrests beschrieben worden (Kemp und Spraque, 

2003). Die intergene upstream-Region des FAR8-Gens wird begrenzt vom Nachbargen 

RSF1, das für einen Faktor der mitochondrialen Transkription codiert (Lu et al., 2003). Die 

intergene Region von 561 bp enthält unter anderem ein zentrales ICRE in Position -291/ 

-281, ausgehend vom Startcodon des FAR8. Dieses wurde als synthetisches DNA-Fragment 

in Gelretardierungexperimenten eingesetzt, um es auf die Bindung des Heterodimers 

Ino2/Ino4 zu untersuchen. Wie in Abbildung 10A gezeigt, wird dieses ICREFAR8 in vitro sehr 

gut durch die Transkriptionsfaktoren gebunden.  

 
 
       1            2           3            4           1           2            3           4            1          2            3           4 
 

     
 A: ICREFAR8                                    B: ICREYEL073c                                C: ICREARG4 
                                         

Abbildung 10 : Gelretardierungsexperimente zur Untersuchung der Bi ndung des Heterodimers 
Ino2/Ino4 an mutmaßliche ICRE-Motive aus Promotorre gionen verschiedener Gene  

Jede Spur der Experimente enthält das jeweilige markierte DNA-Fragment. Die jeweils erste Spur 
enthält keine weiteren Komponenten, die Spuren 2-4 enthalten rekonstituiertes Ino2/Ino4-Hetero-
dimer. In der jeweils dritten Spur wurde nicht markierter funktioneller Kompetitor (FBF56) im Über-
schuss zugegeben, wodurch die Bindung von Ino2/Ino4 an das markierte Fragment weitgehend 
aufgehoben wird. Spur 4 enthält nicht markierten, aber nicht-funktionellen Kompetitor (FBF-CG) 
ebenfalls im Überschuss; hier erfolgt wiederum eine Bindung von Ino2/Ino4 an die markierten ICREs. 
 
 
Weitere durch in silico-Analyse identifizierte Bindemotive in dieser intergenen Region sind 

eine Konsensussequenz des pleiotropen Transkriptionsfaktors Abf1, des heteromeren 

Aktivators Hap2/3/4/5 sowie des Regulators des Stickstoff-Stoffwechsels, Gln3 (UASNTR), 

dargestellt in Abbildung 13A. 

 

3.2.1.3 YEL073C 
 
YEL073C ist ein ORF unbekannter Funktion, der nahe dem Telomer auf dem linken Arm des 

Chromosoms V lokalisiert ist. yel073c-Nullmutanten sind bisher nicht erzeugt worden, 

möglicherweise aufgrund dieser Lokalisation des Gens auf dem Chromosom. Neben einem 
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regulatorischen Element der Stressantwort und einer Bindestelle für Abf1 enthält die 

Promotorregion des Gens ein ICRE in Position -101/-111. YEL073C war bereits als durch IC 

reguliert beschrieben (Santiago und Mamoun, 2003). Abbildung 10B zeigt die sehr gute 

Bindung des Heterodimers Ino2/Ino4 an das ICREYEL073C im Gelretardierungsexperiment. 

 
 

3.2.1.4 ARG4 
 
ARG4 codiert für die Argininosuccinat Lyase und ist für die Arginin-Biosynthese notwendig. 

Neben einem ICRE in Position -144/-134 enthält die upstream-Region hier Bindemotive für 

Gcn4 (GCRE) und wiederum Gln3 (UASNTR; Abbildung 13A). Auch hier zeigten sich im 

Gelretardierungsexperiment starke Banden, die auf eine Rolle von Ino2 und Ino4 für die 

Genaktivierung hindeuten (Abbildung 10C).  

 
 

3.2.1.5 ERG20 
 
ERG20 codiert für die Farnesylpyrophosphat Synthetase und spielt eine Rolle bei der 

Biosynthese von Ergosterol. Die Promotorregion enthält neben einem ICRE an Position 

-417/-407 Konsensus-Bindesequenzen der pleiotropen Transkriptionsfaktoren Abf1 und 

Rap1, ganz ähnlich dem Promotor von FAS1 (Schüller et al., 1994). Darüber hinaus gibt es 

zwei Motive, die eine entfernte Ähnlichkeit zu einem Element der Sterol-Antwort („sterol 

response element“, SRE) aufweist, welches als Bindestelle der Zink-Cluster-Proteine Upc2 

und Ecm22 (Vik und Rine, 2001; Abbildung 13A) dient. Abbildung 11A zeigt die deutliche 

Erkennung des ICREERG20 durch das Ino2/Ino4- Heterodimer. 

 

 

3.2.1.6 GPD2 
 
GPD2 codiert für die NAD-abhängige Glycerin-3-phosphat Dehydrogenase, welche zur 

Aufrechterhaltung der Redoxbalance während des anaeroben Wachstums nötig ist (Ansell 

et al., 1997). In der upstream-Region des Gens findet sich neben zwei STRE-Motiven und 

Abf1- sowie Rap1-Bindestellen auch ein ICRE an Position -424/-414. Dies erscheint sinnvoll, 

da Glycerin-3-phosphat ein Vorläufer von Phospholipiden ist. Die Bindung des Heterodimers 

Ino2/Ino4 an das ICREGPD2 ist in Abbildung 11B zu sehen. 
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      1           2           3           4               1           2            3          4            1           2          3            4 

    
 A: ICREERG20                                 B: ICREGPD2                                   C: ICREVHT1 
               

Abbildung 11: Gelretardierungsexperimente zur Unter suchung der Bindung des Heterodimers 
Ino2/Ino4 an mutmaßliche ICRE-Motive aus Promotorre gionen verschiedener Gene 

Jede Spur der Experimente enthält das jeweilige markierte DNA-Fragment. Die jeweils erste Spur 
enthält keine weiteren Komponenten, die Spuren 2-4 enthalten rekonstituiertes Ino2/Ino4-Hetero-
dimer. In der jeweils dritten Spur wurde nicht markierter funktioneller Kompetitor (FBF56) im Über-
schuss zugegeben, wodurch die Bindung von Ino2/Ino4 an das markierte Fragment weitgehend 
aufgehoben wird. Spur 4 enthält nicht markierten, aber nicht-funktionellen Kompetitor (FBF-CG) 
ebenfalls im Überschuss; hier erfolgt wiederum eine Bindung von Ino2/Ino4 an die markierten ICREs. 
 
 

3.2.1.7 VHT1 
 
VHT1 codiert für den Biotin (Vitamin H)-Transporter (Stolz et al., 1999) und ist als IC-reguliert 

beschrieben worden (Santiago und Mamoun, 2003). Die Biosynthese von Fettsäuren 

wiederum wird gestartet durch eine Biotin-abhängige Carboxylierung von Acetyl-CoA durch 

ACC1, dessen Transkription durch ein ICRE reguliert wird (Hasslacher et al., 1993). Eine 

Coregulation der beiden Gene wäre daher sinnvoll. Der Promotor von VHT1 enthält neben 

einem GCRE, Bindestellen der pleiotropen Transkriptionsfaktoren Abf1 und Reb1 sowie 

einem Biotin-sensitiven UAS-Element (Pirner und Stolz, 2006) auch ein ICRE an Position 

-417/-407, welches in vitro vom Ino2/Ino4-Heterodimer gut erkannt wird (Abbildung 11C). 

 
 

3.2.1.8 URA8 
 
Die Biosynthese von Phospholipiden erfordert CTP als aktivierenden Cofaktor. Die Synthese 

dieses Faktors kann durch zwei Isoenzyme erfolgen, URA7 und URA8. Da nur die Promotor-

sequenz von URA8, jedoch nicht die von URA7 ein ICRE aufweist, kann angenommen 

werden, dass URA8 allein für das spezifische Enzym zur Bereitstellung von CTP während 

der Phospholipidbiosynthese codiert. Obwohl das ICRE von URA8 keine E-Box (CANNTG) 

enthält, erwies sich diese Sequenzvariante dennoch als funktionelles UAS-Motiv (Schüller et 

al., 1995). Abbildung 12 zeigt eine Bindung des Ino2/Ino4-Heterodimers an das ICREURA8, 

auch wenn diese deutlich schwächer ausfällt als bei den anderen getesteten ICRE-

Varianten. 
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Abbildung 12: Gelretardierungsexperiment zur Unters uchung 
der Bindung des Ino2/Ino4-Heterodimers an das ICRE URA8 

Jede Spur des Experiments enthält das markierte DNA-Fragment. 
Spur 1 enthält keine weiteren Komponenten, die Spuren 2-4 
enthalten rekonstituiertes Ino2/Ino4-Heterodimer. In Spur 3 wurde 
nicht markierter funktioneller Kompetitor (FBF56) im Überschuss 

zugegeben. Spur 4 enthält nicht markierten, nicht-funktionellen Kompetitor (FBF-CG) ebenfalls im 
Überschuss; hier erfolgt wiederum eine Bindung von Ino2/Ino4 an das markierte ICRE. 
 
 
 

3.2.2 Expression ICRE-haltiger Reportergenfusionen 

 
Die soweit dokumentierten in vitro-Ergebnisse zur Ino2/Ino4-Bindung an diverse Promotor-

regionen sollten nun durch in vivo-Genexpressionsexperimente überprüft werden. Hierzu 

wurde das lacZ-Gen unter die Kontrolle der natürlichen hier beschriebenen Promotoren 

gestellt und die Aktivität der β-Galaktosidase bei An- bzw. Abwesenheit von Inositol und 

Cholin in verschiedenen regulatorischen Mutanten (∆ino2, ∆ino4 bzw. ∆opi1) gegenüber 

dem Wildtyp getestet. Es  konnte gezeigt werden, dass alle hier beschriebenen Promotoren 

eine mehr oder weniger starke IC-abhängige Transkription eines unter ihrer Kontrolle 

stehenden Gens vermitteln können (Tabelle 3). Zusätzlich zu den Promotorsequenzen mit 

ICRE wurden die upstream-Regionen von URA7 und OLE1 untersucht, die kein ICRE 

aufweisen. 

Wie Tabelle 3 zu entnehmen ist, zeigt die FAR8-lacZ Fusion im regulatorischen Wildtyp unter 

dereprimierenden Bedingungen (D) eine 5,3-fach erhöhte β-Galaktosidase-Aktivität im 

Vergleich zum reprimierten Zustand (R), was einer zwar schwachen, aber deutlichen Regula-

tion des Gens durch IC entspricht. Die Abwesenheit der Aktivatoren Ino2 bzw. Ino4 führte zu 

einer Abnahme der lacZ-Expression auf 19% der maximalen Expression, welche in der 

∆opi1-Deletionsmutante erreicht wurde. Die gemessenen β-Galaktosidase Aktivitäten 

zeigen, dass FAR8 wohl ein nur gering exprimiertes Gen ist. Das Verhältnis der maximalen 

Expression in der ∆opi1-Mutante gegenüber der minimalen Expression in der ∆ino4-Mutante 

ist in Abbildung 13B grafisch dargestellt. 

Für RSF1 wird im Wildtyp ein Derepressionsfaktor (D/R) von 3,2 erreicht, die Abhängigkeit 

der Expression vom IC-Regulationssystem wird jedoch im Vergleich der regulatorischen 

Mutanten deutlich: die ∆ino4-Mutante erreicht gerade 6% des Niveaus der ∆opi1-Mutante. 

YEL073C erwies sich mit einem Derepressionsfaktor von 13 im Wildtyp als deutlich IC-

reguliert, was auch im Vergleich der regulatorischen Mutanten zu beobachten war. Die 

Expression des Reportergens betrug in der ∆ino4-Mutante nur 2% des Niveaus in der ∆opi1-

Mutante. 

 

   1             2           3           4  
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Tabelle 3: Expression von lacZ -Fusionsgenen unter Kontrolle ICRE-tragender Promot oren im 
Wildtyp und in regulatorischen Mutanten 

Die S. cerevisiae-Stämme JS91.15-23 (regulatorischer Wildtyp), SS92.3-1 (∆ino2), JS91.15-9 (∆ino4) 
und MBY1 (∆opi1) wurden mit den jeweiligen Reporterplasmiden  transformiert und unter reprimie-
renden (R, 200 µM Inositol + 2 mM Cholin) bzw. dereprimierenden Bedingungen (D, 5 µM Inositol + 
5 µM Cholin) angezogen. Die spezifische β-Galaktosidase-Aktivität ist angegeben als nmol oNPG 
hydrolysiert pro mg Protein pro min (U/mg) 
 

 
Spezifische ββββ-Galaktosidase-Aktivität (U/mg Protein)  

 
Wildtyp  

 
∆ino2   

 
∆ino4   

 
∆opi1  

 
Genfusion  

R D 
 

R D 
 

R D 
 

R D 

FAR8-lacZ 
 

4 21 
 

3 4 
 

3 4 
 

22 21 

RSF1-lacZ 
 

20 63 
 

13 10 
 

9 8 
 

220 180 

YEL073C-lacZ 
 

2 26 
 

2 2 
 

2 2 
 

105 115 

ARG4-lacZ 
 

545 730 
 

410 430 
 

310 260 
 

730 830 

ERG20-lacZ 
 

120 150 
 

88 82 
 

98 92 
 

155 160 

GPD2-lacZ 
 

285 420 
 

205 215 
 

175 200 
 

355 345 

VHT1-lacZ 
 

615 895 
 

580 495 
 

600 570 
 

905 840 

URA8-lacZ 
 

7 15 
 

4 5 
 

3 4 
 

17 19 

URA7-lacZ 
 

55 59 
 

48 63 
 

50 70 
 

71 64 

OLE1-lacZ 
 

1020 1180 
 

1240 1120 
 

1085 1235 
 

1250 1280 

INO1-lacZ 
 

10 520 
 

10 8 
 

9 7 
 

620 590 

 
 

ARG4 zeigte im Wildtyp kaum Einflüsse von IC auf die Expression des Reportergens (D/R = 

1,3), im Vergleich der regulatorischen Mutanten wird eine ICRE-Abhängigkeit der Expression 

deutlicher. Das Expressionsniveau in der ∆ino2-Mutante fiel auf 51%, in der ∆ino4-Mutante 

auf 31% des in der ∆opi1-Mutante gemessenen Niveaus. 

Auch ERG20 erwies sich als im Wildtyp nur schwach IC-reguliert (D/R = 1,2), während die 

Aktivierung in der ∆ino4-Mutante im Vergleich zur ∆opi1-Mutante auf  58% zurückging. 

Die Aktivierung der VHT1 Expression erwies sich als vergleichbar gering mit einem Dere-

pressionsfaktor von 1,5 bei einem Expressionsrückgang auf 68% in der ∆ino4-Mutante im 
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Vergleich zur ∆opi1-Mutante. Dieser Befund spricht für die dominierende Bedeutung des 

Biotin-abhängigen BRE-Motivs (-266/-247) bei der VHT1-Genaktivierung (Pirner und Stolz, 

2006). 

Die ICRE-Abhängigkeit der URA8-Expression ist mit einem Derepressionsfaktor von 2,1 

etwas höher, auch erreicht das Expressionsniveau in der ∆ino4-Mutante nur 21% des in der 

∆opi1-Mutante gemessenen Wertes. Dieser Befund belegt, dass das ICREURA8 trotz der 

Abweichungen von der Konsensussequenz ein IC-reguliertes Element ist und somit tatsäch-

lich für die CTP-Bereitstellung während der Phospholipidbiosynthese verantwortlich sein 

könnte, anders als URA7, dessen Promotorsequenz sich als IC-unabhängig erwies (Dere-

pressionsfaktor im Wildtyp = 1; verbleibende Aktivierung in der ∆ino4-Mutante 91% des 

Wertes der ∆opi1-Mutante). 

OLE1 codiert für eine Fettsäure Desaturase. Die in silico-Recherchen ergaben, dass die 

Promotorregion dieses Gens, anders als die der Fettsäure Synthase Gene FAS1 und FAS2, 

keine ICRE-Sequenz aufweist. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestätigten die Ver-

mutung, dass hier keine IC-abhängige Regulation der Transkription vorliegt. Das Verhältnis 

der Werte zwischen dereprimierenden und reprimierenden Bedingungen im Wildtyp lag bei 

einem Faktor von 1,1, die Aktivität bei Abwesenheit des Transkriptionsfaktors Ino4 betrug 

96% der Aktivität bei Abwesenheit der Repressors Opi1. 

Zum Vergleich wurde INO1, das am stärksten durch IC regulierte Strukturgen, in die Experi-

mente mit einbezogen. Wie die in Tabelle 3 dargestellten Werte zeigen, lag der Derepres-

sionsfaktor bei 52, der Vergleich zwischen ∆ino4- und ∆opi1-Mutante belegt einen Aktivie-

rungsrückgang auf nur 1,2% des Maximalwertes (Abbildung 13B). 

 

Um den Einfluß der jeweiligen ICRE-Varianten ohne den umgebenden natürlichen Promotor 

zu überprüfen, wurden diese jeweils mit einem identischen Basalpromotor kombiniert. Hierzu 

wurden synthetisch hergestellte DNA-Fragmente in die upstream-Region eines ∆UAS-CYC1-

lacZ-Reportergens inseriert. Die sich ergebenden Werte der β-Galaktosidase-Aktivitäten im 

Wildtyp JS91.15-23 sind in Tabelle 4 dargestellt. Es konnte deutlich gezeigt werden, dass die 

ICRE-Varianten aus den upstream-Regionen der Gene FAR8/RSF1, YEL073C, ARG4, 

ERG20, GPD2, VHT1, URA8 und INO1 in der Lage sind, eine regulierte Aktivierung auf 

einen heterologen Promotor zu übertragen. Wurden die Konstrukte in ∆ino2- oder ∆ino4-

Mutanten getestet, war keine Aktivierung des Reportergens zu beobachten, während in der 

Repressor-defekten ∆opi1-Mutante eine konstitutiv hohe Expression zu beobachten war 

(Daten nicht gezeigt). Der Vergleich der ICRE-Motive des INO1-Promotors bestätigte 

ICRE4INO1 als schwaches UAS-Element; die gemessene β-Galaktosidase-Aktivität betrug 

lediglich 12-20% der Aktivität, die durch die anderen ICREINO1-Motive vermittelt wurde. 
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Balken: Aktivierung der Transkription in %, wobei die Werte 
              der ∆opi1-Mutante gleich 100% gesetzt wurden

Werte: Absolutwerte der ß-Galaktosidase-Aktivität (U/mg Protein)
            unter dereprimierenden Bedingungen
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Abbildung 13: Promotorregionen und korrespondierend e ββββ-Galaktosidase-Aktivitäten 
untersuchter Gene 

A) Bindestellen regulatorischer Faktoren in den Pro motorregionen der untersuchten Gene. 
B) Vergleich der ββββ-Galaktosidase-Aktivität in der ∆opi1 - gegenüber der in der ∆ino4 -Mutante 
unter dereprimierenden Bedingungen.  

Die Balken stellen die relative Aktivierung des Reportergens in der ∆opi1-Mutante im Vergleich zur 
∆ino4-Mutante dar, wobei die Aktivierungswerte der ∆opi1-Mutante für das jeweilige 
Reportergenkonstrukt gleich 100% gesetzt wurden. Die Zahlen geben die gemessenen Absolutwerte 
wider (vgl. Tabelle 3). 

A) B) 
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Tabelle 4: Regulierte Expression von CYC1-lacZ -Fusionsgenen, aktiviert durch synthetische 
Minimalpromotoren mit verschiedenen ICRE-Varianten 

Der regulatorische Wildtyp-Stamm JS91.15-23 wurde mit Reporterplasmiden, welche die angege-
benen Konstrukte tragen, transformiert und unter reprimierenden (R, 200 µM Inositol + 2 mM Cholin) 
bzw. dereprimierenden (D, 5 µM Inositol + 5 µM Cholin) Bedingungen kultiviert. Die spezifische β-
Galaktosidase-Aktivität ist angegeben in nmol oNPG hydrolysiert pro min pro mg Protein. 
 

Spez. ββββ-Galaktosidase-Aktivität 

im Wildtyp JS91.15-23 

ICRE-Variante Sequenz 

R D 

ICREFAR8/RSF1 TCTTCACATGC 20 630 

ICREYEL073C ATTTCACATGC 30 570 

ICREARG4 TTTTCACATGT 25 450 

ICREERG20 TTTTCACATGT 25 450 

ICREGPD2 CCTTCACATGA 30 410 

ICREVHT1 CTTTCACATGG 25 380 

ICREURA8 TCTTCACATTC 20 370 

ICRE1INO1 AATTCACATGG 25 510 

ICRE2INO1 TTTTCACATGC 30 650 

ICRE3INO1 ATTTCACATTC 30 390 

ICRE4INO1 TCATCATATGC 15 80 

∆UAS  15 15 
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3.3 Funktionelle Analyse INO2- und INO4-verwandter Gene in der 
Hefe Candida albicans   

 
 
Candida albicans hat als potentiell pathogene Hefe innerhalb der Ordnung der 

Saccharomycetales eine große klinische Bedeutung. Bei immungeschwächten Menschen 

kann der als Hautkommensale vorkommende, für gesunde Menschen weitgehend 

ungefährliche Organismus zunächst die Schleimhäute befallen, nachfolgend systemische 

Erkrankungen auslösen und somit eine zusätzliche Gefährdung des Patienten darstellen.  

Die Ergebnisse der Forschungen im Bereich der Genregulation bei der Bäckerhefe 

Saccharomyces cerevisiae gelten nicht zwingend auch für C. albicans. Um jedoch neue 

klinisch einsetzbare Antimykotika und wirksame Strategien gegen einen Befall mit C. albi-

cans zu entwickeln, ist eine genaue Kenntnis dieses potentiell pathogenen Organismus 

unumgänglich.  

Ähnlich wie S. cerevisiae ist auch C. albicans in der Lage, Fettsäuren, Inositol und Cholin de 

novo zu synthetisieren und verfügt hierzu über die Gene CaFAS1, CaFAS2 und CaCHO1 

(Zhao und Cihlar, 1994; Southard und Cihlar, 1995). Bereits 1991 beschrieben Klig et al. die 

Komplementation eines Defektes der Inositol-1-phosphat Synthase (ino1 Mutante) in 

S. cerevisiae durch das orthologe Gen aus C. albicans (CaINO1). Ähnlich wie INO1 wird 

auch CaINO1 durch Phospholipid-Vorstufen im Medium reprimiert. Heyken et al. 

beschrieben 2003, dass die Expression eines C. albicans Gens mit Ähnlichkeit zum OPI1 

Repressorgen (CaOPI1) in S. cerevisiae eine Wiederherstellung der IC-Regulation durch die 

Komplementation einer opi1-Mutation herbeiführt. Unter Verwendung der Rohdaten des 

C. albicans Genomprojekts (inzwischen veröffentlicht von Jones et al., 2004) konnte Dietz 

(2001) in silico zwei Proteine identifizieren, die den Transkriptionsfaktoren Ino2 und Ino4 

ähneln. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob und in wie weit Erkenntnisse zur 

Regulation der Phospholipidbiosynthese durch INO2 und INO4 bei S. cereviseae auf die 

Situation in C. albicans übertragen werden können. 

 

3.3.1 Identifikation des CaINO4-Gens 
 

Durch eine in silico-Analyse mit Hilfe des Suchalgorithmus „Blast“ in der Candida albicans-

Datenbank der Universität von Stanford ist es Martin Dietz im Rahmen seiner Promotions-

arbeit (Dietz, 2001) gelungen, ein Gen im Contig 6-1819 (6342 bp, Stanford DNA Sequen-

cing and Technology Center; nach neuester Datenbank im Contig 19-20076, Position 97952-

98428) zu identifizieren, das einen hohen Grad der Konservierung zur Aminosäuresequenz 
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des ScINO4-Gens aufwies. Dietz vermutete, dass die DNA-Sequenz des mutmaßlichen 

Gens ein Intron enthält, ohne allerdings dessen exakte 5´- und 3´-Spleissstellen angeben zu 

können. Im Unterschied zu S. cerevisiae lautet die Sequenz der Verzweigungsstelle dieses 

Introns in C. albicans jedoch TACTGAC (bei S. cerevisiae üblich: TACTAAC). Aufgrund 

dieser Abweichung war nicht davon auszugehen, dass eine heterologe Expression des 

CaINO4-Gens in S. cerevisiae zu einer korrekt gespleissten mRNA bzw. zu einem funktio-

nellen Protein führt. Diese Abweichung erforderte bei der Klonierung die Verwendung einer 

intronfreien cDNA als Matrize einer PCR-Amplifikation des Gens. Eine solche cDNA kann 

durch eine RT-PCR-Reaktion mit der gespleißten mRNA des Gens als Matrize erhalten 

werden. 

Weiterhin weist Dietz auf ein CUG-Codon an Position 79 des vermuteten CaINO4 Gens hin. 

Durch die in C. albicans gegenüber anderen Organismen etwas abweichende Codon-

Interpretation im Rahmen der Translation würde dieses Codon bei einer rekombinanten 

Expression des Gens in E. coli oder S. cereviseae zu einem Einbau der Aminosäure Leucin 

führen, während natürlicherweise in C. albicans ein Serin in die Aminosäurekette eingesetzt 

wird (Santos et al., 1995). 

Gene bzw. Mutationen der Hefe C. albicans werden im nachfolgenden Text einheitlich mit 

dem Präfix „Ca“ versehen (z. B. CaINO4), während Gene bzw. Mutationen in S. cerevisiae 

ohne einen Vorsatz bezeichnet werden (z. B. INO4, nicht ScINO4). 

 

3.3.2 Gewinnung der intronfreien mRNA des CaINO4-Gens 
 

Zur Gewinnung der Gesamt-RNA wurde der C. albicans-Stamm SBUG544 verwendet (Wild-

isolat, zur Verfügung gestellt von Prof. F. Schauer, Institut für Mikrobiologie der Universität 

Greifswald; Heyken et al., 2003), der zunächst in einem YEPD-Vollmedium angezogen und 

als Übernacht-Kultur geerntet worden war. Leider gelang es nicht, mit Hilfe der daraus prä-

parierten RNA eine intronfreie cDNA-Cassette zu isolieren, denn die erhaltene RNA erwies 

sich als DNA-kontaminiert. Da die Gene INO2 und INO4 aus S. cerevisiae positiv autoregu-

liert sind und in Abwesenheit von IC verstärkt exprimiert werden (Schüller et al., 1992b), 

wurden die Zellen anschließend in synthetischem Medium unter Inositol/Cholin-Mangelbedin-

gungen kultiviert und nach der Zellernte zur RNA-Isolierung verwendet. Dieser Vorgehens-

weise lag der Gedanke einer funktionellen Konservierung der INO-Regulatoren von S. cere-

visiae und C. albicans zu Grunde, so dass eine höhere Konzentration der CaINO4-mRNA in 

C. albicans Zellen nach Anzucht unter Mangelbedingungen erwartet werden konnte. 

Nach Zellaufschluss mit Glasperlen erfolgte die Reinigung der mRNA mit dem „High Pure 

RNA Isolation Kit“ der Firma Roche (Mannheim), wobei das 1,5-fache Volumen der empfoh-
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lenen Menge an DNase-Lösung eingesetzt wurde. Die DNase-Inkubation erfolgte sowohl bei 

Raumtemperatur als auch bei 37°C für jeweils 60 min . 

Von beiden Ansätzen wurde die Reverse Transkriptase-Reaktion (RT) vorab mit dem den 

Poly-A-Schwanz bindenden Primer OTAP unter Verwendung des „Expand Reverse Trans-

kriptase“-Kit der Firma Roche durchgeführt. Eine Gelkontrolle dokumentierte einen lang-

gezogenen Schmier, aber keine distinkten Banden (nicht gezeigt). In der Folge wurde diese 

heterogene DNA mit Hilfe verschiedener Primerkombinationen zur PCR-Amplifikation des 

CaINO4-Gens eingesetzt. Zu einer erfolgreichen Amplifikation von etwa 650 bp großen 

Fragmenten führte der Einsatz der Primer „CaINO4 5´ vor Start“ mit „OTAP“ (nicht 

dargestellt; vgl. das Schema in (Abbildung 14). 

 

 

          
 
 
 

 

Abbildung 14: RT-PCR zur Gewinnung  intronfreier cD NA des CaINO4-Gens 

Gezeigt sind PCR-Fragmente nach dem Einsatz einer Matrize aus revers transkribierter mRNA, die 
mit unterschiedlichen Primer-Kombinationen amplifiziert wurden. Die verwendeten RNA-Präparationen 
unterschieden sich hinsichtlich der Temperatur der DNase-Inkubation (Raumt., Raumtemperatur bzw. 
37°C). Ein Längenstandard ist in Spur 5 gezeigt. 
 
 
 

Zur weiteren Verkürzung der DNA auf den für CaINO4 codierenden Bereich wurden diese 

Fragmente wiederum als Matrize für weitere PCRs eingesetzt (Spuren 1-4 in Abbildung 14). 

Der Primer „CaINO4 3´ Stop+“ (P4) bindet die Matrize inklusive des Stopcodons „down-

stream“ zum codierenden Bereich des Gens, der Primer „CaINO4 3´-Stop“ (P3) bindet inklu-

sive des Stopcodons innerhalb des codierendes Bereichs. Entsprechend verhält es sich mit 

den 5´-Primern: „CaINO4 5´vor Start“ (P1) bindet 20 bp „upstream“ zum Startcodon, der 

Primer „CaINO4 5´Start“ (P2) erkennt den Beginn des Leserahmens inklusive des Start-

Spur Matrize 5´-Primer Primerkürzel  3-Primer Primerkürzel  

1 cDNA, 
Raumt. 

CaINO4 5´ vor Start P1 CaINO4 3´ Stop+ P4 

2 cDNA, 37°C CaINO4 5´ vor Start P1 CaINO4 3´ Stop+  P4 

3 cDNA, 
Raumt. 

CaINO4 5´ Start P2 CaINO4 3´ -Stop P3 

4 cDNA, 37°C CaINO4 5´ Start P2 CaINO4 3´ -Stop P3 

1     2     3     4     5 

600 bp 
500 bp 
 
400 bp 
 
300 bp 
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codons. Wie in Abbildung 14 dargestellt, waren aufgrund der Primerbindestellen in den 

Ansätzen 3 und 4 kürzere Fragmente zu erwarten als in den Spuren 1 und 2. Da sich in Spur 

3 noch weitere Banden erkennen ließen, wurde hier eine Gelextraktion der gesuchten DNA-

Bande angeschlossen. Restriktionsanalysen der PCR-Fragmente der Spuren 3 und 4 mit 

den Restriktionsenzymen EcoRI bzw. ClaI deuteten darauf hin, dass es sich bei den vorlie-

genden Fragmenten um das intronfreie CaINO4-Gen handeln könnte (nicht gezeigt). 

Beide Fragmente wurden daraufhin jeweils in den Vektor pCR®TOPO 2.1 (Invitrogen) ligiert 

und in den E. coli-Stamm DH5α transformiert. Restriktionsanalysen mit der Plasmid-DNA der 

erhaltenen Transformanten zeigte, dass das Plasmid pJH32 die gewünschte Insertion trägt. 

Diese Vermutung wurde durch anschließende DNA-Sequenzierung bestätigt. 

 
 
 

3.3.3 Identifikation des Introns im CaINO4-Gen 
 

Martin Dietz vermutete, dass sich das von ihm postulierte Intron des CaINO4-Gens über die 

Basenpaare 145-216 bezogen auf das intronhaltige Gen erstreckt. Durch die im Rahmen 

dieser Arbeit durchgeführten Experimente konnte gezeigt werden, dass die Intronlänge sich 

nur geringfügig von dieser Vermutung unterscheidet. 

Die jeweils obere Zeile der Blöcke in der Abbildung 15 zeigt die chromosomale DNA-

Sequenz, in der mittleren Zeile ist das von Martin Dietz vorgeschlagene Intron hell dargestellt 

und in der unteren Zeile ist das in dieser Arbeit identifizierte Intron hervorgehoben. 

Das durch DNA-Sequenzierung identifizierte Intron beginnt 12 Nukleotide früher als von M. 

Dietz angenommen, es erstreckt sich über die Basenpaare 133-216, bezogen auf das intron-

haltige Gen. Durch diese Erkenntnisse konnte die Größe des intronfreien Gens auf 393 

Basenpaare festgelegt werden; daraus ergibt sich für das CaIno4-Protein somit eine Länge 

von 130 Aminosäuren, damit ist es 21 Aminosäuren kürzer als Ino4 aus S. cerevisiae. In 

Abbildung 16 ist der intronfreie Leserahmen des CaINO4 sowie die Aminosäuresequenz 

nach der Translation der reifen mRNA dargestellt.  

Ein Vergleich der Aminosäuresequenzen von Ino4 und CaIno4 zeigt, daß sich die einzige in 

den Proteinen vorhandene Funktionsdomäne, die bHLH-Region, relativ gut konserviert 

vorliegt, während sich die N-terminal und vor allem die C-terminal anschliessenden Bereiche 

in deutlich höherem Maße unterscheiden (Abbildung 17).  
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Intronlage im CaINO4-Gen 
 
Chrom. DNA 1   ATGTCGTCCG ATAGTAATTC ACCAGAAACA ACAACAATAT CTGAACAAAA  50 
M. Dietz   1   ATGTCGTCCG ATAGTAATTC ACCAGAAACA ACAACAATAT CTGAACAAAA  50 
J. Hoppen  1   ATGTCGTCCG ATAGTAATTC ACCAGAAACA ACAACAATAT CTGAACAAAA  50 
 
51  TACAACTACA AATGAAACAG GAACTGGAAA ACAAGGCAGG AAAAAGACAA AGTCGTCCGT 110 
51  TACAACTACA AATGAAACAG GAACTGGAAA ACAAGGCAGG AAAAAGACAA AGTCGTCCGT 110 
51  TACAACTACA AATGAAACAG GAACTGGAAA ACAAGGCAGG AAAAAGACAA AGTCGTCCGT 110 
 
111 TTTATCAGAT GAACAAAAGA AGGTATGTAT ACAGTCAAGC TGATTGATTT TGCCTCTACA 170 
111 TTTATCAGAT GAACAAAAGA AGGTATGTAT ACAGTCAAGC TGATTGATTT TGCCTCTACA 170 
111 TTTATCAGAT GAACAAAAGA AGGTATGTAT ACAGTCAAGC TGATTGATTT TGCCTCTACA 170 
 
171 ATATGTTGTT TGGTTTTGTT TCGTTACTGA CAATTGTTAC ATCTAGGCCC ACCATATCGC 230  
171 ATATGTTGTT TGGTTTTGTT TCGTTACTGA CAATTGTTAC ATCTAGGCCC ACCATATCGC 230  
171 ATATGTTGTT TGGTTTTGTT TCGTTACTGA CAATTGTTAC ATCTAGGCCC ACCATATCGC 230  
 
231 TTCAGAACAG AAAAGAAGAG AAAATATCCG TGCTGAATTC GACAAAATAG TATCTTTGAC 290  
231 TTCAGAACAG AAAAGAAGAG AAAATATCCG TGCTGAATTC GACAAAATAG TATCTTTGAC 290  
231 TTCAGAACAG AAAAGAAGAG AAAATATCCG TGCTGAATTC GACAAAATAG TATCTTTGAC 290  
 
291 TCCTAATTTA AACGAGCTGG AAAATCGATC AGAATTAAAT ATATTAACCA AAAGTGCTGA 350  
291 TCCTAATTTA AACGAGCTGG AAAATCGATC AGAATTAAAT ATATTAACCA AAAGTGCTGA 350  
291 TCCTAATTTA AACGAGCTGG AAAATCGATC AGAATTAAAT ATATTAACCA AAAGTGCTGA 350  
 
351 CTATATTGAC GAGTTGAGAG CAGAGAATAT TAAATTGATT GAAATATGTC GTCAGAAAGG 410  
351 CTATATTGAC GAGTTGAGAG CAGAGAATAT TAAATTGATT GAAATATGTC GTCAGAAAGG 410  
351 CTATATTGAC GAGTTGAGAG CAGAGAATAT TAAATTGATT GAAATATGTC GTCAGAAAGG 410  
 
411 TATTAGCATA CCACCTGAGT TAATATATTC GGGACCAAAA AACGATGGTA GTGATATCGC 480  
411 TATTAGCATA CCACCTGAGT TAATATATTC GGGACCAAAA AACGATGGTA GTGATATCGC 480  
411 TATTAGCATA CCACCTGAGT TAATATATTC GGGACCAAAA AACGATGGTA GTGATATCGC 480  
 
481 AAAATAA                                                           487 
481 AAAATAA                                                           487 
481 AAAATAA                                                           487 
 
 

Abbildung 15: Lage des von M. Dietz postulierten un d des im Rahmen dieser Arbeit identifizier-
ten Introns im Vergleich zueinander und zur chromos omalen DNA 

Die jeweils obere Zeile eines Blocks gibt die chromosomale Sequenz des CaINO4 Gens mit Intron an, 
die in den mittleren Zeilen grau kursiv dargestellten Sequenzen zeigen das von Martin Dietz postu-
lierte Intron, die in der jeweils unteren Zeile hell kursiv dargestellten Bereiche verdeutlichen die im 
Rahmen dieser Arbeit nachgeweisene Intronsequenz. 
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    ATGTCGTCCGATAGTAATTCACCAGAAACAACAACAATATCTGAACAAAATACAACTACA 
 1  ---------+---------+---------+---------+------- --+---------+   60 
    TACAGCAGGCTATCATTAAGTGGTCTTTGTTGTTGTTATAGACTTGTTTTATGTTGATGT 
 1  M  S  S  D  S  N  S  P  E  T  T  T  I  S  E  Q  N  T  T  T     20 
 
    AATGAAACAGGAACTGGAAAACAAGGCAGGAAAAAGACAAAGTCGTCCGTTTTATCAGAT 
61  ---------+---------+---------+---------+------- --+---------+  120 
    TTACTTTGTCCTTGACCTTTTGTTCCGTCCTTTTTCTGTTTCAGCAGGCAAAATAGTCTA 
21  N  E  T  G  T  G  K  Q  G  R  K  K  T  K  S  S  V  L  S  D     40 
 
    GAACAAAAGAA GGCCCACCATATCGCTTCAGAACAGAAAAGAAGAGAAAATATCCGTGCT 

     101  ---------+- --------+---------+---------+---------+---------+  18 0 
    CTTGTTTTCTT CCGGGTGGTATAGCGAAGTCTTGTCTTTTCTTCTCTTTTATAGGCACGA 
35  E  Q  K  K  A  H  H  I  A  S  E  Q  K  R  R  E  N  I  R  A     60 
 
    GAATTCGACAAAATAGTATCTTTGACTCCTAATTTAAACGAGCTGGAAAATCGATCAGAA 

     181  ---------+---------+---------+---------+- --------+---------+  240 
    CTTAAGCTGTTTTATCATAGAAACTGAGGATTAAATTTGCTCGACCTTTTAGCTAGTCTT 
61  E  F  D  K  I  V  S  L  T  P  N  L  N  E  L  E  N  R  S  E     80 
 
    TTAAATATATTAACCAAAAGTGCTGACTATATTGACGAGTTGAGAGCAGAGAATATTAAA 

     241  ---------+---------+---------+---------+- --------+---------+  300 
    AATTTATATAATTGGTTTTCACGACTGATATAACTGCTCAACTCTCGTCTCTTATAATTT 
81  L  N  I  L  T  K  S  A  D  Y  I  D  E  L  R  A  E  N  I  K    100 
     
    TTGATTGAAATATGTCGTCAGAAAGGTATTAGCATACCACCTGAGTTAATATATTCGGGA 
301 ---------+---------+---------+---------+------- --+---------+  360 
    AACTAACTTTATACAGCAGTCTTTCCATAATCGTATGGTGGACTCAATTATATAAGCCCT 
101 L  I  E  I  C  R  Q  K  G  I  S  I  P  P  E  L  I Y  S  G   - 120 
 
    CCAAAAAACGATGGTAGTGATATCGCAAAATAA 
361 ---------+---------+---------+---  393 
    GGTTTTTTGCTACCATCACTATAGCGTTTTATT 
121 P  K  N  D  G  S  D  I  A  K  *    130 

 

Abbildung 16: DNA-Sequenz des intronfreien CaINO4 Gens und Aminosäuresequenz nach 
Translation der DNA  

Fett und kursiv: Intron-Insertionsstelle; Fett: Leucin75, wird in C. albicans aufgrund abweichender 
Codoninterpretation als Serin translatiert 
 
 
 
 
 
    
 
    
 
 
 
 
   
 

Abbildung 17: Proteinsequenzvergleich zwischen CaIn o4 und Ino4 

Die Proteinsequenzen wurden mittels des im Internet verfügbaren Tools TCoffee Parser 
(http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/tcoffee_parser) verglichen; die farbige Hinterlegung gleicher 
(schwarz) und ähnlicher (grau) Aminosäuren erfolgte unter Nutzung der Internetressource BOX-
SHADE unter http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html. Für CaIno4 ist die in C. albicans 
authentische Sequenz angegeben (Aminosäure Serin an Position 75, vgl. Abschnitt 3.4.1.3). 
 

                                                             b-Region 
                                                         <------------> 
CaIno4    1 MSSDSNSPETTT.. ISE QNTTTNETGTGKQGRKKTKS.SVLSDEQKKAHHI ASEQKRREN  57 
ScIno4    1 MTNDIKEIQ TIQPGLSEIKEIKG ELANVKKRKRRSKKINKLTDGQI RIN HVSSEKKRREL  60 
 
               Helix 1      Loop          Helix 2 
            <-----------><----------><------------- --> 
CaIno4   58 I RAEFDKIV SLTPNLNESENRSELNI LTKSADYI DELRAENI KLIEICRQ KGIS...... 111 
ScIno4   61 E RAI FDELVAVVPDLQPQESRSELI I YLKSLSYLSWLYERNEKLRKQIIA KHEAKTGSSS 120 
 
 
CaIno4  112 ............... IP PELIY SGPKNDGSDIAK 130 
ScIno4  121 SSDPVQEQNGNIRDLVPKELI WELGDGQSGQ... 151  
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3.3.4 Untersuchungen zur Funktion des CaINO4 Gens 
 

3.3.4.1 Herstellung eines Plasmids zur CaINO4 Expression in S. cerevisiae  
 

Um zu überprüfen, ob das CaIno4-Protein in der Lage ist, eine ino4-Mutation in S. cerevisiae 

zu komplementieren, wurde der intronfreie Leserahmen des CaINO4 Gens in einen S. cere-

visiae-Expressionsvektor inseriert. Mittels einer PCR mit den Primern  „CaINO4 5´ 1 BamHI“ 

und „CaINO4 3´ 131 HindIII“ wurden geeignete Schnittstellen für Restriktionsenzyme in die 

DNA-Sequenz eingeführt. Als Vektor diente das Multikopie-Plasmid p426MET25, welches 

ebenfalls mit BamHI und HindIII für eine Ligation vorbereitet wurde. Das entstandene 

Konstrukt pJH36 enthält neben weiteren Funktionselementen einen URA3-Selektionsmarker.  

Analog wurde das CaINO4-Gen in den Vektor p426MET25HA kloniert und so N-terminal mit 

dem HA-Epitop fusioniert, um einen Test auf Expression und Stabilität des Proteins in 

S. cerevisiae mittels kommerziell erhältlicher Anti-HA-Antikörper durchführen zu können. 

Das Produkt wurde als pJH37 bezeichnet. 

 

3.3.4.2 Test auf Stabilität des CaIno4 in S. cerevisiae   
 
Um sicherzustellen, dass das CaIno4-Protein in ausreichendem Maße in S. cerevisiae pro-

duziert werden kann, wurde der S. cerevisiae-Stamm JS91.15-23 mit dem Plasmid pJH37 

(MET25-HA3-CaINO4) transformiert. Eine Anzucht in SCD-Ura-Flüssigmedium wurde bei 

einer geeigneten Zelldichte geerntet und der Rohextrakt in einer SDS-PAGE aufgetrennt. Mit 

anschließendem Western-Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran und einer 

Antikörperdetektion war es möglich, das HA3-CaIno4-Protein nachzuweisen und somit die 

Expression und Stabilität des Proteins in S. cerevisiae zu bestätigen (Abbildung 18). 

 
 

 
 

Abbildung 18: Antikörpernachweis von HA 3-CaIno4 in S. cerevisiae   

Dargestellt ist die Bande des HA3-CaIno4 Fusionsproteins nach einem Western-Blot und 
der Detektion mit HA3-spezifischen Antikörpern zum Nachweis der Stabilität des Proteins 
nach der Expression in S. cerevisiae  
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3.3.4.3 Test auf Komplementation einer ∆ino4 -Mutation in S. cerevisiae  durch 
das heterologe Gen CaINO4 

 
Der Hefestamm JS91.15-9 (∆ino4::LEU2) wurde mit dem Plasmid pJH36 (MET25-CaINO4 

URA3) transformiert. Als Positivkontrolle wurde eine parallele Transformation des Stammes 

mit dem Plasmid pJH4 (MET25-HA3-GST-INO4 URA3) durchgeführt. Von den erhaltenen 

Transformanten wurden je 10 Kolonien auf Selektivmedium (SCD-Ura) umgestrichen und 

über Nacht bei 30°C inkubiert. Diese Kolonien wurde n mittels Samtlappen auf eine SCD-Ura 

-Ino Platte übertragen, die weder Uracil noch Inositol enthielt. Während auf der SCD-Ura-

Platte alle Kolonien wuchsen, konnten auf dem SCD-Ura-Ino-Medium nur noch 

Transformanten mit dem INO4 Gen wachsen (vgl. Abbildung 19). Demnach ist das CaINO4 

Gen nicht in der Lage, die ino4-Nullmutation zu komplementieren. Ein entsprechendes 

Resultat wurde auch für das CaINO2 Gen in einer S. cerevisiae ino2 Mutante erhalten (Dietz, 

2001). 

 
 
 

  
 
 

Abbildung 19: Test auf Komplementation einer ino4 -Mutation von S. cerevisiae  durch CaINO4 

Die links gezeigte SCD-Ura Platte enthält Inositol und Cholin, so dass alle untersuchten Transforman-
ten wachsen können. Auf der rechts abgebildeten SCD-Ura-Ino Platte fehlen Inositol und Cholin; hier 
wachsen nur noch die Zellen, in denen das authentische INO4 Gen exprimiert wird (rechte Hälfte), 
nicht aber solche Zellen mit dem heterologen CaINO4 Gen (linke Hälfte). 
 
 

Es stellte sich daher die Frage, ob eine Heterodimerisierung von CaIno4 mit dem Aktivator 

Ino2 überhaupt möglich ist bzw. ob das möglicherweise entstehende Heterodimer CaIno4/ 

Ino2 in der Lage ist, die ICREs in S. cerevisiae zu binden und somit zu aktivieren. 

 
 
 
 
 
 

CaINO4      INO4 
       SCD-Ura 

CaINO4      INO4 
   SCD-Ura-Ino 
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3.3.5 Protein-Protein-Interaktionen von CaIno4 und CaIno2  
 

3.3.5.1 Konstruktion von „Two-hybrid“-Fusionsplasmi den 
 
Zur Untersuchung der Dimerisierung von CaIno2 und CaIno4 untereinander sowie mit dem 

Transkriptionsaktivator Ino2 wurde das „Two-Hybrid“-System genutzt (Fields und Song, 

1989). Es basiert auf der Möglichkeit, DNA-bindende und transkriptionsaktivierende Funk-

tionsdomänen eukaryotischer Transkriptionsfaktoren (in diesem Falle des Gal4) separat auf 

verschiedenen Plasmiden zu kodieren. Keiner dieser Domänen ist es für sich genommen 

möglich, ohne die jeweils andere Domäne eine Aktivierung der Transkription über das 

UASGAL-Motiv zu initiieren. Fusioniert man die getrennten Domänen jedoch mit Proteinen, die 

nicht-kovalent miteinander interagieren können, führt dies zu einer Wiederherstellung der 

transkriptionsstimulierenden Aktivität durch die Bildung eines Hybridaktivators, bei dem die 

Gal4-Domänen über die Interaktion der Gal4-Hybridproteine wieder in sterische Nähe zuein-

ander kommen. Diese Aktivierungsleistung lässt sich über ein UASGAL-lacZ-Reportersystem 

quantifizieren. 

Bei der Konstruktion der Gal4-Fusionsproteine war zu beachten, dass ein Vollängen-Ino2 

zwei Transkriptions-Aktivierungsdomänen trägt. Wird dieses Protein mit der Gal4DBD fusio-

niert, kommt es aufgrund der unspezifischen Aktivierung durch die Ino2-TAD zu einer maxi-

malen Expression des Reportergens, ohne dass die Interaktion mit einem weiteren Protein 

nötig wäre. 

Aufgrund einer zwischen S. cerevisiae und C. albicans differierenden Interpretation des 

Codons CUG bei der Translation (Santos et al., 1995) wurde durch eine Mutagenese des 

intronfreien CaINO4 das für die Aminosäure 75 codierende Triplett von CTG nach TCT 

geändert, um auch in S. cerevisiae ein Protein mit der für C. albicans nativen Aminosäure-

sequenz vorliegen zu haben. Im Folgenden wird das Gen mit der veränderten DNA-Sequenz 

als CaINO4Ser75 bezeichnet. Die Mutagenese wird in Abschnitt 3.4.1.4 ausführlicher 

behandelt. Sie ermöglichte vergleichende Analysen zur Bestimmung der Bedeutung dieser 

Aminosäure. 

Zur Herstellung der Fusionsproteine standen zwei Vektoren zur Verfügung, von denen einer 

die GAL4-Transkriptionsaktivierungsdomäne und der andere die GAL4-DNA-Bindedomäne, 

jeweils unter der Kontrolle des ADH1-Promotors, enthielt (James et al., 1996): 

- pGAD-C1 (ADH1PRO-GAL4TAD-ADH1TER 2µm LEU2) 
- pGBD-C1 (ADH1PRO-GAL4DBD-ADH1TER 2µm TRP1) 
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Folgende GAL4-Fusionsplasmide wurden erzeugt: 
 

- pJH38 (ADH1PRO-GAL4TAD-CaINO4-ADH1TER 2µm LEU2) 
- pJH39 (ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO4-ADH1TER 2µm TRP1) 
- pJH41 (ADH1PRO-GAL4TAD-CaINO2-ADH1TER 2µm LEU2) 
- pJH43 (ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO2bHLH-ADH1TER 2µm TRP1) 
- pJH44 (ADH1PRO-GAL4TAD-CaINO2bHLH-ADH1TER 2µm LEU2) 
- pJH89 (ADH1PRO-GAL4TAD-CaINO4Ser75-ADH1TER 2µm LEU2) 
- pJH90 (ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO4Ser75-ADH1TER 2µm TRP1) 

 
Zur Konstruktion der Plasmide pJH38, pJH39, pJH89 und pJH90 wurde das CaINO4-Gen 

durch Amplifikation mit den Primern „CaINO4 5´1 BamHI“ und „CaINO4 3´ 131 SalI“ mit 

Restriktionsschnittstellen für die Enzyme BamHI und SalI versehen und in die mit BamHI und 

SalI linearisierten Vektoren eingebracht. Die Konstruktion der Plasmide pJH43 und pJH44 

erfolgte analog mit den Primern „CaINO2 5´249 EcoRI“ und „CaINO2 3´SalI“, wodurch 

Schnittstellen für die Restriktionsenzyme EcoRI und SalI eingeführt wurden. Für die 

Erstellung des Fusionsplasmids pJH41 wurde das CaINO2-Gen mit den 

Restriktionsendonukleasen EcoRI und SalI aus dem Plasmid pMD117 freigesetzt und in den  

ebenso linearisierten Vektor pGAD-C1 inseriert. 

3.3.5.2 Untersuchung der Dimerisierung von Ino-Regu latoren aus C. albicans  
und S. cerevisiae  

 

Zur Untersuchung der Fähigkeit von CaIno4, mit anderen Transkriptionsfaktoren zu hetero-

dimerisieren, wurde der S. cerevisiae-Stamm YJOZ∆ino2 (ino2::HIS3 GAL1-lacZ) nachein-

ander mit jeweils einem GAL4DBD-Fusionskonstrukt sowie mit einem GAL4TAD-Fusionskon-

strukt transformiert. Die Anzucht der transformierten Klone erfolgte in SCD-Leu-Trp Medium 

mit 0,2% Glucose und 2% Lactat als nicht fermentierbarer C-Quelle, um die Mig1-vermittelte 

Glucoserepression des GAL1-Promotors zu vermeiden (Nehlin und Ronne, 1990). 

 

In Abbildung 20 sind alle getesteten Kombinationen und die als Folge der Aktivierung des 

UASGAL-lacZ-Reportersystems gemessenen spezifischen β-Galaktosidase-Aktivitäten darge-

stellt. Alle Messungen zeigten eindeutig, dass es analog zu den S. cerevisiae-Proteinen 

keine Homodimerisierung von CaIno2 bzw. CaIno4 gibt, jedoch eine recht starke Interaktion 

zwischen Gal4DBD-CaIno2bHLH und Gal4TAD-CaIno4Leu75 bzw. Gal4TAD-CaIno4Ser75. Dieselbe 

Folgerung ergibt sich im Falle der umgekehrten Kombinationen Gal4DBD-CaIno4Leu75 bzw. 

Gal4DBD-CaIno4Ser75 und Gal4TAD-CaIno2 bzw. Gal4TAD-CaIno2bHLH. Auffallend ist eine 

Abschwächung der Dimerisierung von Gal4DBD-CaIno4 mit Gal4TAD-CaIno2bHLH gegenüber 

dem CaIno2-Volllängenprotein. Diese verringerte Interaktion ist von den S. cerevisiae-

Proteinen analog bekannt (Schwank, 1995). 
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ββββ -Galaktosidase-Aktivität in YJOZ ∆∆∆∆ ino2 -Transformanten
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Abbildung 20: Aktivierung des UAS GAL-abhängigen Reportergens durch „Two-hybrid“-Fusions -
proteine 

Dargestellt sind die spezifischen β-Galaktosidase Aktivitäten (U/mg Protein), die mit den kombinierten 
Fusionsproteinen gemessen wurden. Die linke Spalte zeigt die Gal4DBD-Fusionskonstrukte, die zuge-
hörigen Gal4TAD-Fusionskonstrukte sind rechts davon vermerkt. 
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Es bleibt festzuhalten, dass sich das aus S. cerevisiae bekannte Interaktionsmuster 

zwischen Ino2- und Ino4-Fusionen auf C. albicans übertragen lässt und es eine eindeutige 

Interaktion dieser beiden aus C. albicans  stammenden Proteine in S. cerevisiae  gibt. Dies 

lässt den Schluß zu, dass diese Proteine auch im homologen System C. albicans miteinan-

der interagieren und vermutlich nur gemeinsam regulatorische Aufgaben in diesem Organis-

mus übernehmen.  

Hervorzuheben ist ferner, dass die durchgeführten Messungen keine Hinweise auf eine 

Dimerisierung zwischen heterologen Ino-Regulatoren (z. B. Interaktion von CaIno2 mit Ino4 

oder Ino2 mit CaIno4) ergaben. Diese Befunde erklären, weshalb die Komplementation eines 

ino Gendefektes in S. cerevisiae durch die Expression lediglich eines C. albicans-Orthologen 

nicht möglich ist. 
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3.4 Transkriptionale Aktivierung durch das Heterodi mer CaIno2/ 
CaIno4 

 
Die in Abschnitt 3.3.5.2 beschriebenen „Two-hybrid“-Ergebnisse zeigen eindeutig, dass es 

eine Dimerisierung zwischen CaIno2 und CaIno4 analog zu den von S. cerevisiae bekannten 

orthologen Proteinen gibt. Komplementation einer Deletion der entsprechenden S. cerevi-

siae-Gene durch die C. albicans-Orthologen ist nicht möglich, wenn nur ein heterologes Gen 

anwesend ist. Auch dieser Befund wird durch die erhaltenen Ergebnisse der „Two-hybrid“-

Experimente untermauert, da hier keine Kreuz-Interaktion der S. cerevisiae-Proteine mit den 

C. albicans-Proteinen nachgewiesen werden konnte. Damit galt es, die Frage zu klären, ob 

CaIno2 und CaIno4 überhaupt als Transkriptionsfaktoren des Inositol/Cholin-Stoffwechsels in 

C. albicans in Frage kommen können, wie es für die orthologen S. cerevisiae-Proteine gilt. 

 
 

3.4.1 Untersuchungen zur Proteinbindung am CaINO1-Promotor 
 

3.4.1.1 In silico -Untersuchungen des CaINO1-Promotors 
 
In S. cerevisiae wird das INO1-Gen durch das Ino2/Ino4-Heterodimer reguliert; es trägt in 

seiner Promotorregion drei starke, der Konsensussequenz WYTTCAYRTGS (Schüller et al., 

1995) entsprechende oder sehr ähnliche ICREs, die vom Ino2/Ino4-Heterodimer erkannt 

werden (Abschnitt 3.2 dieser Arbeit; Hoppen et al., 2005). Das INO1-Gen aus C. albicans 

wurde bereits 1991 isoliert (Klig et al., 1991) und besitzt eine ungewöhnlich lange Promotor-

region; der intergene „upstream“-Bereich zwischen dem CaINO1 und seinem Nachbargen 

CaCHT3 ist ca. 4,5 kbp lang. Eine in silico-Analyse dieses Bereichs ergab keinen Hinweis 

auf ein dem S. cerevisiae ICRE entsprechendes Motiv. Es fanden sich insgesamt 16 

Sequenzen, die einer E-Box entsprachen. Von diesen Motiven entsprachen lediglich drei 

Sequenzen fast einem ICRE mit der Konsensussequenz WYTTCAYRTG (Schüller et al., 

1995; E-Box fett dargestellt; Positionen -3130 - -3140, -1189 - -1199 und -1089 - -1099), 

wiesen jedoch jeweils eine Abweichung innerhalb der verbindlichen E-Box Sequenz auf 

(Tabelle 5). 
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Tabelle 5: Darstellung aller Motive im „upstream“-B ereich des CaINO1-Gens, die einem ICRE 
ähneln. 

Fett: Bestandteile einer potentiellen E-Box; Groß: mit der Konsensussequenz übereinstimmende 
Basen; klein: von der Konsensussequenz abweichende Basen 

Konsensussequenz Motiv im CaINO1-Promotor Positionen „upstream“ CaINO1 
  TggT CAaGTG a -3245 - -3255 
  gCgT CATtTG G -3187 - -3197 
  TGCA CAaATG t -3130 - -3140 
  caTT CATtTG t -3065 - -3075 
  gCTT CATtTG a -2961 - -2971 

 

  ggTa CACcTG t -2945 - -2955 
WYTT CAYRTG  S   TacT CATtTG a -2874 - -2884 
AC     CG    G      C gATtTG AAAT inv. -2595 - -2605 
TT     TA    C   AgTg CACtTG C -2478 - -2488 

  ACag CAatTG G -2423 - -2433 
  caaT CAacTG C -1317 - -1327 
  gTTg CAatTG C -1283 - -1293 
  ATTT CAAaTG a -1189 - -1199 
     t CAaATG AtcT inv. -1186 - -1196 
  ACTT CACtTG a -1089 - -1099 

 

  TTTa CAgtTG a -203  - - 213 
 

 

Das Motiv an Position -3130 - -3140 ist sehr weit vom CaINO1-Gen entfernt und wurde  

aufgrund dieser Entfernung nicht näher betrachtet. Die Sequenzen an den Positionen -1189 

bis -1199 sowie -1089 bis -1099 zeigen starke Ähnlichkeiten zur S. cerevisiae ICRE-

Konsensussequenz und wären auch aufgrund ihrer Positionen bezüglich des CaINO1 

Leserahmens noch potentielle Kandidaten für eine mögliche Transkriptionsvermittlung durch 

CaIno2/CaIno4. Gegen eine solche Bindung sprachen jedoch die Abweichungen von der 

sehr stringenten Konsensussequenz. Allerdings weichen auch die basischen Regionen der 

beteiligten Proteine aus S. cerevisiae und C. albicans in einigen Aminosäuren voneinander 

ab (Abbildung 21), was eine veränderte Sequenzerkennung bedeuten könnte. Diese 

Abweichungen treten besonders bei einem Vergleich der Ino2-Proteine hervor; so sind 

zwischen Ino2 und CaIno2 nur sieben von 16 Aminosäuren strikt konserviert, alle weiteren 

weichen in ihrer chemischen Qualität voneinander ab. Bei den Ino4-Proteinen ist die 

Konservierung deutlicher ausgeprägt. Allerdings ist zu beachten, dass die konservierten 

Aminosäuren meist zwei bis drei Positionen auseinander liegen, wodurch sie aufgrund der 

helikalen Primärstruktur einer Aminosäurekette alle auf der gleichen Seite der α-Helix 

angeordnet sind. Besonders auffällig ist eine beim Ino4 und CaIno4 konservierte Anordnung 

mehrerer basischer Aminosäuren acht Aminosäuren N-terminal zur eigentlichen b-Region. 

Diese Region findet sich auch beim CaIno2 wieder, nicht jedoch beim Ino2 (Abbildung 21, 

fett unterstrichen dargestellt). 
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Abbildung 21: Proteinsequenzvergleich zwischen den basischen Regionen von CaIno2 und 
Ino2 bzw. CaIno4 und Ino4 

Fett und unterstrichen dargestellt sind mehrere basische Aminosäuren N-terminal zur eigentlichen b-
Region.  Die Proteinsequenzen wurden mittels des im Internet verfügbaren Tools TCoffee Parser, ver-
fügbar auf der Seite http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/tcoffee_parser, verglichen. Die farbige Hinter-
legung gleicher (schwarz) und ähnlicher (grau) Aminosäuren erfolgte unter Nutzung der Internet-
resource BOXSHADE unter http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html . Die angegebene 
Sequenz des CaIno2 entspricht der im homologen Organismus (Codon CUG an Position 253, vgl. 
Abschnitt 3.4.1.3). 
 

 

Aufgrund dieser Sequenzunterschiede zwischen Ino2 und CaIno2 bzw. Ino4 und CaIno4 

konnte also eine Erkennung eines von der für S. cerevisiae geltenden ICRE-Konsensus-

sequenz abweichenden DNA-Motivs durch das Heterodimer der C. albicans-Proteine nicht 

ausgeschlossen werden.  

 

 

3.4.1.2 In vivo -Untersuchungen zur Aktivierung des CaINO1-Promotors durch 
das Heterodimer CaIno2/CaIno4 

 
 
Dr. Christian Wagner hatte eine translationale CaINO1-lacZ Fusion in einem episomalen 

URA3-Vektor konstruiert, die 19 bp des codierenden Bereiches und 1373 bp „upstream“-

Sequenz enthält. Somit stand mit dem Plasmid pCW113 ein Werkzeug zur Verfügung, den 

Einfluss des CaIno2/CaIno4-Heterodimers auf den CaINO1-Promotorbereich in vivo zu 

quantifizieren. Zur Expression der C. albicans Transkriptionsfaktoren in S. cerevisiae wurde 

einerseits das Plasmid pMD116 (MET25-CaINO2 TRP1 2µm; Dietz, 2001) herangezogen, 

zum anderen wurde das Plasmid pJH55 verwendet (MET25-CaINO4Leu75 LEU2 2µm; erhal-

ten durch Transfer der CaINO4 Cassette aus pJH36 mit BamHI und HindIII in den Expres-

sionsvektor p425-MET25; vgl. Abschnitt 3.3.4.1). Damit lagen beide C. albicans-Transkrip-

tionsfaktoren unter Kontrolle des MET25-Promotors vor. Dies sollte eine Untersuchung der 

                                                           b-Region 
                                                           <-----------> 
CaIno2  244 FVTPPNSGDESRKRNSDIESDESEEETTPTTKKRKRTSSKPLLSVEQKRLNHSHSEQKRR 303  
  Ino2   208  Y NPPPFSVPEI RIPDSDIPANIEDD..................P VKVRKWKHVQMEKI RR 249   

 
                                                           b-Region 
                                                         <-----------> 
CaIno4    1 MSSDSNSPETTT.. ISE QNTTTNETGTGKQGRKKTKS.SVLSDEQKKAHHI ASEQKRR   55 
  Ino4    1 MTNDIKEIQ TIQPGLSEIKEIKG ELANVKKRKRRSKKINKLTDGQI RIN HVSSEKKRR   58 
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Aktivierungsleistung des CaIno2/CaIno4-Heterodimers auf den CaINO1-Promotor ermög-

lichen. 

Zur Durchführung der geplanten Untersuchungen wurden zwei S. cerevisiae-Stämme ausge-

wählt, nämlich ein regulatorischer Wildtyp-Stamm (JS91.15-23) sowie eine ∆ino2 ∆ino4-

Doppelmutante (SS93.8-1). Zunächst wurde die Expression des CaINO1-lacZ Reportergens 

in beiden Stämme mit Hilfe des Reporterplasmids pCW113 untersucht, zum einen unter IC-

Mangelbedingungen (dereprimiert, D), zum anderen bei Vorhandensein einer reprimierend 

auf die Transkription wirkenden Menge von Inositol und Cholin (reprimierend, R). Wie in 

Tabelle 6 zu sehen ist, war die Aktivierung der Transkription sowohl unter reprimierenden als 

auch unter dereprimierenden Bedingungen konstitutiv hoch. Auch der Verlust der Regulator-

proteine Ino2 und Ino4 führte zu keiner verringerten Genexpression. Da die C. albicans-

Transkriptionsfaktoren in diesem Versuchsansatz nicht anwesend waren, müssen S. cerevi-

siae-eigene Proteine in der Lage sein, opportunistisch an den CaINO1-Promotor zu binden 

und eine Transkription zu ermöglichen. Um zu überprüfen, ob es durch die Expression der 

C. albicans-Transkriptionsfaktoren zu einer Steigerung der Aktivierung kommt, wurden die 

Plasmide pMD116 und pJH55 in den regulatorischen Wildtyp JS91.15-23 eingebracht. Auf 

eine weitere Untersuchung des Stammes SS93.8-1 wurde verzichtet. 

 
 

Tabelle 6: Untersuchungen zur Transkriptionsaktivie rung eines CaINO1-lacZ Reportergens in 
S. cerevisiae  Stämmen. 

Dargestellt sind die β-Galaktosidase-Aktivitäten in U / mg Gesamtprotein unter dereprimierenden (D) 
und reprimierenden (R) Inositol/Cholin-Bedingungen im Medium bzw. die Verhältnisse dieser 
Aktivitäten zueinander. 

    Spez. ββββ-Gal. Akt. (U/mg)   Verhältnis 
Stamm  Genotyp  D  R  D/R 

JS91.15-23  Wildtyp   326  401  0,81 
SS93.8-1  ∆ino2  ∆ino4   455  479  0,95 

       

    Mit Leervektoren    
JS91.15-23  Wildtyp   414  398  1,04 

       

    Mit pMD116 (CaIno2) + pJH55 (CaIno4 Leu75)   
JS91.15-23  Wildtyp   431  408  1,06 

 
 
 
 
Wie in Tabelle 6 zu sehen ist, gibt es keine signifikanten Unterschiede der Reportergen-

expressionen zwischen reprimierten und dereprimierten Anzuchtbedingungen. Auch die 

Abwesenheit der Ino-Regulatoren aus S. cerevisiae bzw. das zusätzliche Vorhandensein von 

CaIno2 und CaIno4Leu75 wirkten sich nicht nennenswert aus. Festzuhalten bleibt eine hohe 

konstitutive Aktivierung der Transkription, vermutlich durch unbekannte S. cerevisiae-eigene 

Proteine. 
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Dennoch war mit diesen Messungen eine Bindung des CaIno2/CaIno4-Heterodimers an den 

CaINO1-Promotorbereich nicht völlig auszuschließen, da ein schwacher Aktivierungsbeitrag 

vor dem Hintergrund der beträchtlichen Reportergenexpression in der heterologen Hefe 

möglicherweise nicht zu einer signifikanten Steigerung führt. Daher wurden zusätzlich 

Studien zur CaIno2/CaIno4-Bindung an den CaINO1 Promotor durchgeführt. 

 
 

3.4.1.3 Untersuchungen zur in vitro  Bindung des CaIno2/CaIno4 Heterodimers 
an den  CaINO1-Promotor 

 
Um die Frage einer möglichen CaIno2/CaIno4-Bindung an den CaINO1 Promotor zu klären, 

wurden Gelretardierungsexperimente (= EMSA, „electrophoretic mobility shift assay“) durch-

geführt. Sie basieren auf der Verzögerung der Laufgeschwindigkeit von markierter DNA in 

einer Gelmatrix, wenn Proteine spezifisch an diese DNA binden; es wird ein „Shift“, eine 

Verschiebung der Bande, sichtbar (vgl. Abschnitt 3.1.2). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der 

Promotorbereich des CaINO1-Gens durch PCR mit verschiedenen Primern in mehrere über-

lappende Teilstücke zerlegt. Diese wurden radioaktiv markiert und zur Untersuchung der 

Bindung des Heterodimers CaIno2/CaIno4 verwendet. Darüber hinaus wurden zwei poten-

tielle Erkennungsstellen des Heterodimers als synthetische Oligonukleotide getestet. 

Die Herstellung der Proteine CaIno2 und CaIno4Leu75 erfolgte durch die Fusion der Gense-

quenzen mit GST in einem bakteriellen Expressionsvektor zur affinitätschromatografischen 

Aufreinigung. Hierzu wurden an die Enden der CaINO4Leu75 Leserahmencassette durch PCR 

mit den Primern „CaINO4 5´ 1 BamHI“ und „CaINO4 3´ 131 HindIII“ geeignete Restriktions-

enzymschnittstellen angefügt und das erhaltene Fragment in den mit den Enzymen BamHI 

und HindIII linearisierten Vektor pGEX-SSEB inseriert. Das entstandene Plasmid (ptac-GST-

CaINO4Leu75) wurde pJH46 genannt. 

Zur Herstellung der GST-Genfusionen mit CaINO2 und CaINO2bHLH wurden die entsprechen-

den Leserahmen mit den Enzymen EcoRI und BglII aus den vorhandenen Plasmiden pJH41 

(GAL4TAD-CaINO2) und pJH44 (GAL4TAD-CaINO2bHLH) freigesetzt und in den mit EcoRI und 

BglII linearisierten Vektor pGEX-SSEB ligiert. Die entstandenen Produkte bekamen die 

Bezeichnungen pJH47 (GST-CaINO2bHLH) und pJH50 (GST-CaINO2). Zur heterologen 

Expression der Fusionsproteine wurde der E. coli-Stamm BL21-CodonPlus (DE3)-RP 

verwendet, der auf einem Plasmid mit Chloramphenicol-Resistenzmarker zusätzliche Kopien 

der tRNA-Gene argU und proL trägt. 

Die Zellen wurden nach erfolgreicher Expression in den in Tabelle 7 angegebenen Kombina-

tionen zusammengegeben und mittels Ultraschall aufgeschlossen. Die erhaltene Mischung 

der CaIno2 und CaIno4 Proteine wurde durch Dialyse gegen de- und renaturierende Puffer 

zum Heterodimer rekonstituiert (analog der für die S. cerevisiae Regulatoren bewährten 
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Vorgehensweise; vgl. Abschnitt 3.1.2). Im Verlauf dieser Arbeit haben sich aber Hinweise 

ergeben, dass eine solche Rekonstitution des Heterodimers CaIno2/CaIno4 bereits spontan 

in nennenswertem Umfang erfolgt. Nach einer sich anschließenden affinitätschromatographi-

schen Reinigung der erzeugten Dimere über GSH-Sepharose wurden die Eluate mit einem 

Glycerin-haltigen Puffer bei -80°C bis zur Verwendu ng gelagert. 

 

Tabelle 7: Rekonstituierte Transkriptionsfaktoren f ür Gelretardierungsexperimente 

Die genannten Plasmide codieren jeweils für das mit einem GST-Tag versehene nebenstehende 
Protein 

Interaktionspartner 1 Interaktionspartner 2 
Plasmid  Protein Protein  Plasmid 
pJH50  CaIno2 CaIno2  pJH50 
pJH46  CaIno4Leu75 CaIno4Leu75  pJH46 
pJH50  CaIno2 CaIno4Leu75  pJH46 
pJH47  CaIno2bHLH CaIno4Leu75  pJH46 
pJH3  ScIno426-151 ScIno2bHLH  pJH10 

 
 

 

Die Unterteilung des CaINO1-Promotors erfolgte über die Amplifikation der verschiedenen 

Teilstücke durch PCR. Tabelle 8 zeigt, mit Hilfe welcher Primer die einzelnen Fragmente 

amplifiziert wurden. Alle Fragmente wurden mit geeigneten Schnittstellen für Restriktions-

endonukleasen versehen und parallel zur direkten Verwendung im Gelretardierungsexperi-

ment auch in den Vektor pUC19 inseriert. 

 

Tabelle 8: Übersicht der in den Gelretardierungsexp erimenten verwendeten CaINO1-Promotor-
fragmente 

Die aufgeführten Promotorfragmente wurden durch PCR mit den genannten Primern und genomischer 
C. albicans DNA erhalten (Fragmente 1 - 5) und in den Vektor pUC19 inseriert. Die Fragmente 6 und 
7 wurden durch Mischen äquimolarer Mengen der genannten Oligonucleotide erzeugt. Fr.-Nr., Frag-
ment-Nummer (vgl. Abb. 20). 

Fr.-
Nr. 

Promotor-
Teilstück 

5´-Primer 3´-Primer Plasmid 

1 -21 / -313 CaINO1 5´-313 CaINO1 3´-21 pJH45 
2 -1040 / -1377 CaINO1 5´-1377 CaINO1 3´-1040 pJH67 
3 -770 / -1152 CaINO1 Prom 5´ 

-1152 SpeI 
CaINO1 Prom 3´ 

-770 EcoRI 
pJH75 

4 -556 / -863 CaINO1 Prom 5´ 
-863 EcoRI 

CaINO1Prom 3´ 
-556 XbaI 

pJH76 

5 -232 / -648 CaINO1Prom 5´ 
-648 EcoRI 

CaINO1Prom 3´ 
-232 HindIII 

pJH77 

6 -1076 / -1111 CaICRE CaINO1 
-1098 5´ 

CaICRE CaINO1 
-1098 3´ 

teilkomplementäre 
Oligonukleotide 

7 -1180 / -1208 CaICRE CaINO1 
-1218 5´ 

CaICRE CaINO1 
-1218 3´ 

teilkomplementäre 
Oligonukleotide 
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Darüber hinaus wurden zwei ausgewählte Sequenzen mit Ähnlichkeit zum ICRE (an den 

Positionen -1189 / -1199 sowie -1089 / -1099) als teilkomplementäre synthetische Oligo-

nukleotide in diesen Experimenten eingesetzt. Damit wurde der Promotorbereich des 

CaINO1-Gens bis zur Position -1377 komplett auf das Vorliegen einer Bindestelle für ein 

CaIno2/CaIno4-Heterodimer getestet (Abbildung 22). 

 
Abbildung 22: Position der CaINO1-Promotorproben für Gelretardierungsexperimente 

Die genauen Größen und Positionen der Promotorfragmente sind in Tabelle 8 angegeben. 
 
 
Es ergaben sich in keinem der durchgeführten Experimente Hinweise auf eine Bindung der 

CaIno2/CaIno4Leu75-Heterodimere an die bis -1377 reichende getestete Promotorsequenz 

des CaINO1-Gens (ein Heterodimer aus Ino2 und Ino4 wurde als Kontrolle mitgeführt und 

zeigte ebenfalls keine Bindung). Weiter „upstream“ gelegene Bereiche des Promotors 

wurden nicht auf Proteinbindung untersucht. 

 

Jedoch ergab sich bei diesen Untersuchungen eine Besonderheit aus der unterschiedlichen 

Codoninterpretation der Organismen C. albicans und S. cerevisiae. Wie bereits in Abschnitt 

3.3.1 erwähnt, wird das Codon CUG bei C. albicans als Serin translatiert, bei S. cerevisiae 

und E. coli jedoch als Leucin (Santos et al., 1995). Im Fall des CaIno4 betrifft diese abwei-

chende Aminosäure-Insertion das Codon 75, das für einen Rest im Loop des bHLH-Proteins 

codiert. Da die Proteine des DNA-bindenden Heterodimers über die jeweils durch den Loop 

verbundenen Helices miteinander interagieren, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass 

sterische Veränderungen in diesem Bereich eine Heterodimerisierung negativ beeinflussen 

(vgl. Ma et al., 2007). Um diese Möglichkeit auszuschließen, wurde das Codon CUG in der 

DNA-Sequenz des intronfreien CaINO4 durch ein geeignetes, der allgemeinen Codoninter-

pretation entsprechendes Triplett ausgetauscht. Ein weiteres CUG an Position 254 des 

CaIno2 wurde nicht ausgetauscht, da es sich nicht unmittelbar in einer Funktionsdomäne des 

Proteins befindet und von daher als unkritisch angesehen wurde. 
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3.4.1.4 Mutagenese des Codon 75 im CaINO4 
 
 
Zur Durchführung der Mutagenese wurde der Quik Change Site Directed Mutagenesis Kit 

der Firma Agilent (früher Stratagene) genutzt. Um ein gutes Mutagenese-Ergebnis zu 

erzielen, ist die Verwendung eines möglichst kleinen Plasmids als Matrize der Mutagenese-

PCR von Vorteil. Aus diesem Grund wurde das etwa 4,3 kb große Plasmid pJH32 verwen-

det.  

Mit den Primern „CaINO4 MutSer79 5´“ und „CaINO4 MutSer79 3´“ (die Angabe der Amino-

säure-Position in der Primerbezeichnung bezieht sich noch auf die von M. Dietz postulierte 

Introngröße), die im Bereich des Tripletts 75 an die Matrizen-DNA binden, sollte das 

Codon75, ein CTG, gegen ein TCT ausgetauscht werden. Die Primer sind zueinander 

komplementär und erlauben eine bidirektionale Elongation, wodurch nach 18 PCR-Cyclen 

ein offener mutagenisierter Tochterdoppelstrang in ausreichender Menge vorliegt. Zum 

Abbau des ebenfalls im Ansatz vorhandenen, teilmethylierten und nicht mutagenisierten 

Eltern-DNA-Stranges schloss sich eine einstündige DpnI-Inkubation an, wodurch nur 

methylierte DNA abgebaut wurde. Der Ringschluss der Tochterstränge erfolgte nach einer 

Transformation von E. coli DH5α mit dem Mutageneseansatz durch zelleigene Ligasen. 

Einige der so erzeugten Klone wurde durch DNA-Sequenzierung auf das Vorliegen der 

angestrebten Codonvariation getestet; das korrekte Plasmid erhielt die Bezeichnung pJH81. 

Es wurde in den folgenden funktionellen CaINO4-Untersuchungen (vgl. auch Abschnitt 

3.3.5.1) verwendet; beispielsweise wurde mit den Primern „CaINO4 5´ 1 BamHI“ und 

„CaINO4 3´ 131 HindIII“ und dem Vektor pGEX-SSEB eine GST-CaINO4Ser75 Fusion erzeugt 

(pJH82). Allerdings war auch mit Heterodimeren aus CaIno2 bzw. CaIno2bHLH und 

CaIno4Ser75 keine Bindung an den CaINO1-Promotor nachweisbar. 

 

 

3.4.2 DNA-Bindestudien mit dem Heterodimer CaIno2/C aIno4Ser75 
 
 
Die in Abschnitt 3.4.1.3 beschriebenen Protein-DNA Bindestudien mit CaIno2/CaIno4Leu75 

und Segmenten des CaINO1-Promotors wurden mit CaIno2/CaIno4Ser75 wiederholt, führten 

aber ebenfalls nicht zum Nachweis einer Bindung. Dagegen konnte für das als Kontrolle 

verwendete synthetische DNA-Fragment FBF56 (Kernsequenz TTTTCACATG, ICRE2 aus 

dem INO1-Promotor, Hoppen et al., 2005) eine starke Bindung des aus den rekombinanten 

C. albicans-Proteinen rekonstituierten Heterodimers nachgewiesen werden. Ein Vergleich 

der CaIno2-Kombinationen mit CaIno4Leu75 bzw. CaIno4Ser75 zeigte ein eindeutig besseres 
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Bindeverhalten der Dimere mit dem durch Mutagenese erzeugten authentischen CaIno4Ser75 

Protein (vgl. Abbildung 23, Spuren 8 und 11). 

 

 

 
 
 

Abbildung 23: Bindung des CaIno2/CaIno4-Heterodimer s an eine ICRE-Sonde aus S. cerevisiae  

Als Sonde diente das ICRE-tragende markierte Fragment FBF56 (ca. 5000 cpm/Spur); nicht markiert 
diente es auch als funktioneller Kompetitor; als nichtfunktioneller Kompetitor diente das Fragment 
FBF-CG. 
 
 
In beiden Fällen konnte die Bindung des Heterodimers an das ICRE-Motiv durch die Zugabe 

eines Überschusses an nicht markierter Ziel-DNA (funktioneller Kompetitor FBF56, Spuren 6, 

9 und 12) verhindert werden. Um eine unspezifische DNA-Bindung der Transkriptionsfakto-

ren auszuschließen, wurde in weiteren Ansätzen ein Überschuß des von ScIno2 und ScIno4 

nicht erkannten, mutierten ICRE FBF-CG (= TTTTCGCATG anstelle von TTTTCACATG) 

hinzugegeben. Die Anwesenheit dieser DNA beeinflusste die Bindung des korrekten ICRE 

nicht (Spuren 7 und 10). Eine Bindung durch potentielle Homodimere war wie erwartet nicht 

zu beobachten (Spuren 2, 3, 4). 

Dieses Ergebnis zeigt zum einen die Bedeutung der korrekten sterischen Verhältnisse von 

Proteinstrukturen bei Interaktionen zwischen Proteinen (unterschiedlich effiziente Bindung 

durch Ser75- bzw. Leu75-Varianten von CaIno4), zum anderen unterstreicht es die funktio-

nelle Ähnlichkeit der Proteine Ino2 und Ino4 aus C. albicans und S. cerevisiae. Es bestätigt 

weiterhin die Fähigkeit dieser Proteine, als Heterodimer an eine DNA-Regulatorsequenz zu 

binden, was sie mit großer Wahrscheinlichkeit als Transkriptionsfaktoren ausweist. Dagegen 

lassen die bisher erhaltenen Ergebnisse darauf schließen, dass CaIno2 und CaIno4 keine 

Transkriptionsfaktoren des Inositol/Cholin-Stoffwechsels in C. albicans sind, da sie offen-

sichtlich keine Aktivierung eines der wichtigsten Gene dieses Stoffwechselweges, des 

CaINO1 Gens, vermitteln. 

Spur Transkriptionfaktoren Kompetitor 

1 ohne ohne 
2 CaIno2 ohne 
3 CaIno2bHLH ohne 
4 CaIno4Ser75 ohne 
5 CaIno2bHLH / CaIno4Ser75 ohne 

6 CaIno2bHLH / CaIno4Ser75 funktionell 

7 CaIno2bHLH / CaIno4Ser75 nicht funktionell 
8 CaIno2 / CaIno4Ser75 ohne 
9 CaIno2 / CaIno4Ser75 funktionell 
10 CaIno2 / CaIno4Ser75 nicht funktionell 
11 CaIno2 / CaIno4Leu75 ohne 
12 CaIno2 / CaIno4Leu75 funktionell 
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3.4.2.1 Komplementation einer S. cerevisiae ino2 ino4  Doppelmutation durch 
gemeinsame Expression von CaINO2 und CaINO4 

 
 
Nach dem Nachweis der ICRE-Bindung durch ein Heterodimer der Transkriptionsfaktoren 

CaIno2 und CaIno4 stellte sich die Frage, ob eine gemeinsame Expression beider C. albi-

cans-Faktoren in S. cerevisiae einen funktionellen Defekt der entsprechenden S. cerevisiae-

Gene komplementieren kann. Um diese Frage zu beantworten, wurde der CaINO4Ser75 Lese-

rahmen analog zu dem in Abschnitt 3.3.4.1 beschriebenen MET25-CaINO4Leu75 Fusionsgen 

(pJH36) als PCR-Fragment in den Vektor p426MET25 inseriert, wodurch ein unter Kontrolle 

des MET25-Promotor stehendes CaINO4Ser75 erzeugt wurde (pJH85). Für eine Expression 

des CaINO2 stand das episomale Plasmid pMD116 (MET25-CaINO2 TRP1) zur Verfügung.  

Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, sind sowohl MET25-CaINO4Leu75 als auch MET25-

CaINO4Ser75 in der Lage, eine ino2 ino4-Doppelmutation zu komplementieren, wenn sie 

gleichzeitig mit einem ebenfalls unter MET25-Promotorkontrolle stehenden CaINO2 expri-

miert werden. Die Komplementation der Defekte durch die homologen rekombinanten Trans-

kriptionsfaktoren Ino2 und Ino4 ist in der unteren Verdünnungsreihe zu sehen. 

 

 

 

 
 

Abbildung 24: Nachweis der funktionellen Komplement ation einer ino2 ino4 -Doppelmutation 
durch gleichzeitige Expression der rekombinanten Tr anskriptionsfaktoren CaIno2 und CaIno4 
in S. cerevisiae . 

Die genannten Fusionsgene wurden in den S. cerevisiae-Stamm SS93.8-1 transformiert (Genotyp: 
ura3 trp1 ∆ino2::LEU2 ∆ino4::LEU2) und unterschiedliche Transformantenzahlen auf Inositol-freies 
bzw. -haltiges Selektivmedium aufgetragen. 
 
 
 
 
 

SCD -Ura, -Trp, -Ino 

MET25-CaINO2 + MET25-CaINO4Ser75 

Leervektor + MET25-CaINO4Ser75 

MET25-CaINO2 + Leervektor 

SCD -Ura, -Trp, mit Inositol 
supplementiert, 28 h gewachsen 

MET25-CaINO2 + MET25-CaINO4Leu75 

MET25-INO2 + MET25-INO4 
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3.4.2.2 ICRE-abhängige Genaktivierung durch das CaI no2/CaIno4-Heterodimer 
 
Der erfolgreiche Befund der Komplementationsanalyse zeigt, dass CaIno2 und CaIno4 als 

Transkriptionsfaktoren zu werten sind. Daher schließt sich die Frage an, ob ihre Transkrip-

tionsaktivierungsleistung der der S. cerevisiae-Proteine entspricht. Hierzu wurde das lacZ-

Gen unter die Kontrolle verschiedener INO1-Promotorkonstrukte gestellt (pJS325: INO1-

lacZ; pJS264N: ICRE-CYC1-lacZ; pCW113: CaINO1-lacZ; alle episomalen Reporterplas-

mide enthielten den URA3 Selektionsmarker) und die β-Galaktosidase-Aktivität bei gleich-

zeitiger Überexpression von MET25-INO2 (pJS470) und MET25-INO4 (pJS516) bzw. 

MET25-CaINO2 (pMD116) und MET25-CaINO4Ser75 (pJH83) in einer S. cerevisiae ino2 ino4 

Doppelmutante (JKY18: ∆ino2::kanMX ∆ino4::kanMX) gemessen. Das Plasmid pJH83 

(MET25-CaINO4Ser75 2 µm LEU2) wurde durch die Insertion einer BamHI/HindIII Lese-

rahmenkassette in den Vektor p425-MET25 erhalten. Die Ergebnisse der Messungen sind in 

Tabelle 9 dargestellt. 

 
 

Tabelle 9: Aktivierung verschiedener  INO1-Promotorkonstrukte durch die Heterodimere 
Ino2/Ino4 oder CaIno2/CaIno4 Ser75 

Das Konstrukt INO1-lacZ stellt ein lacZ-Gen unter Kontrolle des natürlichen INO1-Promotors dar, 
analog entspricht das CaINO1-lacZ dem Reportergen unter Kontrolle des natürlichen CaINO1-
Promotors. ICRE-CYC1-lacZ bezeichnet ein Reportergen, kontrolliert durch einen synthetischen 
Minimalpromotor mit einem ICRE als UAS-Element. Reporter- und Effektorplasmide wurden in den 
Stamm JKY18 transformiert. 

 Spezifische β-Gal-Aktivität (U/mg) bei Anwesenheit von 
       

Reportergen  Ino2+Ino4  CaIno2+CaIno4Ser75  Leervektoren 
INO1-lacZ  600  370  5 

ICRE-CYC1-lacZ  820  490  20 
CaINO1-lacZ  410  430  450 

 
 
 
Die bereits aus Abschnitt 3.4.1.2 bekannte konstitutiv hohe Aktivierung des CaINO1-lacZ 

durch unbekannte Proteine in S. cerevisiae wurde hier noch einmal bestätigt. Die Aktivierung 

des natürlichen INO1-Promotors durch die nativen Transkriptionsfaktoren lag bei 600 U/mg 

und in Anwesenheit der C. albicans-Proteine bei 370 U/mg gegenüber einem Wert von 

5 U/mg für die Leervektorkontrolle. Ähnlich verhält es sich bei dem synthetischen Minimal-

promotor mit einem Wert von 820 U/mg für die S. cerevisiae-Proteine und 490 U/mg für die 

C. albicans-Proteine gegenüber 20 U/mg in der Negativkontrolle. Dieses Experiment zeigt 

eindeutig eine starke Transkriptionsaktivierung INO1- bzw. ICRE-haltiger Promotoren durch 

das Heterodimer aus CaIno2 und CaIno4. Sie liegt bei etwa 60% der Aktivierungsleistung 

der homologen Transkriptionsfaktoren. 
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3.4.2.3 In silico -Analyse zur Identifizierung ICRE-regulierter Gene in C. albi-
cans  

 
Da CaIno2/CaIno4 offensichtlich an ICRE-Motive binden und entsprechende Reportergene 

aktivieren können, andererseits aber keine Hinweise auf eine Funktion von CaINO2 und 

CaINO4 bei der Expression von Genen der Phospholipid-Biosynthese in C. albicans erhalten 

wurden, sollte nun eine genomweite Suche nach möglichen anderen C. albicans Zielgenen 

in silico durchgeführt werden. Hierzu wurde die Suchfunktion „Search pattern“ der Internet-

seite http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/ genutzt. Es ergaben sich für eine Suche nach dem 

von S. cerevisiae bekannten Konsensus-Motiv WYTTCAYRTG in einem Suchfenster von 

1000 bp upstream und 100 bp downstream eines Startcodons 126 Treffer, für seine 

Komplemetärsequenz CAYRTGAARW, die bei dieser Datenbank nicht automatisch mit 

gesucht wird, nochmals 160 Treffer, wobei Überschneidungen bei diesen Angaben nicht 

berücksichtigt sind.  Eine Auswertung der Ergebnisse zeigte zunächst viele offene 

Leserahmen unbekannter Funktion und nur zwei Gene, die im Zusammenhang mit 

Phospholipidstoffwechsel zu sehen sind, VPS27 (-948) und OPI3 (-337). VPS27 codiert ein 

endosomales Protein, das im vakuolären Protein-Sorting eine Rolle spielt und als 

Phosphatidylinositol-3-Phosphat bindend beschrieben ist. OPI3 hingegen spielt im 

Anabolismus von Phospholipiden eine bedeutende Rolle, sein Genprodukt vermittelt die 

beiden letzten Schritte der Synthese von Phosphatidylcholin (Abbildung 2).  

Weiterhin wurde bei dieser Suche nach von der oben genannten ICRE-Sequenz regulierten 

Genen bereits eine leichte Häufung von Genen mehrerer Gruppen im Bereich der 

Stoffwechsel von Zellorganellen beobachtet. Das Motiv WYTTCAYRTG findet sich zum 

Beispiel in verschiedenen Orientierungen vor Genen des ribosomalen Stoffwechsels wie 

RPL3 (-541), RPL4B (-942), RPL15A (-911), RPS20 (-878), RPL32 (-324),  RPL35 (-300) 

sowie zwei weiteren, noch nicht endgültig annotierten Leserahmen mit Ähnlichkeit zu 

bekannten ribosomalen Proteinen. Weitere Häufungen gab es bei peroxisomalen Genen wie 

zum Beispiel ALK3 (-86, -268, -851), ALK6 (-429), ALK8 (-343), PXA1 (-425), PEX7 (-276) 

und PEX13 (-392) sowie Genen mit Verbindung zum mitochondrialen Stoffwechsel wie zum 

beispielsweise MRPS9 (-262), MRPL36 (-988) und MRP51 (-273). 

Gregor Warsow hat im Rahmen seiner Diplomarbeit die Fragestellung nach der optimal vom 

CaIno2/CaIno4-Heterodimer erkannten DNA-Sequenz weiter bearbeitet und eine für 

CaIno2/CaIno4 geltende Konsensusbindesequenz experimentell ermittelt. Er konnte durch 

Verwendung von Reportergenfusionen mit modifizierten ICRE-Motiven (jede der 10 

Kernpositionen der ICRE-Referenzsequenz TTTTCACATG wurde jeweils einzeln durch die 

anderen 3 möglichen Basen ersetzt und vor ein CYC1-lacZ Reportergen mit synthetischem 

Minimalpromotor inseriert) zeigen, dass sich die Bindepräferenz von CaIno2 + CaIno4 etwas 

von den in S. cerevisiae als ideal ermittelten ICRE-Motiven unterscheidet. Demnach erkennt 
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das CaIno2/CaIno4-Heterodimer Sequenzvarianten mit dem Konsensusmotiv 

NBWTCASRTG; die von Warsow (2007) für die C. albicans-Proteine identifizierte ideale 

Bindesequenz lautet KTWTCACRTG (gegenüber ACTTCACATG für Ino2/Ino4 aus 

S. cerevisiae; Schüller et al., 1995). Hieraus ergibt sich eine leichte Variation im Bereich der 

E-Box (CANNTG). Während das Heterodimer aus S. cerevisiae die Sequenz 

C A C/T G/A T G optimal erkennt, ist es bei C. albicans die Sequenz C A C/G G/A T G. 

Denoch wurden aufgrund der guten Erkennung des ICRE2 von INO1 aus S. cerevisiae  bei 

den folgenden in silico Recherchen auch die S. cerevisiae-Konsensussequenzen 

WYTTCAYRTG wie auch WYTTCAYRTTC (Schüller et al., 1995) berücksichtigt. 

Eine Erweiterung der in silico Recherche ICRE-regulierter C. albicans-Gene um die 

beschriebenen Sequenzen verdeutlichte die oben angedeutete Konzentration dieser Motive 

vor bestimmten Gengruppen. Die Erkennungssequenzen des CaIno2/CaIno4-Heterodimers 

finden sich im Genom von C. albicans vor einer Reihe essentieller Gene, zum Beispiel vor  

33 Genen, die für ribosomale Proteine codieren (Tabelle 10), nur vier dieser Gene 

entsprechen jedoch der enger gefassten Idealsequenz KTWTCACRTG (RPL3, RPL32, 

RPS23, IPF4860).  Ähnlich verhält es sich bei Genen, die für mitochondriale oder  

peroxisomale Proteine codieren. Bei Genen, die in den mitochondrialen Stoffwechsel 

involviert sind, finden in Summe 49 Gene mit einem entsprechenden Muster im 

Promotorbereich, von denen acht die Idealsequenz KTWTCACRTG tragen. Unabhängig von 

der genauen Sequenz der Regulationsmotive gibt es ein Gen, IPF8041 (codiert 

möglicherweise eine Protease der inneren Mitochondrien-Membran), welches gleich drei 

entsprechende UAS-Elemente an den Positionen -326, -330 und – 779 aufweist, also 

möglicherweise stark durch ein Heterodimer aus CaIno2 und CaIno4 beeinflusst werden 

kann. Noch stärker reguliert scheint das für Cytochrom P-450 codierende und somit mit 

peroxisomaler Funktion verbundene Gen ALK3, welches gleich fünf dem Motiv 

NBWTCASRTG entsprechende DNA-Bereiche aufweist (-86, -268, -457, -706 und -851).  

Insgesamt tragen 22 Gene peroxisomaler Funktion in ihrem Promotorbereich ein einer der 

oben genannten Konsensussequenzen entsprechendes UAS-Element, darunter auch vier 

Kopien orthologer Gene zu TES1 aus S. cerevisiae, in C. albicans als TES11 bis TES14 

bezeichnet, die jeweils über ein entsprechendes UAS-Element in ihrer upstream-Region 

verfügen.  TES1 codiert für eine peroxisomale Acyl-CoA Thioesterase, die ihre Funktion im 

Bereich der Fettsäure-Oxidation und zum Teil auch Fettsäure-Synthese hat. Eine Übersicht 

über die mitochondrialen und peroxisomalen Gene befindet sich im Anhang (Abschnitt 6.2). 

Weitere möglicherweise über ein ICRE-Element regulierte Gene der Fettsäuresynthese in C. 

albicans sind FAA21 (-649), FAA24 (-440), FEN11 (-895) sowie ein internes Fragment von 

FAS2 (-585). Ein weiteres Gen des Fettsäurestoffwechsels, FAT1, trägt eine entsprechende  
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Tabelle 10: Ribosomale Gene in C. albicans  , welche im Bereich -1000 bis +150 relativ zum 
Startcodon eine Sequenz entsprechend den ICRE-Konse nsusequenzen WYTTCAYRTG, 
WYTTCAYRTTC oder NBWTCASRTG tragen 

(Datenbank: http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/   Funktion“ Search Pattern“) 
 
 

Gen Funktion Position Sequenz 

BEL1 protein of the 40S ribosomal subunit -673 cacctgatc a 
IPF1308 Similarity to ribosomal protein S13  

Translation  
-354  ttttcatatg  

IPF2228 similar to Saccharomyces cerevisiae Dbp7p 
RNA helicase required for 60S ribosomal 
subunit assembly  

-413  acttcatatg  

IPF4860 similarity to ribosomal protein kinases  -240  gtttcacgtg  
PET56 ribosomal RNA methylase +99 catctgaact 
RPL3 60S large subunit ribosomal protein L3.e  -541  catgtgaaaa  
RPL4B Ribosomal protein L4B  -942  atttcacatg  
RPL6 ribosomal protein  -536  gaatgtgaagt  
RPL7A.3f 60S Ribosomal Protein L7-A, 3-prime end  -492  gaatgtgaaat  
RPL10A L10A ribosomal protein -203 cacgtgatca 
RPL11 60S ribosomal protein -221 cacgtgatgt 
RPL13 Ribosomal protein  -335  cacctgaaaa  
RPL15A ribosomal protein L15.e.c12 -387 

-911 
Catctgaaca 
catgtgaagt 

RPL19A Ribosomal protein L19.e -366 
-370 

cacgtgatat 
tgttcacgtg 

RPL23B ribosomal protein L23.e -30 ggatcaggtg 
RPL27A ribosomal protein L27  -341  gcatcacgtg  
RPL32 ribosomal protein L32  -324  cacgtgaaaa  
RPL33 ribosomal protein L35a -560 ctatcacgtg 
RPL35 Ribosomal protein L35A -300 

-304 
cacgtgaaat 
ctatcacgtg 

RPL42 ribosomal protein L36a, 3- prime end -871 cacctgaaa c 
RPS3A Ribosomal protein 10  -347  catgtgatgt  
RPS3E Ribosomal protein S3.e -240 cacgtgatca 
RPS5 ribosomal protein S5.e -552 

-543 
cacgtgaacc 
catctgataa 

RPS12 acidic ribosomal protein S12 -579 cacctgaaaa 
RPS16 ribosomal protein  -135  ttttcaggtg  
RPS17 Ribosomal protein S17  -304  acatcacgtg  
RPS20 ribosomal protein  -878  catatgaaat  
RPS23.5f Ribosomal protein S23, 5-prime end -297 
RPS23.3f Ribosomal protein S23, 3-prime end -577 

cacgtgatac 

RPS21B.3f ribosomal protein S21, 3- prime end  -334  catgtgaacc  
RPS24 ribosomal protein S24.e -160 ccatcacgtg 
RPS25B Cytosolic ribosomal protein -814 acatcagatg 
RPS27 ribosomal protein S27 -246 cacgtgatgt 
RSA2 Involved in ribosome biogenesis  -237 ccttcaggtg 
SQT1 suppresses dominant-negative mutants of the 

ribosomal protein QSR1 
-959 tgatcagatg 

 
 
Sequenz upstream des Startcodons (+66). Obwohl sich im Verlauf der Experimente zu 

dieser Arbeit keine Beweise für eine Beteiligung von CaIno2 und CaIno4 am 

Phospholipidstoffwechsel in C. albicans erbringen ließen, finden sich denoch von ihrem 

Heterodimer erkannte Strukturen vor Genen dieses Stoffwechsels. In Bezug auf das bereits 

erwähnte OPI3 findet sich zusätzlich zu dem schon beschriebenen Motiv an Position -337 

ein weiteres an Position -384. Beide Motive entsprechen der von Gregor Warsow 

festgestellten Idealsequenz zur Erkennung durch CaIno2/CaIno4. Weitere in diesem 
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Zusammenhang stehende und ein entsprechendes UAS-Element tragende Gene sind in 

Tabelle 11 dargestellt.  

 

Tabelle 11: Gene in C. albicans  , welche in den Phospholipidstoffwechsel involvier t sind und  
im Bereich -1000 bis +150 relativ zum Startcodon ei ne Sequenz entsprechend den ICRE-
Konsensusequenzen NBWTCASRTG, WYTTCAYRTG oder WYTTC AYRTTC tragen 

(Datenbank: http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/   Funktion“ Search Pattern“) 
 
 

Gen Funktion Position Sequenz 

AYR2 
 

1-acyl dihydroxyacetone phosphate reductase 
 

-357 
-788 

acatcacatg 
catctgaagg 

EPT1 alcohol phosphatidyl transferase +55 catctgaaga 
GPD1 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase -485 catctgatct 
HNM1 Choline permease -905 

-314 
atatcacatg 
cacctgatag 

IPF1839 putative 1-Acyl dihydroxyacetone phosphate 
reductase 

-150 catgtgataa 

IPF4801 similar to Saccharomyces cerevisiae Vps17p 
vacuolar sorting protein  

-661  cacctgaaaa  

IPF5268 choline monooxygenase +100 catctgaaag 
IPF9173.3f 
 

similar to Saccharomyces cerevisiae Vps30p 
involved in vacuolar protein sorting and 
autophagy, 3-prime end  

-892  
-138  

gaatatgaaga  
catgtgatag  

IPF9173.5f similar to Saccharomyces cerevisiae Vps30p 
involved in vacuolar protein sorting and 
autophagy, 5-prime end 

-1000 cacctgaaag 

MSS4.3f phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, 
3-prime end  

-657  
+118  

acttcatattc  
catctgatga  

OPI3 
 

Methylene-fatty-acyl-phospholipid synthase -337 
-384 

ttttcacatg 
ttatcacgtg 

PIB1 phosphatidylinositol(3)-phosphate binding 
protein 

-450 atatcacgtg 

SCT12 Suppresses a choline-transport mutant -302 
-298 

acatcacgtg 
cacgtgatga 

SEC14 phosphatidylinositol(PI)/phosphatidylcholine
(PC)transfer 

+88 cacctgaaca 

TEL1 Putative phosphatidylinositol kinase 
involved in controlling telomere lenghth 

-303 gtttcagatg 

VPS15.53f serine/threonine protein kinase, internal 
fragment 

-210 cacctgaaga 

VPS27 Vacuolar protein sorting (by homology)  -948  catatgaaga  
VPS34 1-phosphatidylinositol 3-kinase  -772  

-417  
agttcaggtg  
catctgaaga  

 

 

Die Promotorsequenz des CaINO1 Gens trägt eine solche Sequenz nicht, weshalb es als 

erwiesen angesehen werden kann, dass CaIno2 und CaIno4 zwar DNA-bindende 

Transkriptionsfaktoren sind, die, falls überhaupt, nicht in gleicher Weise in den 

Inositol/Cholin-Stoffwechsel involviert sind wie ihre Orthologen aus S. cerevisiae. 

Im Hinblick auf den Membranmetabolismus in C. albicans fand sich jedoch eine Häufung von 

Erkennungsstellen für das CaIno2/CaIno4-Heterodimer vor Genen der Ergosterol-Synthese 

im Verlauf der Umsetzung von Squalen zu Ergosterol, 12 von 19 Schritten sind hier von 

Enzymen katalysiert, deren codierende Gene eines der untersuchten DNA-Motive im 
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Promotor enthalten. Die meisten Schritte dieses Weges werden von ERG25 vermittelt. Eine 

Ausnahme bildet ERG4, es hat ein entsprechendes Motiv downstream des Startcodons an 

Position +24. ERG8 codiert die Umsetzung von Mevalonat-5-Phosphat  zu Mevalonat-5-

Pyrophosphat im Verlauf der Synthese von Squalen. Eine Übersicht über die 

entsprechenden Gene ist in Tabelle 12 gezeigt. 

 

Tabelle 12: Gene in C. albicans  , welche in den Ergosterol-Anabolismus involviert sind und  im 
Bereich -1000 bis +150 relativ zum Startcodon eine Sequenz entsprechend den ICRE-
Konsensusequenzen NBWTCASRTG, WYTTCAYRTG oder WYTTC AYRTTC tragen 

(Datenbank: http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/   Funktion“ Search Pattern“) 
 

Gen Funktion Position Sequenz 

ERG3 C5,6 desaturase  -743  catctgatat  
ERG4 sterol C-24 reductase  +24 acttcagatg  

-373 agttcacgtg ERG5 C-22 sterol desaturase 
-369 cacgtgatat 

ERG8 Phosphomevalonate kinase -967 cacctgatca 
ERG25 C-4 sterol methyl oxidase  -995  tcttcatatg  
ERG27 3-keto sterol reductase -311 catctgatgg 

 

 

Weitere unverzichtbare Gene, die in C. albicans von einem von CaIno2/CaIno4 erkannten 

UAS-Element reguliert werden, sind z.B. CDC3 und CDC37, beides essentielle  

Kontrollproteine des Zellzyklus sowie SEC62, einer Untereinheit des ER-Protein-

Translokationskomplexes; im Promotorbereich des CaNTF2 Gens, das für einen 

Transportfaktor für Zellkernproteine codiert, finden sich zwei dieser Konsensussequenzen.   

 

 

3.4.3 Untersuchungen zur Domänenstruktur des CaIno2  
 

3.4.3.1 Transkriptionsaktivierungsdomänen des CaIno 2 
 
Die Struktur des Ino2 Aktivators lässt sich in mehrere Funktionsdomänen untergliedern 

(Dietz et al., 2003, Heyken, 2004). So konnten unter anderem die Transkriptionsaktivierungs-

domänen des Proteins genau lokalisiert werden. Die TAD1 des Ino2 umfasst die 

Aminosäuren 1-35, die TAD2 die Aminosäuren 101-135 (Schwank et al., 1995; Ebbert, 1998; 

Dietz, 2001; Geburtig, 2003, Heyken et al., 2005), wobei sich letztere mit der Repressorinter-

aktionsdomäne RID überschneidet.  
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Abbildung 25: Proteinsequenzvergleich zwischen CaIn o2 und Ino2 

Die Proteinsequenzen wurden mittels des im Internet verfügbaren Tools TCoffee Parser, verfügbar auf 
der Seite http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/tcoffee_parser verglichen; die farbige Hinterlegung gleicher 
(schwarz) und ähnlicher (grau) Aminosäuren erfolgte unter Nutzung der Internetressource BOX-
SHADE unter http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html. Für CaIno2 ist die in C. albicans 
authentische Sequenz angegeben (Codon CUG an Position 253, vgl. Abschnitt 3.4.1.3). 
 
 
Da ein Dimer aus CaIno2 und CaIno4 transkriptionsaktivierende Wirkung zeigt, lag die Ver-

mutung nahe, dass diese durch konservierte Domänen des CaIno2 vermittelt wird, denn 

weder Ino4 noch CaIno4 tragen eine solche Domäne. 

 

Vergleicht man die Aminosäuresequenzen des CaIno2 und Ino2 (Abbildung 25), so wird eine 

deutliche Konservierung der Aminosäuren in den entscheidenden Bereichen deutlich 

(gleiche Aminosäuren sind schwarz, ähnliche grau hinterlegt). Zum direkten experimentellen 

Nachweis von TADs im CaIno2 Protein wurden daher Gal4-Fusionen konstruiert. Die konser-

vierten Bereiche des CaINO2 Gens wurden mit den Primern „CaINO2 5´ 1 EcoRI“ und 

„CaINO2 3´ 53 BamHI“ bzw. „CaINO2 5´ 102 EcoRI“ und „CaINO2 3´ 152 BamHI“ amplifiziert 

                                           TAD1 
                            <---------------------- ---------->  
C.a.    1 MSSTVTQTMNNNPTEKVTFTASNS QADFDLLDI FSNDMDFEQAYDMYNN......... LQ  51 
S.c.    1 ..................MQQATG NELLGILDL .D NDIDFETAYQMLSSNFDDQMSAHI H  41 
 
 
C.a.   52 EKNAMGSFEQLQKVQALNQQYVSNLQP...... PSSAQFPDQFAYERAQI LNGEYNKQSG 105 
S.c.   42 ENTFSATSPPLLTHELGIIPN VATVQPSHVETIPADNQTHHAPLHTHAHYLNHNPHQPSM 101 
 
 
                        TAD2/RID 
          <---------------------------------->     
C.a.  106 LMND ATNKNYSFNDDTFDQFFTNTESNALEKFLDNLANPVASVNPLQFYNNTRTSVPDED 165 
S.c.  102 GFDQ ALGLKLS...P SSSGLLSTNESNAIEQFLDNL........................ 134 
 
 
C.a.  166 VDLSFELHTMK VPQQFKPRSQSLEHNPPLQQKVRFTEEEHAALKQELTEAFAH...... P 219 
S.c.  135 ........... I SQDMMSSNASMNSESHLHI RSPKKQHRYTELNQRYPETHPHSNTGELP 183 
 
 
C.a.  220 CTQLPS PSTTEYKPKPTTPKVVKQFVTPPNSGDESRKRNSDIESDESEEETTPTTKKRKR 279 
S.c.  184 TNTADV PTEFTTREGPHQPIGNDHYNPPPFSVPEI RIPDSDIPANIEDD........... 232 
 
 
                  basische Region          Helix1            Loop 
                  <--------------><---------------- ----><------------- 
C.a.  280 TSSKPLLS VEQKRLNHSHSEQKRRQLCKFAYQRCLELI IDLDAFNKLPELNESERKSKRA 339 
S.c.  233 .......P VKVRKWKHVQMEKI RRINT KEAFERLI KSV....... RTPPKENGKR..... 273 
 
                              Helix2 
          ----------><-------------------------> 
C.a.  340 RVNKDGLPN LSKHNALIR I SNEMIL IKS MNDSLKKLIE NR 380 
S.c.  274 ......... I PKHIL LTCVMNDIKSIRSANEALQHILDDS 304 
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und die erhaltenen Fragmente jeweils in den Gal4DBD-Fusionsvektor pGBD-C1 inseriert. Es 

entstanden die Plasmide 

- pJH72 (GAL4DBD-CaINO21-53) = CaTAD1 
- pJH73 (GAL4DBD-CaINO2102-152) = CaTAD2 

 
Diese Plasmide wurden in den S. cerevisiae-Stamm YJOZ (∆gal4 ∆gal80 GAL1-lacZ) 

transformiert, ebenso wie die Kontrollplasmide 

- pGBD-C1 (GAL4DBD; James et al., 1996) 
- pMD83     (GAL4DBD-INO2; Dietz, 2001) 
- pSG14      (GAL4DBD-INO21-35; Geburtig, 2003) = ScTAD1 
- pSG32      (GAL4DBD-INO298-145; Geburtig, 2003) = ScTAD2 
- pMD117   (GAL4DBD-CaINO2; Dietz, 2001) 

 
Durch die Fusion der GAL4DBD mit den Transkriptionsaktivierungsdomänen des CaINO2 ließ 

sich die Aktivierung des GAL1-Promotors über die Expression eines nachgeschalteten lacZ-

Reportergens quantitativ bestimmen, wie in Abbildung 26 dargestellt. 

 

 

 

Abbildung 26: Aktivierung eines 
lacZ-Reportergens unter GAL1-
Promotorkontrolle durch ein 
Hybridprotein aus einer Gal4 DBD 
und einer Ino2 TAD zur quantitativen 
Untersuchung der Transkriptions-
aktivierungsleistung einer TAD 

 
 

 
Die Ergebnisse zeigen eine sehr starke Aktivierung des GAL1-Promotors durch die Gal4DBD-

Fusionen mit der Ino2-TAD1 aus S. cerevisiae und C. albicans. Schwächer, aber dennoch 

sehr deutlich, aktivieren die TAD2-Fragmente, hier liegen die Werte in etwa auf dem Niveau 

der transkriptionellen Aktivierung durch die Volllängen-Proteine CaIno2 und Ino2. Auffallend 

ist, dass die Domänen des CaIno2 in allen drei getesteten Fällen eine höhere Aktivierungs-

leistung vermitteln als das jeweilige S. cerevisiae-Orthologe (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Aktivierungsstärke der Transkriptions aktivierungsdomänen des CaIno2 

Die Abbildung zeigt die Aktivierung eines GAL1-lacZ Reportergens durch Gal4DBD-Fusionen der Ino2 
Proteine (TAD-Kerndomänen oder Volllängenproteine) aus S. cerevisiae und C. albicans. Angegeben 
sind spezifische β-Galaktosidase-Aktivitäten, die in Transformanten des Stammes YJOZ ermittelt 
wurden. 
 
 
 

3.4.4 Studien zur  in vitro -Interaktion zwischen verschiedenen C. albi-
cans -Proteinen 

 
Bei S. cerevisiae sind weitere Proteine als Interaktionspartner von Ino2 und Ino4 bekannt 

(Opi1: Wagner et al., 2001; Sua7: Dietz et al., 2003). Um zu ermitteln, in welchem Umfang 

diese Befunde auch auf die C. albicans Proteine übertragbar sind, wurden GST-Pulldown-

Experimente zum Nachweis einer in vitro-Interaktion durchgeführt. Hierzu wurden GST-

Fusionen konstruiert, in E. coli exprimiert und anschließend an Glutathion-Sepharose (GSH-

Sepharose) immobilisiert. Diese affinitätschromatographische Matrix wurde mit möglichen 

Interaktionspartnern inkubiert, die in epitopmarkierter Form vorlagen (hier: HA3-Epitop). 

Bindet der HA3-markierte Partner an das an die GSH-Sepharose gekoppelte Protein, lässt er 

sich nach einer Elution der Proteine von der GSH-Sepharose, elektrophoretischer Auftren-

nung, Western-Transfer und immunologischer Detektion mittels Enzym-konjugierter anti-

[HA]-Antikörper nachweisen. Durch eine Variation der experimentellen Bedingungen (Salz-

gehalt und Detergenzgehalt der Puffersysteme, Anzahl der Waschschritte) ist es möglich, die 

Interaktionsstärke der Proteine abzuschätzen. 
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Tabelle 13: Plasmide zur Expression der Proteinkomp onenten für GST-Pulldown-Experimente 
 
a) Plasmide, die durch Insertion PCR-amplifizierter Leserahmenkassetten erzeugt wurden: 
 

Plasmid Gen 5´-Primer 3´-Primer Vektor Schnittstellen 
pJH47 CaINO2bHLH CaINO2 

5´249 EcoRI 
CaINO2 
3´SalI 

pGEX-SSEB EcoRI / SalI 

pJH79 CaSUA71-223 CaSUA7 
5´1BamHI 

CaSUA7 
3´223 HindIII 

pASK-
IBA5HA 

BamHI / HindIII 

pJH82 CaINO4Ser75 CaINO4 5´ 1 
BamHI 

CaINO4 3´ 
131 HindIII 

pGEX-SSEB BamHI / HindIII 

 
 
b) Plasmide, die durch Insertion existierender Leserahmenkassetten erzeugt wurden: 
 

Plasmid Gen Ursprung Vektor Schnittstellen 
pJH50 CaINO2 pJH41 pGEX-SSEB EcoRI / BglII 
pJH64 CaOPI1 pJW25 pASK-IBA5HA BamHI / HindIII 
pJH68 CaINO2 pMD117 p426MET25HA EcoRI / SalI 
pJH69 CaINO2 pJH68 pASK-IBA XbaI / SalI 
pJH86 CaOPI1 pJW25 pGEX-SSEB BamHI / HindIII 
pJH87 CaINO4Ser75 pJH82 pASK-IBA5HA BamHI / HindIII 

 
Als Vektor für die GST-Fusionen wurde jeweils das Plasmid pGEX-SSEB benutzt. Insgesamt 

wurden folgende GST-Fusionen erhalten: 

• GST-CaINO2 (pJH50) 

• GST-CaINO2bHLH (pJH47) 

• GST-CaINO4Ser75 (pJH82) 

• GST-CaOPI1 (pJH86) 

Zur HA-Epitopmarkierung wurde entweder das episomale Hefeplasmid p426-MET25HA oder 

der bakterielle Expressionsvektor pASK-IBA5HA verwendet (IBA Göttingen, Ersatz eines 

Teils der ursprünglichen Klonierungsstelle durch die HA3-Sequenz im Rahmen dieser Arbeit). 

Es wurden folgende Plasmide erhalten, die für HA-markierte Varianten der C. albicans-

Regulatorproteine codieren: 

• tet P/O-HA3-CaSUA71-223 (pJH79) 

• tet P/O-HA3-CaOPI1 (pJH64) 

• tet P/O-HA3-CaINO2 (pJH69) 

• tet P/O-HA3-CaINO4Ser75 (pJH87) 

Tabelle 13 zeigt die Konstruktionsweise der für die Pulldown-Experimente verwendeten 

Plasmide. 

Von CaOPI1 war bekannt, dass es eine opi1-Nullmutation in S. cerevisiae komplementieren 

kann (Heyken et al., 2003). Da Opi1 über eine Interaktion mit der Repressorinteraktions-

domäne von Ino2 seine Regulatortätigkeit ausübt, war anzunehmen, dass auch eine Inter-

aktion zwischen CaOpi1 und Ino2 möglich sein müsste. 
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Abbildung 28 zeigt, dass diese Interaktion zwischen den heterologen Regulatorproteinen in 

der Tat stattfindet (Spur 2). Dagegen ist keine Interaktion zwischen GST-CaOpi1 und HA3-

CaIno2 (Spur 1) bzw. HA3-CaIno4 (Spur 3) nachzuweisen, was einmal mehr den Schluss 

zulässt, dass es sich bei CaIno2 und CaIno4 nicht um Regulatoren der Phospholipidbiosyn-

these handelt. 

 
 
 

Abbildung 28:  In vitro-Interaktionsstudien mit dem  
Repressor CaOpi1 

 In Spur 2 ist die Interaktion von GST-CaOpi1 mit Ino2 
zu sehen. Eine Interaktion mit CaIno2 oder CaIno4Ser75 
findet nicht statt (Spur 1 und 3). 
 

 

Eine entsprechende Untersuchung zeigte eine Interaktion zwischen CaIno2 und Opi1 aus 

S. cerevisiae (Abbildung 29, Spur 1), nicht aber zwischen CaIno2 und CaOpi1 aus C. albi-

cans (Spur 2). 

 
 
 

Abbildung 29: Test auf Bindung der Opi1-Repressoren  aus 
S. cerevisiae  und C. albicans  an CaIno2 

In Spur 1 ist die homologe Situation der beiden C. albicans-
Proteine dargestellt, eine Interaktion zwischen CaIno2 und 
CaOpi1 findet nicht statt. Hingegen interagiert CaIno2 mit dem 
heterologen ScOpi1 (Spur 2). 
 

 

 

Weiterhin war bekannt, dass Ino2 mit TFIIB (= Sua7, Dietz et al., 2003) in Pulldown-Experi-

menten über seine HLH-Dimerisierungsregion interagiert (Heyken, 2004). Es galt daher, 

diese Frage auch für die C. albicans-Proteine zu überprüfen. 

 

SUA7 in C. albicans ist in der Sequenzdatenbank zweimal annotiert, einmal als CaSUA70 

(CA5082, http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/) mit 1035 bp Länge und zum anderen als 

CaSUA71 (CA0808) mit 1041 bp Länge (ScSUA7 = 1038 bp). In den hier gezeigten Experi-

menten wurde der auf die ersten 223 Aminosäuren verkürzte Leserahmen des CaSUA7 

verwendet und mit einem HA3-Epitop fusioniert. Zur Überprüfung einer Interaktion von 

CaIno2 mit Sua7 wurde das Plasmid pMD146 (HA3-SUA7) genutzt. E. coli-Rohextrakte, in 

denen diese Proteine enthalten waren, wurden mit GST-CaIno2 inkubiert (durch die Expres-

sion des Plasmids pJH50 gewonnen), das an GSH-Sepharose gebunden vorlag. 

GST-Fusion CaOpi1 CaOpi1 CaOpi1 
HA3-Fusion CaIno2 ScIno2 CaIno4

Ser75 

GST-Fusion CaIno2 CaIno2 
HA3-Fusion CaOpi1 Opi1 
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Abbildung 30: Interaktion von GST-CaIno2 mit TFIIB 
(= Sua7) aus  S. cerevisiae  und C. albicans             

Die HA3-markierten Proteine wurden im E. coli-Stamm DH5α 
produziert, die GST-tragenden Proteine im E. coli-Stamm 
BL21. Die Bande zeigt eine Interaktion zwischen GST-   
CaIno2 und HA3-CaSua7. 

 
 
 
Wie in Abbildung 30 deutlich zu erkennen ist, interagiert CaIno2 mit CaSua7, jedoch nicht mit 

Sua7 aus S. cerevisiae. Auch dies deutet auf eine regulatorische Funktion von CaIno2 im 

homologen Organismus hin. W.-T. Heyken beschrieb weiterhin eine Interaktion von Ino4 mit 

Sua7. Auch dieser Befund sollte auf die C. albicans-Orthologen übertragen werden. Ferner 

sollte die Interaktion von CaIno4Leu75 mit CaIno2 sowie Ino2 in vitro untersucht werden. Die 

Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 31 zu sehen.  

 
 

Abbildung 31: In vitro-Interaktion von 
GST-CaIno4Ser75 mit anderen Regu-
latorproteinen des Phospholipidstoff-
wechsels 

 
 

 

 

Spur 1 belegt eine deutliche Interaktion von GST-CaIno4 mit HA3-CaIno2, wie sie auch in 

vivo zu beobachten war (vgl. Abschnitt 3.3.5.2). Überraschenderweise zeigt die in Spur 2 zu 

sehende Bande eine Interaktion zwischen GST-CaIno4 und HA3-Ino2, die in ihrer Stärke der 

homologen Situation in etwa äquivalent ist. Dieses Ergebnis war aufgrund der bisherigen in 

vivo-Daten (vgl. Abschnitt 3.3.5.2) nicht zu erwarten. Die Vermutung, dass zwischen CaIno4 

und CaSua7 analog zu den Befunden von Heyken (2005) für S. cerevisiae eine Interaktion 

möglich sein könnte, wird durch das Ergebnis in Spur 3 belegt. 

Die in Abbildung 31 gezeigte Interaktion von CaIno4Leu75 und Ino2 wurde durch ein Experi-

ment mit reziproker Anordnung von GST- und HA-Markierung überprüft (vgl. Abbildung 32), 

wobei der GST-Anteil auf die bHLH-Domäne von CaIno2 beschränkt ist. Spur 1 zeigt die zu 

erwartende Interaktion von der CaIno2bHLH mit CaIno4. In Spur 2 wird deutlich, dass auch 

Ino4 mit der CaIno2bHLH interagieren kann. Eine Homodimerisierung des CaIno2 kann auf-

grund des in vitro-Ergebnisses in Spur 3 ausgeschlossen werden. 

 

 

 

 

GST-Fusion CaIno2 CaIno2 
HA3-Fusion CaSua7 Sua7 

GST-Fusion CaIno4 
Ser75 

CaIno4 
Ser75 

CaIno4 
Ser75 

- 

HA3-Fusion CaIno2 Ino2 CaSua7 CaSua7 
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Abbildung 32: Test auf in vitro-Interaktion der 
GST-CaIno2bHLH Fusion mit CaIno4 und Ino4 
sowie Test auf Homodimerisierung von CaIno2 

 Spur 1 zeigt eine Interaktion der CaIno2bHLH mit 
CaIno4Ser75; in Spur 2 ist die Interaktion von 
CaIno2bHLH mit Ino4 gezeigt. In Spur 3 dargestellt ist 
die Untersuchung einer möglichen Homodimerisie-
rung von CaIno2. 
 
 
 

 

Die hier in vitro ermittelten Ergebnisse widersprechen teilweise den bisher beschriebenen in 

vivo Ergebnissen auf der Grundlage von „Two-Hybrid“-Fusionen. In vitro mit aus E. coli 

gewonnenen Proteinen scheint eine „Überkreuz“-Interaktion von Ino2 und Ino4 möglich, die 

in vivo nicht nachzuweisen war, weder durch Komplementationsversuche (vgl. Abschnitt 

3.4.2.1) noch mit Hilfe von „Two-Hybrid“-Fusionen (Abschnitt 3.3.5.2). Möglicherweise 

werden diese Interaktionen in vivo durch andere Faktoren unterbunden, die in diesem experi-

mentellen Ansatz nicht berücksichtigt werden konnten. 

 

GST-Fusion CaIno2 
bHLH 

CaIno2 
bHLH 

CaIno2 
bHLH 

HA3-Fusion CaIno4 
Ser75 

ScIno4 CaIno2 
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3.5 Disruption von CaINO2 und CaINO4 in C. albicans   
 
 
Die bisher beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass CaIno2 und CaIno4 als Transkriptions-

faktoren aktiv sein können, wahrscheinlich jedoch in C. albicans nicht in die Regulation des 

Inositol/Cholin-Stoffwechsels involviert sind. Um eine Funktionsanalyse dieser Proteine 

durchführen zu können, sollte im homologen Organismus C. albicans eine Deletion der Gene 

etabliert werden. Für C. albicans stehen aufgrund der Diploidie des Organismus kaum 

Markergene zur Verfügung.  

 

Der hier verwendete Stamm CAI4 (∆caura3::imn34/ ∆caura3::imn34; Fonzi und Irwin, 1993) 

wurde von Prof. J. Ernst (Universität Düsseldorf) zur Verfügung gestellt. Da in diesem 

Stamm nur ein als Selektionsmarker verwendbares Gen disruptiert ist, war eine Entfernung 

des Markergens nach erfolgreicher Integration der Disruptionskassette in das erste Allel 

erforderlich, um den Marker zur Disruption des zweiten Allels wieder verwenden zu können. 

 

3.5.1 Konstruktion der Disruptionsplasmide 
 
 
Als Vektor wurde das ebenfalls von Prof. J. Ernst zur Verfügung gestellte Plasmid p5921 

(Fonzi und Irwin, 1993) verwendet. In einem ersten Schritt wurden die Flanken der zu disrup-

tierenden Gene mittels PCR amplifiziert und dabei über die Primer geeignete Schnittstellen 

für Restriktionsenzyme in die DNA-Fragmente eingeführt. In Abbildung 33 sind die Binde-

stellen der Primer an der aus chromosomaler DNA des Stammes CAI4 bestehenden Matrize 

dargestellt. 

 

Tabelle 14: Primerkombinationen zur Amplifikation h omologer Flanken für die Disruptions-
kassetten von CaINO2 und CaINO4 

Als Matrize der Amplifikation wurde chromosomale DNA des C. albicans-Stammes CAI4 verwendet. 
Die Angaben in den mit „Abb.“ gekennzeichneten Spalten beziehen sich auf Abbildung 33 

Gen Flanke 5´-Primer Abb. 3´-Primer Abb. 
CaINO2 obere CaINO2 5´up -1 BamHI P1 CaINO2 3´up -547 HindIII P2 

 untere CaINO2 5´down +480 
SacI 

P3 CaINO2 3´down +1 BglII P4 

CaINO4 obere CaINO4 5´up -559 SacI P5 CaINO4 3´up -1 BglII P6 
 untere CaINO4 5´down +1 

BamHI 
P7 CaINO4 3´down +511 HindIII P8 
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Abbildung 33: Konstruktion der Disruptionskassetten  zur Deletion von CaINO2 bzw. CaINO4 in 
dem C. albicans -Stamm CAI4 

Zunächst wurden die Flanken per PCR mit chromosomaler DNA als Matrize amplifiziert, wobei die 
Primer geeignete Restriktionsschnittstellen einführen. In einer ersten Ligation wird je eine Flanke der 
Gene über die Schnittstellen SacI und BglII in den Vektor p5921 inseriert: es entstehen die Plasmide 
pJH94 (untere Flanke CaINO2-hisG-CaURA3-hisG) und pJH96 (obere Flanke CaINO4-hisG-
CaURA3-hisG). In diese Plasmide wird die jeweils andere Flanke des betreffenden Gens über die 
Schnittstellen BamHI und HindIII inseriert: es entstehen die Disruptionsplasmide pJH95 (untere Flanke 
CaINO2-hisG-CaURA3-hisG-obere Flanke CaINO2) und pJH97 (obere Flanke CaINO4-hisG-
CaURA3-hisG-untere Flanke CaINO4) 
 

Zur Konstruktion der Disruptionsplasmide wurden die Flanken der Gene mit den in Tabelle 

14 angegebenen Primern amplifiziert. Diese Primer fügen an die Sequenzen der oberen 

(upstream) Flanke des CaINO4 bzw. der unteren (downstream) Flanke des CaINO2 Gens 
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Schnittstellen für die Restriktionsenzyme SacI bzw. BglII an. Die so entstandenen DNA-

Fragmente wurden ebenso wie der Vektor p5921 mit diesen Enzymen geschnitten. In einem 

ersten Insertionsschritt entstanden Plasmide, die jeweils nur eine Flanke des betroffenen 

Gens trugen. Die Insertion der unteren CaINO2-spezifischen Flanke in den Vektor p5921 

ergab das Plasmid pJH94 (downstream Flanke CaINO2-hisG-CaURA3-hisG), die Insertion 

der oberen Flanke des CaINO4 in den Vektor ergab das Plasmid pJH96 (upstream Flanke 

CaINO4-hisG-CaURA3-hisG). Für einen zweiten Insertionsschritt wurden diese Plasmide mit 

den Restriktionsendonukleasen BamHI und HindIII linearisiert. 

Die obere Flanke des CaINO2 Gens und die untere CaINO4-Flanke waren wiederum mittels 

der PCR-Primer mit den entsprechenden Schnittstellen versehen und mit den Restriktions-

enzymen geschnitten worden. Die Insertion der oberen CaINO2 Flanke in das Plasmid 

pJH94 ergab das Disruptionsplasmid pJH95 (downstream Flanke CaINO2-hisG-CaURA3-

hisG-upstream Flanke CaINO2), die Insertion der unteren CaINO4 Flanke in das Plasmid 

pJH96 ergab das Disruptionsplasmid pJH97 (upstream Flanke CaINO4-hisG-CaURA3-hisG-

downstream Flanke CaINO4; Abbildung 33). 

 

3.5.1.1 Disruption des ersten Allels von CaINO4 
 
 
Aus diesen Plasmiden konnte nun mittels eines Verdaus mit den Restriktionsenzymen SacI 

und HindIII die jeweilige vollständige Disruptionskassette freigesetzt werden. Es wurden 

mehrere Transformationstechniken getestet, um eine Aufnahme der DNA durch den verwen-

deten C. albicans-Stamm zu erreichen, darunter die LiAc-Methode als chemische Standard-

Transformationsmethode (Lotz, 2004) für Hefen und die Elektroporation als physikalische 

Methode wie bei Bentink (2001) beschrieben. 

Letztlich erfolgreich war die Transformation des C. albicans-Stammes CAI4 nur durch 

Elektroporation, wobei im Wesentlichen die von De Backer et al. (1999) beschriebene 

Methode eingehalten wurde. Es zeigte sich, dass die Verwendung einer Elektroporations-

küvette von 2 mm Elektrodenabstand ideal war. Der Einsatz von 0,5-2 µg restriktionsver-

dauter DNA ergab die beste Transformationseffizienz. 

Sofort nach dem Stromimpuls wurden die Zellen mit eiskaltem 1 M Sorbitol aus der Küvette 

gespült und auf einer SCD-Ura-Platte mit 1 M Sorbitol restlos ausplattiert. Die folgende 

Inkubation bei 30°C konnte bis zu 10 Tagen dauern, um ausreichende Koloniegrößen zu 

erhalten. Nach dem Umstreichen und ausreichendem Wachstum der Klone auf Uracil-freiem 

SCD-Medium ohne Sorbitol wurde eine Gesamtzell-PCR durchgeführt, um die korrekte Inte-

gration der Disruptionskassette zu verifizieren. Zur Verifizierung der korrekten genomischen 

Integration der Disruptionskassetten wurden in einer Gesamtzell-PCR Verifizierungsprimer 

genutzt, von denen einer außerhalb der Disruptionskassette mit der genomischen DNA 
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hybridisieren konnte. Damit war die Amplifikation eines PCR-Fragmentes nur bei korrekter 

Lokalisation der Kassette möglich. Ein Schema der Primer-Bindestellen zur Verifizierung ist 

in Abbildung 34 dargestellt. 

 

 
 
Kurzbezeichnung Primername 

P1        CaINO2 Ver 5´+574 oder CaINO4 Ver 5´-598 
P2 CaINO2 Ver ORF 3´ 93-74 oder CaINO4 Ver ORF 3´ 90       
P3          CaINO2 Ver up -1 3´ oder CaINO4 Ver down +1 
P4    hisG 3´1Ver 
P5      CaURA3 Ver ORF 3´28-8 

 

Abbildung 34: Bindestellen der Verifizierungsprimer  zum Nachweis einer Integration der 
CaINO2- bzw. CaINO4-Disruptionskassetten in das Genom von C. albicans  

Dargestellt sind die drei möglichen Zustände eines Allels der zu disruptierenden Gene. Die Tabelle 
gibt die Gesamtbezeichnungen der in der Grafik schematisch dargestellten Verifizierungsprimer 
wieder. 
 
 
Die Überprüfung der korrekten Insertion in ausgewählten caino4::CaURA3 Transformanten-

kolonien erfolgte zunächst mit der Primerkombination CaINO4 Ver 5´-598 mit hisG 3´1Ver. 

Hierbei zeigte sich, dass von den vier auf die Disruption des CaINO4 getesteten Kolonien 

drei eindeutig positiv waren, die Disruptionkassette also an der richtigen Stelle ins Genom 

integriert war (vgl. Abbildung 35). Diese Klone bekamen die Bezeichnungen JHY1-1, -2 und 

-4 (Genotyp: caura3::IMN434 / caura3::IMN434 caino4::hisG-CaURA3-hisG CaINO4). Die 

Disruption des zweiten Allels erforderte eine Entfernung des Markers CaURA3 aus dem 

Genom der Zellen, um ihn in einem zweiten Transformationschritt wieder verwenden zu 

können. 
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Abbildung 35: Nachweis der korrekten Integration de r ∆∆∆∆caino4   Disruptionskassette in das 
erste CaINO4 Allel im Genom von C.albicans  CAI4 

Dargestellt ist das Ergebnis der Gesamtzell-PCR mit vier ausgewählten Transformanten. Es wurden 
folgende Primer verwendet: „CaINO4 Ver 5´-598“ und „hisG 3´1Ver“. Die Klone 1, 2 und 4 führten zur 
Amplifikation der gesuchten Bande, hier war die Disruptionskassette demnach korrekt ins Genom 
integriert worden. 
 
 

3.5.1.2 Entfernung des Selektionsmarkers CaURA3 aus transformierten Zellen 
 
Das Plasmid p5921, auf dem die hier verwendeten Disruptionsplasmide beruhen, verfügt 

über eine doppelt vorhandene Sequenz des hisG; die Kopien dieses Gens flankieren den 

Selektionsmarker CaURA3 auf beiden Seiten. Werden Zellen, die ein solches Konstrukt in ihr 

Genom integriert haben, ohne Selektionsdruck in einem Vollmedium inkubiert, kommt es mit 

einer mittleren Häufigkeit von 5,9x10-4 (Fonzi und Irwin, 1993) zu einem 

Rekombinationsereignis zwischen diesen Genkopien, in dessen Verlauf der Marker und eine 

Kopie des hisG aus dem Genom entfernt werden (Abbildung 36).  

 
 
 

Abbildung 36: Schematische Darstellung der Rückgewi nnung des Selektionsmarkers CaURA3 
durch Rekombination zwischen den flankierenden his G-Kopien unter nicht-selektiven 
Inkubationsbedingungen 

 
 

646 bp 

Klon     1        2        3      Std      4     
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Plattiert man die unter nichtselektiven Bedingungen gewachsenen Zellen nach 

ausreichender Inkubationszeit auf Medium aus, das 5-Fluororotsäure (5-FOA) und Uridin 

(Uridin kann von C. albicans schnell, Uracil nur langsam aufgenommen werden; Polak, 1990) 

enthält, so überleben nur solche Zellen, die den Marker verloren haben. 5-FOA wirkt als 

basenanaloge Verbindung; es wird durch die durch URA3 codierte Orotidin-5´-phosphat 

Decarboxylase, die normalerweise Orotidin-5`-monophosphat (OMP) im Rahmen der de 

novo-Pyrimidin-Synthese zu Uridin-5`-monophosphat (UMP) umwandelt, zu 5-Fluor-UMP 

umgesetzt. Dieses fluorierte Ribonukleotid hat einen toxischen Effekt auf die Zelle (Boeke et 

al., 1984; Lay et al., 1998; Morschhäuser et al., 1999; Iwaguchi et al., 2004). Zellen, die über 

eine intakte Uracil-Synthese verfügen, sterben also an ihrem eigenen Stoffwechsel, während 

solche ohne CaURA3-Marker das Uridin aus dem Medium aufnehmen und damit überleben. 

Die Transformante JHY1-1 (caino4::hisG-CaURA3-hisG CaINO4) wurde 24 Stunden ohne 

Selektionsdruck bis zu einer Zelldichte von etwa 8x107 Zellen pro Milliliter Komplettmedium 

(SCD+Uridin+Uracil) inkubiert. Danach wurde eine verdünnte Zellsuspension auf Uridin und 

5-FOA enthaltendem Medium ausplattiert und einige Tage bei 30°C inkubiert. Abbildung 37 

zeigt das Ergebnis der Prozedur im Fall der 1:10-Verdünnung. 

 
 

Abbildung 37: Koloniewachstum von C. albicans  JHY1 auf 
SCD +Uridin +5-FOA nach vorhergehender 24-stündiger  
Inkubation in flüssigem SCD+Uracil+Uridin 

Dargestellt ist eine Agarplatte, auf der 30 µl einer 1:10-Verdün-
nung der in Komplettmedium gewachsenen Zellen ausgebracht 
wurden. Zellen, die durch das Wachstum ihren CaURA3-Selek-
tionsmarker verloren haben, können unter Nutzung des angebo-
tenen Uridins wachsen. Zellen, die noch über einen intakten 
Uracil-Syntheseapparat verfügen, nutzen 5-FOA als Pyrimidin-
analoge Verbindung, wodurch ein toxischer Metabolit entsteht 
und die Zellen zugrunde gehen. 
 
 

Die erhaltenen Klone wurden nochmals auf SCD-Medium mit Uridin und 5-FOA umgestri-

chen und nach einem erneuten Wachstum auf eine SCD-Ura-Platte gestempelt, um sie auf 

ihren korrekten Phänotyp zu testen. Hier zeigte sich kein Wachstum der Zellen, unabhängig 

davon, ob die Platte mit Inositol/Cholin supplementiert war oder nicht. Wurde die Platte hin-

gegen mit Uracil und Uridin supplementiert, war ein gutes Wachstum der Kolonien zu beob-

achten (nicht gezeigt). Somit zeigte der Phänotyp der Klone einen Verlust des Selektions-

markers. Zur molekularen Verifizierung wurde die DNA des Stammes JHY1-1 und eines 

ausgewählten CaURA3-negativen Klons isoliert und im Vergleich zum Wildtyp CAI4 als 

Matrize mit den in Abbildung 34 schematisch dargestellten verschiedenen Kombinationen 

der Verifizierungsprimer in PCR-Reaktionen eingesetzt. Abbildung 38 zeigt das Ergebnis 
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dieser Verifizierungen. Ein Klon mit dem korrekten Genotyp erhielt die Bezeichnung JHY2 

(caura3::IMN434 / caura3::IMN434 caino4::hisG / CaINO4). 

 

Sehr gut zu erkennen ist das Auftreten zweier für die Disruptionskassette spezifischer 

Banden beim Stamm JHY1 in den Spuren 3 und 4. Hier wurden jeweils 3´-Primer eingesetzt, 

die entweder für das hisG-Gen (Spur 3) oder das CaURA3-Gen (Spur 4) spezifisch sind. 

Somit können diese Banden beim Wildtypstamm CAI4 nicht auftreten. Aufgrund des hetero-

allelen Zustandes der Stämme JHY1 und JHY2 traten wie beim Wildtyp Banden auf, wenn 

für das CaINO4 spezifische Primer eingesetzt wurden (Spur 1). Hieraus resultiert auch die 

immer gleiche Bandengröße der Spuren 2, deren 3´-Primer kurz hinter dem CaINO4 mit der 

Matrize hybridisieren können. Ebenfalls gut zu sehen ist der Verlust des Markers nach der 5-

FOA-Behandlung durch das Verschwinden der für CaURA3-spezifischen Bande in Spur 4 

beim Stamm JHY2 gegenüber Spur 4 des Stammes JHY1. 

 
 

 
 

Erw. Fragmentgröße bp Spur 5´-Primer 3´-Primer 
CAI4 JHY1 JHY2 

Abbildung 34 

1 CaINO4 5´-598 Ver CaINO4 Ver ORF 3´ 90 688 688 688 P1 + P2 
2 CaINO4 5´-598 Ver CaINO4 Ver down +1 1099 1099 1099 P1 + P3 
3 CaINO4 5´-598 Ver hisG 3´1Ver - 646 646 P1 + P4 
4 CaINO4 5´-598 Ver CaURA3 Ver ORF 3´28-8 - 2229 - P1 + P5 

 

Abbildung 38: PCR-Nachweis der verschiedenen allele n Zustände am CaINO4 Genort in den 
C. albicans -Stämmen CAI4, JHY1 und JHY2  

Dargestellt sind die Ergebnisse verschiedener PCR-Amplifikationen mit den in der Tabelle angegebe-
nen Primerkombinationen. Die verschiedenen Fragmentgrößen gleicher Primerkombinationen bei den 
unterschiedlichen Stämmen ergeben sich aus den in Abbildung 34 dargestellten, sich je nach allelem 
Zustand relativ zum 5´-Primer verschiebenden Bindestellen der 3´-Primer. 
 
 

3.5.1.3 Disruption des ersten Allels von CaINO2 
 
 
Hier wurde analog zu den in Abschnitt 3.5.1.1 beschriebenen Abläufen verfahren, es wurde 

jedoch das Plasmid pJH95 (caino2::CaURA3) zur Transformation des C. albicans-Stammes 

CAI4 verwendet. Nach 5 Tagen Inkubation bei 30°C wa r nur eine Kolonie auf SCD -Ura-

Medium gewachsen, bei der die korrekte Insertion der Disruptionskassette durch eine 

1 2 3 4 St St1 2 3 4 1 2 3 4 

CAI4 JHY1 JHY2 

0,5 

1,0 
1,5 
2,0 

kb 
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Gesamtzell-PCR mit den Primern „CaINO2 Ver 5´+574“ und „hisG 3´1Ver“ nachgewiesen 

werden konnte (Abbildung 39).  

 
 
 

                                                              
 

Abbildung 39: Nachweis der korrekten Integration de r ∆∆∆∆caino2   Disruptionskassette in das 
erste CaINO2 Allel im Genom von C.albicans CAI4 

Dargestellt ist das Ergebnis der Gesamtzell-PCR der erhaltenen Transformante. Es wurden folgende 
Primer verwendet: „CaINO2 Ver 5´+574“ und „hisG 3´1Ver“. Der Klon führte zur Amplifikation der 
gesuchten Bande, hier war die Disruptionskassette demnach korrekt ins Genom integriert worden. 
 
 
Die einzige erhaltene Kolonie bei der Disruption des ersten CaINO2 Allels erwies sich somit 

als korrekt und erhielt die Bezeichnung JHY3 (caura3::IMN434 / caura3::IMN434 caino2:: 

hisG-CaURA3-hisG / CaINO2). Auch dieser Stamm wurde zur Entfernung des CaURA3 

Markers 24 Stunden in synthetischem Komplettmedium inkubiert und danach auf 5-FOA-

haltigem Medium mit Uracil und Uridin ausplattiert. Nach mehreren Tagen Inkubation wurde 

in ausgewählten Klonen auf Verlust des CaURA3 Markers getestet. Dabei wurde der neue 

Stamm JHY4 erhalten (caura3::IMN434 / caura3::imn434 caino2::hisG / CaINO2). Eine ver-

gleichende Analyse der allelen Zustände am CaINO2 Genort wurde mit chromosomaler DNA 

der Stämme CAI4, JHY3 sowie JHY4 und mit verschiedenen Kombinationen von PCR-

Primern durchgeführt. Das Ergebnis ist in Abbildung 40 dargestellt.  

 

 
 

Erw. Fragmentgröße bp Spur 5´-Primer 3´-Primer 
CAI4 JHY3 JHY4 

Abbildung 34 

1 CaINO2 Ver 5´+574 CaINO2 3´ Ver ORF 93-
74 

667 667 667 P1 + P2 

2 CaINO2 Ver 5´+574 CaINO2 Ver up3´-1 1735 1735 1735 P1 + P3 
3 CaINO2 Ver 5´+574 hisG 3´1Ver - 621 621 P1 + P4 
4 CaINO2 Ver 5´+574 CaURA3 Ver ORF 3´28-8 - 2204 - P1 + P5 

 

Abbildung 40: PCR-Nachweis der verschiedenen allele n Zustände am CaINO2 Genort in den 
C. albicans -Stämmen CAI4, JHY3 und JHY4 

Dargestellt sind die Ergebnisse verschiedener PCR-Amplifikationen mit den in der Tabelle angegebe-
nen Primerkombinationen. Die verschiedenen Fragmentgrößen gleicher Primerkombinationen bei den 
unterschiedlichen Stämmen ergeben sich aus den in Abbildung 34 dargestellten, sich je nach allelem 
Zustand relativ zum 5´-Primer verschiebenden Bindestellen der 3´-Primer. 
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Wie schon in Abschnitt 3.5.1.2 für CaINO4 beschrieben, sind die Spuren 3 und 4 diejenigen, 

in denen nur bei korrekter Insertion der Disruptionskassette Banden auftreten können. In 

Spur 4 tritt nur eine Bande auf, wenn sich der Selektionsmarker CaURA3 im Genom befindet 

(JHY3), ist er jedoch durch Rekombinationsereignisse zwischen den beiden flankierenden 

hisG-Kopien entfernt, fehlt diese Bande (JHY4), während die Integration der Kassette noch 

durch das Auftreten einer hisG-spezifischen Bande belegt ist (JHY3 und JHY4, jeweils 

Spur 3). 

 
 

3.5.1.4 Disruption des jeweils zweiten Allels von CaINO2 und CaINO4 
 
 
Mit der Entfernung des CaURA3 Selektionsmarkers waren die heteroallelen Stämme JHY2 

(caino4::hisG/CaINO4) und JHY4 (caino2::hisG/ CaINO2) zur Deletion des zweiten Allels der 

jeweiligen CaINO2 bzw. CaINO4 Gene vorbereitet. In einer zweiten Transformation sollte 

nun das verbleibene Allel des jeweils zu disruptierenden Gens zerstört werden. Dazu wurden 

wieder die vorhandenen Disruptionkassetten aus den Plasmiden pJH95 (caino2::CaURA3) 

und pJH97 (caino4::CaURA3) freigesetzt und durch Elektroporation in den jeweils korrelie-

renden heterozygoten C. albicans-Stamm JHY2 bzw. JHY4 transformiert. 

Die erhaltenen Kolonien wurden mit den Primerkombinationen „CaINO2 Ver 5´+574“ und 

„CaINO2 3´ Ver ORF 93-74“ bzw. „CaINO4 5´-598 Ver“ und „CaINO4 Ver ORF 3´ 90“ auf 

das Vorliegen des Wildtypallels getestet. 

Zunächst wurden die Transformationsansätze auf SCD-Ura-Medium mit 1 M Sorbitol 

ausplattiert. Dabei wurden Kolonien erhalten, die sich in ihrer Wachstumsrate deutlich 

unterschieden. Bei den erhaltenen Kolonien ergaben sich aber unabhängig von der 

Wachstumsgeschwindigkeit nach der Transformation keine Befunde für einen homoallelen 

Zustand der Zellen, in allen Zellen wurde das Wildtypallel nachgewiesen. 

Von S. cerevisiae ist bekannt, dass INO2 und INO4 durch ihre ICRE-Bindung bei der Expres-

sion von Genen der Fettsäure-Biosynthese eine Rolle spielen (Schüller et al., 1992a; 1992b; 

Hasslacher et al., 1993). Daher wurden bei den folgenden Transformationen dem Medium 

neben Sorbitol auch Oleat und TWEEN20 als Fettsäurequellen zugesetzt, um eine mög-

licherweise letale Disruption aufgrund ausbleibender Fettsäure-Biosynthese zu kompen-

sieren. Auch hier ergaben sich keinerlei Hinweise auf das Entstehen eines homoallelen 

Zustands einer oder mehrerer Kolonien. Insgesamt wurden bei dem Versuch der Disruption 

des zweiten CaINO2 Gens 145 Kolonien, bei dem Versuch der Disruption des verbleibenden 

CaINO4 Gens 121 Kolonien erhalten. Obwohl alle Kolonien auf ihr Wachstum unter Inositol/ 

Cholin-Mangelbedingungen sowie auf ihr Wachstum auf synthetischem Minimalmedium 

getestet wurden, zeigten sich keine phänotypischen Abweichungen gegenüber den Aus-
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gangsstämmen. Genotypisch wurden etwa 50% der erhaltenen Kolonien getestet, jedoch 

war bei allen das jeweilige Wildtypallel nachweisbar. Zusammenfassend ist somit festzu-

halten, dass es nicht gelang, homoallele C. albicans-Mutanten mit Defekten in den Genen 

CaINO2 oder CaINO4 zu erhalten. 
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4 Diskussion 
 
Präparation eines Ino2/Ino4-Heterodimers 
 

Die Optimierung der Reinigung von Ino2- und Ino4-Protein mit dem Ziel der Kristrallisation 

des an seine ICRE-Zielsequenz gebundenen Heterodimers dieser beiden Transkriptions-

faktoren stellte eine Fortsetzung der Arbeiten der vorangegangenen Diplomarbeit (Hoppen, 

2002) dar. Die zur DNA-Bindung jeweils minimal nötigen Domänenlängen von Ino2 bzw. 

Ino4 waren während der Diplomarbeit bereits eingegrenzt worden. Aufgrund der bekannten 

Syntheseleistung der vorhanden Gen-Konstrukte zur heterologen Expression der Proteine 

mit einem N-terminalen GST-Tag und einem zusätzlichen C-terminalen His6-Tag in E. coli 

wurde auf weitere Optimierungen auf DNA-Ebene z. B. durch andere Promotoren oder 

andere Vektoren verzichtet, vielmehr sollte die Optimierung im Bereich der Proteinreinigung 

erfolgen. Bislang waren lediglich Untersuchungen im „batch“-Verfahren vorgenommen 

worden, wobei das affinitätschromatographische Trennmedium, in diesem Fall entweder 

GST- oder Ni-NTA-Sepharose einem Rohextrakt einer Expressionskultur beigemischt wurde 

und nach einer Inkubation die gesuchten Fusionsproteine mit der Sepharose präzipitiert 

werden konnten. Die dabei erzielte Reinheit war für Funktionsstudien der Proteine absolut 

ausreichend, für eine Proteinkristallisation musste sie deutlich optimiert werden. Deshalb 

wurden im Rahmen dieser Arbeit zunächst mit Ni-NTA-Sepharose gefüllte Chromatographie-

Säulen eingesetzt.  

Beladen wurden die Säulen (Kapazität 1 ml Sepharose) mit dem dreifachen Volumen an 

Rohextrakt pro Volumen Sepharose im Vergleich zu den vorangegangenen „batch“-

Reinigungen, wobei durch den veränderten Aufschluß („French Press“ statt Ultraschall) auch 

der Proteingehalt im Rohextrakt durchschnittlich etwa um das Zehnfache erhöht vorlag. 

Diese Erhöhung der auf die Säule aufgebrachten Proteinmenge erschien sinnvoll, da die im 

vorangegangenen batch-Verfahren verwendete Matrix eine relative geringe Bindekapazität 

von 5 – 10 mg His6-Protein pro Milliliter Sepharose aufwies (Novagen), die jetzt in den 

Chromatographie-Säulen eingesetzte Sepharose hingegen 40 mg pro Milliliter binden 

können sollte (GE Healthcare). Die Elution erfolgte wie beschrieben mit einem Imidazol-

haltigen Puffer über einen Stufengradienten. Hier zeigte sich bei 40 % Elutionspuffer ein 

kleiner Peak, der durch Gelretardierungsexperimente eindeutig dem gesuchten GST-Ino2 

Fusionsprotein zugeordnet werden konnte. Jedoch war eine Kontamination der Fraktion des 

Zielproteins durch mehrere andere Proteine gegeben, wie mittels SDS-PAGE nachgewiesen 

wurde.  

Im Laufe der Untersuchungen stellte sich zudem das Problem ein, dass die Säulen trotz 

vorheriger Zentrifugation und Filtrierung mit 0,45 µm Spritzenvorsatzfiltern zum Verstopfen 
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neigten, obwohl der Hersteller diese Vorfilterung als ausreichend angab. Da aufgrund dieser 

Tatsache pro Säule nur zwei reproduzierbare Elutionen möglich waren, wurde entschieden, 

die Menge der auf die Säule aufgebrachten störenden Proteine durch eine vorgeschaltete 

Anionen-Austausch-Chromatographie zu reduzieren und gleichzeitig die Partikellast der 

Probe zu vermindern. Als Trennmedium wurde eine selbstgepackte DEAE-Chromatographie-

Säule genutzt. Pro Lauf wurden hier etwa 70 Fraktionen erhalten. Diese Fraktionen wurden 

wiederum mittels Gelretardierungsexperimenten auf das Vorhandensein des Zielproteins 

getestet. Dies ermöglichte eine genaue Bestimmung der Fraktionen, die das jeweilige 

Zielprotein enthielten. Die Konzentrationsbestimmung des Proteingehalts aller Fraktionen 

zeigte, dass der Großteil der im Rohextrakt vorkommenden Proteine von den gesuchten 

Fraktionen abgetrennt worden war. Mit dieser Abtrennung ist das Ziel erreicht worden, die 

auf eine nachgeschaltete  Affinitätschromatographie-Säule aufzubringende Proteinmenge 

reduzieren zu können. In den sich anschliessenden Verfahren sollten somit eine verbesserte 

Reinheit der Zielproteine sowie eine Verlängerung der Nutzbarkeit der Säulen erzielbar 

werden.  

Mit den vorliegenden Ergebnissen sollte der Weg geebnet sein, sowohl Ino2 als auch Ino4, 

einzeln heterolog in E. coli exprimiert, aus dem jeweiligen Rohextrakt in ausreichender 

Menge und in ausreichender Reinheit aufzureinigen. Hierzu müssten die entsprechenden 

Fraktionen mehrerer Säulenläufe, in denen DEAE-Sepharose als Trennmedium eingesetzt 

wurde, vereinigt werden und die Proteinlösungen anschließend entweder gegen einen 

Bindepuffer für Ni-NTA-Sepharose dialysiert oder alternativ mit einem solchen Puffer in 

ausreichendem Maße verdünnt werden. Dies sollte eine Bindung relativ großer Mengen des 

Zielproteins an die Ni-NTA-Sepharose ermöglichen, da die Menge unerwünschter und somit 

die Chromatographie störender Proteine in der aufzutragenden Probe schon stark reduziert 

ist.  

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden unter nativen Bedingungen 

durchgeführt. Jedoch ist es möglich, Ni-NTA-Sepahrose auch unter denaturierenden 

Bedingungen zu beladen, z.B. in Gegenwart von 8 M Harnstoff (Das und Mukhopadhyay, 

2009). Zum einen könnte dadurch eine Erhöhung der Konzentration an Zielprotein im 

Rohextrakt durch den Aufschluß potentiell vorhandener „inclusion bodies“ ermöglicht 

werden. Zum anderen könnte das Verstopfen der Säulen vermindert werden, wenn durch die 

Denaturierung eine Verringerung der Menge größerer Partikel wie Proteinaggregate, zu 

denen auch die inclusion bodies zählen müssen, eintritt. Dennoch sollte jede Probe mit 

einem 0,22 µm-Filter von Partikeln gereinigt werden. Darüber hinaus sollte in Zukunft 

versucht werden, durch eine deutliche Erhöhung der aufgetragenen Kulturmenge die 

Verhältnisse der an die Säule bindenden Proteine zugunsten der überexprimierten 
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Fusionsproteine zu verschieben, um somit durch die Verdrängung unerwünschter Proteine 

einen besseren Reinigungsgrad zu erzielen. 

Mit einer denaturierten Probe könnte es weiterhin möglich sein, auch nur über 

affinitätschromatografische Methoden größere Menge hochreiner Proteine bei gleichzeitig 

verlängerter Lebensdauer der verwendeten Chromatographie-Säulen zu erzielen.  

 

 

Analyse von S. cerevisiae -Promotoren mit ICRE-Motiven 

 

Durch Datenbank-gestützte, genomweite Analysen ist es möglich, regulatorische Elemente 

in Promotoren von Genen zu identifizieren und die von ihnen beeinflussten Gene im Hinblick 

auf regulatorische Zusammenhänge zu untersuchen. Eine Untersuchung der nicht 

codierenden Bereiche des Genoms von S. cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/cgi-

bin/seqTools) nach dem Konsensusmotiv des Ino2/Ino4-Heterodimers, WYTTCAYRTG, 

ergab 309 Treffer. Viele dieser 309 Primärtreffer wurden aber nicht weiter berücksichtigt, weil 

deren Sequenz oder Position (z. T. downstream der TATA-Box) gegen eine Funktion als 

ICRE sprach. Es verblieben 193 mutmaßlich echte ICRE-Motive im Bereich von 1 kbp 

upstream aller Gene von S. cerevisiae. Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige von ihnen 

ausgewählt, ihre Abhängigkeit vom Ino2/Ino4-Heterodimer näher untersucht und mit den 

Ergebnissen verschiedener aktueller Studien verglichen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine in vitro-Bindung des Heterodimers aus 

Ino2 und Ino4 an die ICRE-tragenden upstream-Regionen der Gene FAR8, RSF1, YEL073C, 

ARG4, ERG20, GPD2, VHT1 und URA8. In vivo wurden diese Gene durch die An- bzw. 

Abwesenheit von IC beeinflusst, wobei der Grad der Regulation unterschiedlich war. FAR8, 

RSF1, YEL073C und URA8 zeigten eine starke Regulation, ihre Expression betrug in einer 

ino4-Nullmutante weniger als 25% des Vergleichswertes einer opi1-Nullmutante. Die Expres-

sion von ARG4, ERG20, GPD2 und VHT1 fiel hingegen nur auf etwas weniger  als 70%, was 

sie immer noch als deutlich, aber nur teilweise IC-reguliert ausweist. Diese Regulationsunter-

schiede sind vermutlich weiteren Bindestellen für pleiotrope Aktivatorproteine wie Rab1, Abf1 

oder Reb1 im jeweiligen Promotor geschuldet, welche durch in silico-Recherchen identifiziert 

wurden und eine hohe Genexpressionsrate selbst bei Verlust des ICRE-Anteils vermitteln 

könnten. 

Vergleicht man diese Ergebnisse mit einer genomweiten Studie von Microarray-Daten 

(Santiago und Mamoun, 2003), so wurden dort 50 Gene beschrieben, die durch IC mindes-

tens um den Faktor 3 auf- oder abreguliert wurden. Der Vergleich der Genexpression unter 

dereprimierenden bzw. reprimierenden Bedingungen in einem Wildtyp-Stamm ergab in der 

Studie für das von drei ICRE-Motiven regulierte INO1 einen Regulationsfaktor von 46,9. Auf 
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einen ähnlichen Wert kam BIO5, das einen Regulationsfaktor von 40,1 aufweist. Neben dem 

auch in der vorliegenden Arbeit untersuchten VHT1 wurden weitere Gene des Biotin-

Stoffwechsels von Santiago und Mamoun als durch IC reguliert beschrieben (BIO2: 6,1; 

BIO3: 23,8; BIO4: 6,4). Für das einen Biotin-Transporter codierende VHT1 wurde dabei ein 

Regulationsfaktor von 3,9 gemessen, im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Faktor 

von 1,5 ermittelt. Bis auf VHT1 und BIO2 trägt jedoch keines der beschriebenen Gene eine 

ICRE-Sequenz im Promotor. Schaut man sich bei Santiago und Mamoun die für diese Gene 

unter reprimierenden Bedingungen erhaltenen Werte einer opi1-Nullmutante im Vergleich 

zum Wildtyp an, so bewegen sie sich um den Faktor 1 bis 1,4 (VHT1: 1,2)  und damit im 

Bereich der Messwerte der vorliegenden Arbeit. Für INO1 wurde in der Studie bei einem 

entsprechenden Vergleich ein Faktor von 56,7 ermittelt, nur YEL073C erreichte hier 

ebenfalls einen zweistelligen Wert (34,3). Wie bereits für einige der BIO Gene erwähnt, 

deuten die von Santiago und Mamoun erhaltenen Befunde an, dass es weitere IC-regulierte 

Gene ohne ICRE-Aktivierungsmotiv geben könnte, so z. B. MSC2 (codiert einen Kationen-

Transporter; Faktor 6,2), URA10 (codiert eine Orotat-Phosphoribosyl Transferase; Faktor 

4,3), UGA2 (codiert eine Succinat-Semialdehyd Dehydrogenase; Faktor 3,0) sowie TPO2 

(codiert einen Spermin-Transporter, Faktor 3,9). In direkter Verbindung zum Phospho-

lipidstoffwechsel stehen dagegen die ICRE-tragenden Gene PSD1 (codiert die 

Phosphatidylserin Decarboxylase, Faktor 4,3; ICRE bei -403 bis -393; Clancey et al., 1993) 

und OPI3 (codiert die Phosphatidylmonomethylethanolamin Methyltransferase, Faktor 7,2; 

ICREs bei -156 bis -166 und -68 bis -78; Kodaki et al., 1991). Die Beteiligung dieser Gene an 

der Phospholipidsynthese ist in Abb. 2 dargestellt. Erstaunlicherweise wurden bei Santiago 

und Mamoun mehrere bekanntermaßen IC-regulierte sowie Opi1-, Ino2- und Ino4-abhängige 

Strukturgene wie z. B. CHO1 und CHO2 nicht identifiziert. Eine vergleichbare Arbeit wurde 

später auch von Jesch et al. (2005) veröffentlicht, die einen teilweise überlappenden Satz IC-

regulierter Gene beschreibt, aber auch weitere Gene benennt. 

Leider wurden in der Studie von Santiago und Mamoun die Vergleiche von Wildtyp und 

∆ino2- bzw. ∆ino4-Mutante nur unter reprimierenden Bedingungen durchgeführt, was letzt-

lich zumindest in Bezug auf die ICRE-abhängige Regulation zu wenig aussagekräftigen 

Werten führt, da in einem Wildtyp unter diesen Bedingungen Ino2 bzw. Ino4 in reduzierter 

Menge synthetisiert werden (Schwank et al., 1997). Aufgrund dieser ca. 10-fach reduzierten 

Menge an funktionellem Ino2-Ino4 Heterodimer kann von einer entsprechend reduzierten 

ICRE-Bindung ausgegangen werden, sodass kein Unterschied zu den überprüften Mutanten 

zu erwarten war. Dieses Problem besteht auch bei der Studie von Lee et al. (2002), in der 

genomweit nach Transkriptionsfaktor-Bindestellen gesucht wurde. Hier wurden die Zellen in  

Vollmedium angezogen (entspricht reprimierenden Bedingungen), was die Bindung von 

Transkriptionsfaktoren an ihre Zielsequenz in vielen Fällen metabolisch unnötig macht, 
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weshalb in dieser Studie z. B. die Bindung von Ino2 an den INO1-Promotor nicht beobachtet 

wurde. Die Bindung von Ino4 hingegen ist gezeigt.  Ebenso wurde in dieser Studie gefunden, 

dass Ino4, nicht aber Ino2, an die Kontrollregion von ERG20 bindet. Umgekehrt wurde für 

ARG4 gefunden, dass Ino2, nicht aber Ino4 bindet. Für die weiteren in der vorliegenden 

Arbeit untersuchten, ICRE-tragenden Kontrollregionen der Gene GPD2, URA8, VHT1 und 

YEL073C konnte weder eine Bindung von Ino2 noch von Ino4 nachgewiesen werden. Diese 

Befunde legen die Deutung nahe, dass eine Vielzahl für die Genexpression relevanter ICREs 

durch die suboptimalen physiologischen Rahmenbedingungen der Studie nicht als Binde-

stellen sowohl für Ino2 als auch Ino4 erkannt werden konnten. 

Betrachtet man die Daten aus Genomprojekten verwandter Saccharomyces-Spezies wie 

S. paradoxus, S. mikatae, S. bayanus und S. castellii (Cliften et al.,  2003; Kellis et al., 2003), 

so finden sich die Motive ICRE1 und ICRE2 des INO1-Promotors nahezu identisch in 

S. paradoxus, S. mikatae und S. bayanus, während der  INO1-Promotor in S. castellii kein 

ICRE aufweist und somit über ein anderes UAS-Element reguliert werden dürfte. Für das 

ICRE3 in S. cerevisiae ist die Funktionalität zweifelsfrei nachgewiesen, jedoch liegt es nur in 

S. mikatae konserviert vor, nicht in S. paradoxus und S. bayanus. Das ICRE4, welches 

bereits im benachbarten „upstream“-Leserahmen von SNA3 liegt, ist gar nicht konserviert. 

Diese Beobachtung stärkt die Ergebnisse, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erzielt 

wurden und wonach eine Beteiligung dieser Sequenz an der Genaktivierung nicht gegeben 

ist. 

Das ICRE der intergenen Region von FAR8 und RSF1 kann sowohl in S. paradoxus und 

S. mikatae gefunden werden, während das in S. cerevisiae stark regulierte YEL073C kein 

ICRE in der Promotorregion anderer Saccharomyces-Spezies aufweist. Die ICREs in den 

Promotorregionen von ERG20 und GPD2 sind sowohl in Position als auch Sequenz in S. 

paradoxus, S. mikatae und S. bayanus  konserviert, ebenso das ICREARG4 in S. paradoxus 

und S. mikatae, jedoch fehlt diesen Hefen das ICREVHT1. Das in S. cerevisiae nur suboptimal 

ausgeprägte ICRE von URA8 (TCTTCACATTC) ist interessanterweise in S. mikatae als 

nahezu perfektes ICRE vorhanden (ACTTCACATGT). Die ICREs der ebenfalls von Ino2 und 

Ino4 beeinflussten Gene FAS1 und FAS2 der Fettsäuresynthese wiederum sind in allen drei 

Organismen komplett konserviert.  

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die in silico-Untersuchung eines Genoms auf 

regulatorische Motive durchaus geeignet ist, um noch unbekannte Zielgene für bestimmte 

Transkriptionsfaktoren zu identifizieren wie auch die Wichtigkeit bekannter UAS-Elemente für 

die Regulation der Zielgene abzuschätzen. Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass zufällig 

ausgewählte Gene mit einem natürlichen upstream ICRE-Motiv durch das Ino2/Ino4-Hetero-

dimer aktiviert werden können, auch wenn die Stärke dieser Aktivierung in Abhängigkeit 

anderer regulatorischer Sequenzen im jeweiligen Promotor  unterschiedlich ausgeprägt ist. 
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Es wurde weiterhin plausibel gemacht, dass auch als „genomweit“ konzipierte Studien 

mitunter lückenhafte Ergebnisse liefern und wohl nur der Vergleich mehrerer Studien mit 

unterschiedlichen Methoden letztlich geeignet ist, Aussagen über Genexpressionsmuster 

stichhaltig zu belegen. Bei der Betrachtung ausgewählter Gene ist der Vergleich von 

Promotorsequenzen in verwandten Organismen gut geeignet, über eine mögliche Konservie-

rung von Motiven weitere Hinweise auf die Bedeutung dieser Regulationssequenzen zu 

erhalten (phylogenetischer „Footprint“). 

 

 

Regulatorgene in Candida albicans  

 

INO1 ist das am stärksten regulierte Gen des Phospholipidstoffwechsels in S. cerevisiae. Ein 

funktionelles CaINO1 wurde 1991 von Klig et al. beschrieben, ebenso konnte ein durch 

CaOPI1 codiertes, dem Opi1 aus S. cerevisiae ähnelndes Protein die IC-Regulation in 

S. cerevisiae vermitteln (Heyken et al., 2003). Weiterhin wurden in silico zwei Proteine 

identifiziert, die deutliche Ähnlichkeiten zu Ino2 bzw. Ino4 aus S. cerevisiae aufwiesen, wobei 

jedoch eine ino2-Nullmutation in S. cerevisiae durch die Expression von CaINO2 nicht 

komplementiert werden konnte (Dietz, 2001). Daher stellte sich die Frage nach der 

Übertragbarkeit der Regulationsmechanismen von S. cerevisiae auf C. albicans. 

 

 

Charakterisierung von CaINO4 

 

Die Identifikation eines zu INO4 aus S. cerevisiae orthologen Gens in C. albicans wurde 

durch Dietz (2001) beschrieben, ebenso das Vorhandensein eines Introns innerhalb der 

genomischen DNA dieses Gens, welches eine gegenüber S. cerevisiae an einer Position 

veränderte Verzweigungsstelle aufweist.  Es ist in der vorliegenden Arbeit gelungen, den 

codierenden Bereich dieses Gens intronfrei zu klonieren, um eine fehlerfreie Expression in 

S. cerevisiae und E. coli zu ermöglichen. Der Nachweis dieser Expression und der Stabilität 

des Proteins CaIno4 in S. cerevisiae wurde ebenfalls geführt. Wie schon für CaIno2 

beschrieben (Dietz, 2001), war auch CaIno4 nicht in der Lage, eine Nullmutation seines 

Orthologen in S. cerevisiae zu komplementieren. Der einzige Hinweis auf eine Interaktion 

zwischen Ino2 und Ino4 aus unterschiedlichen Organismen fand sich in vitro. Im GST-

Pulldown-Experiment wurde zum einen eine Interaktion von GST-CaIno4Leu75 sowohl mit 

CaIno2 als auch mit ScIno2 beobachtet. Umgekehrt wurde auch eine Interaktion von GST-

CaIno2bHLH mit CaIno4Leu75  und ScIno4 nachgewiesen. 
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In vivo konnte eine solche organismenübergreifende Interaktion zwischen Ino2 und Ino4 

jedoch nie beobachtet werden. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass das 

Ausbleiben einer Komplementation einer ∆ino2- oder ∆ino4-Mutation in S. cerevisiae durch 

das jeweils orthologe Protein aus C. albicans der fehlenden in vivo Interaktion zwischen Ino2 

(Ino4) aus S. cerevisiae mit CaIno4 (CaIno2) geschuldet ist, wie im Rahmen dieser Arbeit 

auch durch Two-Hybrid-Untersuchungen belegt wurde. Bei diesen Experimenten, wie auch 

in GST-Pulldown-Untersuchungen, konnte weiterhin gezeigt werden, dass CaIno2 und 

CaIno4 miteinander heterodimerisieren, jedoch nicht individuell homodimerisieren können, 

analog zu ihren Orthologen aus S. cerevisiae (Schwank et al., 1995). Eine unterschiedliche 

Interpretation des Codons CUG (S. cerevisiae: Leucin; C. albicans: Serin) an Position 75 der 

Aminosäuresequenz des CaIno4 erforderte eine Mutagenese des Leserahmens an dieser 

Stelle, um ein zu C. albicans  identisches Protein in S. cerevisiae exprimieren zu können. Die 

Bedeutung dieser in der Loop-Region des bHLH-Proteins CaIno4 lokalisierten Aminosäure 

ließ sich im Two-Hybrid-Experiment nur bedingt erahnen, die Werte der Expression des 

Reportergens lagen im Falle der Interaktion des „falschen“ CaIno4Leu75 mit CaIno2 bei 88% 

der Werte der Expressionsleistung von CaIno4Ser75 mit CaIno2. Etwas deutlicher ist der 

Unterschied der Werte für die Interaktion mit einem auf die bHLH-Domäne beschränkten 

CaIno2-Fusionskonstrukts, hier beträgt die Expressionsleistung beim Einsatz von CaIno4Leu75 

nur 68% gegenüber CaIno4Ser75. Die Bedeutung dieses Aminosäureaustauschs wurde in 

weiteren Experimenten zur transkriptionellen Aktivierung durch das CaIno2/CaIno4-

Heterodimer wesentlich deutlicher und wird daher im nächsten Abschnitt ausführlich 

diskutiert.  

 

 

Transkriptionelle Aktivierung durch das CaIno2/CaIn o4-Heterodimer 

 

Die Interaktion zwischen CaIno2 und CaIno4 analog zu Ino2 und Ino4 wurde wie oben 

beschrieben belegt. Um festzustellen, ob CaIno2 und CaIno4 auch als Transkriptionsfaktoren 

der Phospholipidbiosynthese in Frage kommen, wurde zunächst die upstream-Region des 

CaINO1 Gens untersucht. Diese intergene Region zwischen CaINO1 und dem Nachbargen 

CaCHT3 ist mit 4,5 kbp ungewöhnlich lang. Die in silico Analyse des CaINO1-Promotors 

ergab jedoch kein der Konsensussequenz von S. cerevisiae entsprechendes ICRE, was 

einen ersten Hinweis auf eine andersartige Regulation des CaINO1-Gens in C. albicans gab.  

Es wurden jedoch 16 DNA-Abschnitte entdeckt, deren Basenabfolge dem E-Box-Grundmotiv 

CANNTG entsprach. Zu Beginn dieser Arbeit konnte aufgrund der Sequenzvariabilitäten 

zwischen Ino2 und CaIno2 bzw. Ino4 und CaIno4  nicht ausgeschlossen werden, dass eine 

solche, gegenüber der S. cerevisiae ICRE-Konsensussequenz veränderte DNA-Sequenz 
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durch ein CaIno2/CaIno4-Heterodimer erkannt wird, weshalb die Bindung dieses Hetero-

dimers an überlappende Teilstücke der upstream-Region von CaINO1 in vitro und an die 

gesamte Promotorregion in vivo untersucht wurde. Allerdings führte die Expression einer 

CaINO1-lacZ Fusion in S. cerevisiae auch in Abwesenheit von Ino2 und Ino4 bzw. CaIno2 

und CaIno4 zu einer konstitutiv hohen β-Galaktosidase-Aktivität. Diese rührte vermutlich von 

S. cerevisiae-eigenen transkriptionsaktivierenden Proteinen her, die an unbekannte Motive 

des CaINO1-Promotors binden und somit die Expression des lacZ-Gens aktivieren konnten. 

Eine weitere Steigerung der Enzymaktivität bei gleichzeitiger Expression der mutmaßlichen 

Regulatoren aus C. albicans ließ sich nicht beobachten, was dafür spricht, dass die 

C. albicans-Proteine die Promotorregion nicht erkennen können. Diese Deutung steht im 

Einklang mit Gelretardierungsexperimenten, bei denen keine Bindung eines heterolog durch 

E. coli synthetisierten CaIno2/CaIno4 Heterodimers an überlappende Fragmente der 

CaINO1-Promotorregion nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Befund lässt sich 

folgern, dass die Regulation der Transkription von CaINO1 nicht von CaIno2 und CaIno4 

abhängig ist. Die im Rahmen dieser Gelretardierungsexperimente festgestellte Bindung des 

CaIno2/CaIno4-Heterodimers an das ICRE aus S. cerevisiae offenbarte jedoch das DNA-

bindende Potential dieser Proteine und ließ die Möglichkeit einer transkriptionsaktivierenden 

Wirkung weiterhin gegeben erscheinen. 

 

Der Vergleich von Ino2 und Ino4 aus S. cerevisiae mit ihren mutmaßlichen Orthologen aus 

C. albicans zeigt im Fall des Ino2 eine Sequenzhomologie von 14,5% identischen und 25,3% 

ähnlichen Aminosäuren bei einer Gesamtlänge von 379 Aminosäuren; für Ino4 wurden 33% 

identische und 48,5% ähnliche Aminosäuren bei einer Länge von 130 Aminosäuren ermittelt. 

Der direkte Sequenzvergleich (vgl. Abbildung 17) zeigt, dass bei Ino4 und CaIno4 der 

höchste Grad der Konservierung im Bereich der bHLH-Region zu finden ist. 

Interessanterweise ist der sich an die bHLH-Domäne anschliessende C-terminale Bereich, 

der sich als notwendig für die Funktionstüchtigkeit des Ino4 herausgestellt hat (Hoppen, 

2002), bis auf eine kurze Region von sechs Aminosäuren (Ino4: 136 - 142; CaIno4: 112 - 

118) stark unterschiedlich, während der Bereich der Aminosäuren 1 - 34, die sich als 

entbehrlich für die ICRE-Erkennung erwiesen hatten, über einen längeren Bereich immer 

wieder gleiche oder ähnliche Aminosäuren an identischen Positionen aufweist. 

Schaut man sich hingegen die Sequenz von CaIno2 im Vergleich zu Ino2 an (Abbildung 25), 

so wird deutlich, dass die größten Gemeinsamkeiten hier im Bereich der 

Transkriptionsaktivierungsdomänen liegen. Im Bereich der bei S. cerevisiae 35 Aminosäuren 

umfassenden TAD1 sind insgesamt 14 dieser Aminosäuren gleich oder von ähnlicher 

chemischer Qualität, wobei die größten Übereinstimmungen zwischen der TAD1 aus 

S. cerevisiae bzw. C. albicans sich auf einen zentralen Bereich von 17 aufeinander 
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folgenden Aminosäuren beschränken, in dem 13 dieser 17 Aminosäuren ihrem Pendant aus 

dem anderen Organismus gleich oder ähnlich sind. Für die TAD2 gibt es ebenfalls einen 

Bereich, in dem dies für 11 von 12 Aminosäuren zutrifft (TAD2 gesamt: 15 von 35). Im 

Bereich der bHLH-Region hingegen sind die Ähnlichkeiten weniger kompakt ausgeprägt, 

aber dennoch gut erkennbar. Der basische, DNA-bindende Bereich umfasst 16 

Aminosäuren, von denen nur 7 gleich oder ähnlich sind. Der Abstand zwischen diesen 

Aminosäuren beträgt jedoch meist 2-3 Aminosäuren, weshalb davon ausgegangen werden 

kann, dass hier die funktionellen Aminosäuren konserviert sind, welche sich aufgrund der α-

helikalen Struktur des Aminosäurestranges auf derselben Seite befinden müssten. Dies 

erklärt, warum sowohl das Heterodimer aus Ino2/Ino4 wie auch das Heterodimer aus 

CaIno2/CaIno4 das gleiche ICRE erkennen können. Die von Warsow (2007) festgestellten 

Abweichungen zwischen den Konsensussequenzen der Dimere aus Ino2 und Ino4 

(WYTTCAYRTG) bzw. CaIno2 und CaIno4 (NBWTCASRTG) dürften geringen Einflüssen der 

nicht konservierten Bereiche innerhalb der b-Domänen geschuldet sein, wobei die 

Erkennung einer DNA-Zielsequenz durch das Heterodimer aus CaIno2 und CaIno4 weniger 

stringent ist als bei Ino2 und Ino4. 

Die homologen Proteine interagieren über die Helices 1 und 2 miteinander und können nur 

über diese Bereiche das zur Transkriptionsaktivierung nötige Heterodimer bilden. Die beiden 

Helices eines Proteins sind über den zwischen ihnen liegenden Loop verbunden, so dass 

diesen drei Regionen bei der Heterodimerisierung eine essentielle Rolle zukommt. 

Interessanterweise ist der Loop zwischen den Helices 1 und 2 bei CaIno2 14 Aminosäuren 

länger als bei Ino2; insgesamt sind nur drei Aminosäuren der Loopsequenzen gleich oder 

ähnlich. Es wurde gezeigt, dass eine Interaktion zwischen Ino2 und CaIno4 bzw. zwischen 

Ino4 und CaIno2 in vivo nicht stattfindet. Zum einen wäre es möglich, dass die einzelnen 

Helices ihr Pendant im potentiellen Partnerprotein wegen inkompatibler Wasserstoffbrücken 

oder Oberflächenladungen nicht erkennen. Zum anderen wäre es möglich, dass sich die 

Helices als Ganze im Vergleich zum analogen Protein sterisch nicht in der korrekten Position 

befinden, bedingt durch eine andere räumliche Ausprägung des Loops, der im Vergleich der 

Ino2-Proteine keine konservierten Bereiche, dafür aber unterschiedliche Längen aufweist. 

Für letztere Vermutung spricht, dass sich allein der Austausch einer einzelnen Aminosäure 

im Loop des CaIno4 sowohl in vivo auf die Expression eines Reportergens im Two-Hybrid-

Experiment in S. cerevisiae als auch in vitro auf die Erkennung der DNA-Zielsequenz im 

Gelretardierungsexperiment bei der Expression des Proteins in E. coli ausgewirkt hat, was 

die Bedeutung auch der Loop-Strukturen für die Funktionalität des Heterodimers unter-

streicht (vgl. Abbildung 23: unterschiedlich effiziente ICRE-Bindung durch CaIno4Ser75 und 

CaIno4Leu75). Da der Loop besonders im Vergleich zwischen Ino2 und CaIno2 so gut wie 

nicht konserviert vorliegt, dürfte hier der Hauptgrund der ausbleibenden in vivo 
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Heterodimerisierung zu suchen sein.  Die in vitro Interaktion der heterolog in E. coli 

exprimierten Proteine wäre damit nicht ausgeschlossen, da hier möglicherweise 

Proteinkomplexe mit einer unnatürlichen Konformation entstehen.  

Der Beweis der Bindung des ICRE durch ein CaIno2/CaIno4-Heterodimer im Gelretardie-

rungsexperiment, der von Martin Dietz gelieferte Beleg der Transkriptionsaktivierung eines 

GAL7-lacZ-Reportergens durch ein Gal4DBD-CaIno2-Fusionsprotein sowie die in dieser Arbeit 

beobachtete Two-Hybrid-Interaktion von CaIno2 und CaIno4 legten den Schluss nahe, dass 

eine ∆ino2 ∆ino4-Doppelmutation durch eine zeitgleiche Expression von CaINO2 und 

CaINO4 komplementiert werden könnte. In der Tat konnte der Nachweis für diese These im 

Rahmen dieser Arbeit erbracht werden; ein Heterodimer aus CaIno2 und CaIno4 ist also in 

der Lage, in S. cerevisiae eine Genexpression zu vermitteln. Ebenso wurde eine in vitro-

Interaktion zwischen Opi1 aus S. cerevisiae und CaIno2 bewiesen, weshalb auch die 

Wiederherstellung der IC-Regulation der Phospholipidbiosynthese durch die Opi1-vermittelte 

Repression des INO1-Gens wahrscheinlich ist. 

Die Expression von CaOPI1 in einer S. cerevisiae ∆opi1-Mutante führte zu einer weit-

gehenden Wiederherstellung der IC-Regulation (Heyken et al., 2003), weshalb ursprünglich 

eine Interaktion zwischen CaIno2 und CaOpi1 erwartet wurde. Es konnte jedoch kein 

Hinweis auf eine Bindung von CaOpi1 an CaIno2 oder CaIno4 erhalten werden, wohl aber 

wurde eine Bindung zwischen CaOpi1 und Ino2 aus S. cerevisiae gezeigt. Obwohl die 

Repressorinteraktionsdomänen (RID) von CaIno2 und Ino2 stark konserviert vorliegen, sind 

an den Positionen 118 und 119 jeweils Leucin-Reste (Ino2) gegen Phenylalanin (CaIno2) 

ausgetauscht. Dadurch könnte eine Erkennung des CaIno2 Proteins durch Opi1 oder 

CaOpi1 verhindert werden, denn beide Aminosäuren sind für die Bindung von Opi1 essentiell 

(Heyken et al., 2005). Somit scheint CaOpi1 in C. albicans über das IC-sensorische System 

der Zelle in die Regulation der Phospholipidbiosynthese, mutmaßlich über die Repression 

von CaINO1, involviert zu sein, jedoch über die Beeinflussung eines anderen Antagonisten 

als CaIno2. CaIno2 und CaIno4 hingegen fungieren wie Ino2 und Ino4 als 

transkriptionsaktivierendes Heterodimer,  scheinen in C. albicans diese Aufgabe jedoch für 

andere Gene als ihre Orthologen aus S. cerevisiae übernommen zu haben (transcriptional 

rewiring; s. a. unten). 

Die Quantifizierung der Aktivierungsleistung des CaIno2/CaIno4-Heterodimers im Vergleich 

zum orthologen Proteinkomplex aus S. cerevisiae wurde mittels geeigneter lacZ-Genfusio-

nen und β-Galactosidase-Enzymtests durchgeführt, wobei das Reportergen entweder unter 

die Kontrolle des natürlichen INO1-, des natürlichen CaINO1- oder eines synthetischen 

ICRE-CYC1-Minimalpromotors gestellt wurde. Auch hier zeigte sich eine konstitutiv hohe 

Expression des unter Kontrolle des natürlichen CaINO1-Promotors stehenden Reportergens, 

ohne dass eine Expression von INO2 und INO4 bzw. CaINO2 und CaINO4 die Werte 
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gegenüber der Leervektorkontrolle beeinflusst hätte. Wie bereits beschrieben, ist diese 

konstitutiv hohe Aktivierungsleistung vermutlich durch Bindung zur Zeit unbekannter 

Transkriptionsfaktoren aus S. cerevisiae an zufällig vorhandene Aktivierungssequenzen zu 

erklären. Im Falle der ICRE-abhängigen Promotorkonstrukte zeigte sich, dass die Expression 

des lacZ-Gens bei Anwesenheit der C. albicans-Proteine etwa 61 % der Werte erreichte, die 

bei Anwesenheit der S. cerevisiae-Proteine erreicht wurden. Separiert man die 

Transkriptionsaktivierungsdomänen des CaIno2 und fusioniert diese mit einer Gal4-DNA-

Bindedomäne, so steigt die Expression eines GAL1-lacZ-Konstruktes durch die CaIno2-

TAD1 auf 109 % des Vergleichswertes der TAD1 von Ino2, im Falle der TAD2 beträgt die 

Aktivierung durch das C. albicans-Konstrukt 103 % der Aktivierung des S. cerevisiae-

Pendants. Betrachtet man die Vollängenproteine, so aktiviert auch hier CaIno2 die 

Expression des Reportergens mit 122 % etwas stärker als Ino2 (100 %).  

Es konnte also gezeigt werden, dass die Domänenstruktur des CaIno2 der des Ino2 

entspricht und CaIno2 im gleichen Maße transkriptionsaktivierend wirkt wie Ino2. Hingegen 

erreicht das Heterodimer der Transkriptionsfaktoren aus C. albicans nur etwas mehr als die 

Hälfte der Expressionsleistung des Heterodimers aus S. cerevisiae, was vermutlich durch 

subtile Unterschiede bei der DNA-Bindung zu erklären ist. 

Sowohl für CaIno2 als auch für CaIno4 konnte eine in vitro-Interaktion mit dem 

Transkriptionsfaktor TFIIB aus C. albicans (CaSUA7) nachgewiesen werden, nicht jedoch 

eine in vitro-Interaktion zwischen CaIno2 und Sua7 aus S. cerevisiae. Die Aktivierung des 

GAL1-lacZ-Reporterkonstrukts durch die GAL4DBD-CaINO2TAD-Konstrukte belegt hingegen, 

dass transkriptionale Cofaktoren durch CaIno2 rekrutiert werden können (z. B. der Mediator-

Komplex oder Faktoren der Chromatinmodifizierung). Für das humane Protoonkogen c-Myc 

beispielsweise, dessen bHLH-ZIP Genprodukt strukturelle Ähnlichkeit mit Ino2 aufweist, 

wurde beschrieben, dass es unter anderem auch mit dem TATA-Box bindenden Protein 

(TBP) interagiert und über diese Interaktion eine Transkription vermitteln kann (Hermann et 

al., 2001). Während Dietz et al. (2003) keinen Hinweis auf eine TBP-Ino2 Interaktion 

erhielten, wurden entsprechende Tests mit den C. albicans Proteinen bisher nicht durchge-

führt. 

 

 

Disruption von CaINO2 und CaINO4 

 

Die bisher diskutierten Ergebnisse zeigen, dass eine Beteiligung der Gene CaINO2 und 

CaINO4 an der Regulation der Phospholipidbiosynthese in C. albicans als unwahrscheinlich 

anzusehen ist. Die Disruption dieser Gene stellte einen Ansatz dar, aufgrund ev. auftretender 
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phänotypischer Defekte zu einer genaueren Bewertung der Funktion der Gene im 

homologen Organismus zu gelangen. 

Die Disruption des jeweils ersten Allels von CaINO2 und CaINO4 gelang nach Optimierung 

der Transformationstechnik problemlos, ebenso der Nachweis der korrekten Insertion der 

Disruptionskassetten sowie die notwendige Entfernung des Selektionsmarkers aus dem 

Genom der Transformanten, um ihn zur Disruption des zweiten Allels erneut nutzen zu 

können.  Es ist im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht gelungen, homoallele ∆caino2- oder 

∆caino4-Mutanten zu erzeugen. Ein möglicher Grund für das Ausbleiben von Nullmutanten 

könnte sein, dass die gleiche Disruptionscassette für beide Allele genutzt wurde. Nach der 

Insertion der Kassette im ersten Allel und der Entfernung des Markers verbleibt eine Kopie 

der hisG-Sequenz im Genom, flankiert von den ursprünglichen „up“- und „downstream“-

Bereichen der CaINO-Gene. Damit ist der sequenzkompatible Bereich zwischen disruptier-

tem ersten Allel und der erneut eingebrachten Disruptionskassette um etwa 1 kbp länger als 

zwischen Disruptionskassette und zweitem, noch nicht disruptierten Allel. Dies führt 

möglicherweise dazu, dass die Disruptionskassette bevorzugt erneut in das bereits disrup-

tierte Allel inseriert. Hier wäre es eventuell sinnvoll, zur Disruption des zweiten Allels ein 

Disruptionskonstrukt zu generieren, dem die hisG-Sequenzen fehlen. Ein damit verbundener 

Verbleib des Selektionsmarkers im zweiten Allel nach dem zweiten Disruptionsansatz wäre 

unproblematisch, solange keine weiteren diesen Selektionsmarker erfordernden Unter-

suchungen mit dem so erzeugten Stamm vorgesehen sind. 

Andererseits erscheint es höchst unwahrscheinlich, dass bei fast 130 genotypisch über-

prüften und für heteroallel befundenen Klonen die Lebensfähigkeit von Nullmutanten 

gegeben ist (zum Vergleich: bei der Disruption des ersten Allels wurden insgesamt nur fünf 

Klone erhalten, von denen vier korrekt waren). Dass eine komplette Disruption von CaINO2 

oder CaINO4 letal ist, erscheint nach der Identifikation der ICRE-Konsensussequenz und 

einer in silico-Recherche nach diesem Muster in „upstream“-Bereichen von Genen in 

C. albicans hingegen sehr wahrscheinlich. Mögliche Bindestellen des CaIno2/CaIno4-

Heterodimers finden sich vor 33 ribosomalen Strukturgenen (38 Motive), vor Genen des 

mitochondrialen Metabolismus (57 Motive vor 49 Genen) sowie vor Genen des Peroxi-

somen-Stoffwechsels (30 Motive vor 22 Genen). Ein Aktivierungsverlust der essentiellen 

ribosomalen Gene muss unweigerlich zum Zelltod führen. Dass eine Bindung von 

CaIno2/CaIno4 an UAS-Elemente ausgewählter ribosomaler Gene stattfindet, wurde von 

Hoppen et al. (2007) nachgewiesen. Obwohl bei der Datenbanksuche nach Bindestellen für 

CaIno2/CaIno4 auch einzelne Gene der Phospholipidbiosynthese in C. albicans identifiziert 

wurden (z. B. CaOPI3, codiert für die Phosphatidylmonomethylethanolamin Methyltrans-

ferase:  -337 und -384 relativ zum Startcodon; CaGPD1, codiert für die Glycerin-3-phosphat 

Dehydrogenase: -485 und CaHNM1, codiert für einen Cholin/Ethanolamin-Transporter:  -314 
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und -905), sind diese Treffer eher als zufällig anzusehen und sprechen nicht für eine zentrale 

Bedeutung für den Syntheseweg als ganzen. 

Eine deutlichere Verbindung zur Biogenese von Membranbestandteilen besteht im Hinblick 

auf Ergosterol, welches in der Membran von Pilzen frei oder verestert als wichtige Struktur-

komponente vorkommt. Seine Biosynthese erfolgt ausgehend von Acetyl-CoA über Meva-

lonat bis zum Intermediat Squalen-2,3-epoxid gleich der Synthese von Cholesterin in 

Wirbeltieren. Bis zu diesem Punkt ist nur der Umsatz von Mevalonat-5-phosphat zu 

Mevalonat-5-pyrophosphat, welcher durch eine von CaERG8 codierte Kinase katalysiert 

wird, in C. albicans möglicherweise durch ein ICRE beeinflusst. Weitere ICRE-enthaltende 

Promotorregionen finden sich vor den Genen CaERG3, CaERG5, CaERG25 und CaERG27 

(bei CaERG4 findet sich ein ICRE an Position +28, also „downstream“ zum Startcodon), 

womit 12 von 19 Stoffumsetzungen von Squalen zu Ergosterol von CaIno2 und CaIno4 

abhängig sein könnten. ERG27 katalysiert zwei dieser Umsetzungen und ist bereits als in 

C. albicans wahrscheinlich essentielles Gen beschrieben worden (Pierson et al., 2004). 

Gleiches gilt für ERG8, welches in S. cerevisiae als essentiell beschrieben wurde (Tsay und 

Robinson, 1991). Auch ERG25 ist als Gen beschrieben, dessen Disruption zu einer Sterol-

Auxotrophie führt (Gachotte et al., 1997; Kennedy et al., 2000). Zwei weitere Reaktionen 

dieses Weges werden vom Genprodukt von ERG26 (codiert für eine C-3 Sterol Dehydroge-

nase (C-4 Decarboxylase)) katalysiert. Auch ERG26 ist in der Literatur als essentielles Gen 

in C. albicans beschrieben worden (Aaron et al., 2003), was die Bedeutung dieses 

Stoffwechselweges deutlich macht. 

Im Hinblick auf die Fettsäureaktivierung von C. albicans fanden sich ICRE-Motive 

(WYTTCAYRTTC) vor den Acyl-CoA Synthetase Genen CaFAA24 und CaFAA21, wobei 

beide Gene für ein Produkt ortholog zu FAA2 aus S. cerevisiae codieren. Ferner trägt das 

Fettsäure Elongase Gen FEN11 aus C. albicans (FEN1 in S. cerevisiae; involviert in die 

Synthese von Sphingolipiden) ein entsprechendes Motiv an Position -895. 

Die Gesamtheit der Ergebnisse deutet darauf hin, dass zwar die Eigenschaften der DNA-

Bindung von Ino2 und Ino4 zum einen aus S. cerevisiae und zum anderen aus C. albicans 

einander relativ ähnlich sind, sich die von ihnen regulierten Gene aber unterscheiden. Die 

Expression von CaINO1 muss in C. albicans von einem oder mehreren anderen Faktoren als 

CaIno2 und CaIno4 reguliert werden, wobei ein diesem Faktor ähnliches Protein auch in 

S. cerevisiae anwesend sein könnte, was die hohe konstitutive Expression der CaINO1-lacZ 

Fusion in S. cerevisiae erklären würde. Abbildung 41 zeigt schematisch die bekannten 

Regulationsmechanismen aus S. cerevisiae und stellt vergleichend mögliche Regulationen in 

C. albicans vor (Daten nach Heyken et al. (2003) und Resultate dieser Arbeit)  
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Aufgrund der hier vorgestellten Ergebnisse in Bezug auf die mutmaßliche Regulation 

essentieller Gene durch CaIno2/CaIno4 scheint es kaum möglich, durch einfache Disruption 

homozygote ∆caino2/∆caino2- bzw. ∆caino4/∆caino4-Nullmutanten herzustellen. Um die 

These der Unverzichtbarkeit dieser Gene für die Zellen zusätzlich zu prüfen, wäre es mög-

lich, ein weiteres plasmidcodiertes Allel der zu disruptierenden Gene unter die Kontrolle 

eines regulierbaren Promotors zu stellen. Hierzu wären die Promotoren MAL2 (Aaron et al., 

2003) oder MET3 (Care et al., 1999) möglicherweise geeignet, da sie sich über einfache 

Methoden wie die Zugabe von Methionin oder Cystein reprimieren (MET3) bzw. durch 

Maltose aktivieren und durch Glucose reprimieren (MAL2) lassen.  Eine weitere Möglichkeit 

wäre die Verwendung des sogenannten „tet-off“ Systems (Nakayama et al., 2000). Hier ist 

der bakterielle tet-Repressor (TetR), der in Abwesenheit des Antibiotikums Tetracyclin den 

tet-Operator (tetO) bindet, mit einer eukaryotischen Transkriptionsaktivierungsdomäne (z. B. 

von VP16 oder Gal4) fusioniert. Als Zielsequenz fungiert ein eukaryotischer Minimalpromotor 

in Kombination mit einer tetO-Sequenz. In Abwesenheit von Tetracyclin bindet TetR als 

Dimer an tetO und vermittelt über die fusionierte TAD eine Expression des Zielgens. Wird 

Tetracyclin zugegeben, bindet dieses mit hoher Affinität an TetR, die Dimerisierung wird 

gestört und TetR dissoziiert vom Promotor, wodurch die Expression gestoppt wird. Ein 

reziprokes Expressionssystem, bei dem die Induktion des Zielgens durch Tetracyclin erfolgt, 

wurde ebenfalls beschrieben (Park und Morschhäuser, 2005). 

 

Abbildung 41: Zusammenfassende Darstellung bekannte r Protein-Protein- und Protein-DNA-
Interaktionen und hypothetischer Genregulatoren in C. albicans  im Vergleich zur bekannten 
Situation in S. cerevisiae . 

IC: Inositol/Cholin; PA: Phosphatidsäure; CaRPG: Ribosomale Proteingene aus C. albicans                     
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Solange das plasmidcodierte Allel, welches andere Flankensequenzen besitzt als die 

chromosomalen Kopien, exprimiert wird, sollte eine Disruption der chromosomalen Allele ein 

Wachstum der Zelle nicht unmöglich machen. Sind beide chromosomalen Allele entfernt, 

kann man nun das plasmidcodierte Allel ausschalten und somit Nullmutanten essentieller 

Gene erzeugen. Allerdings sollte man beachten, dass die Verwendung eines konditionalen 

Allels nicht notwendigerweise zu einem ausreichenden Rückgang des für das Auftreten einer 

phänotypischen Mutante nötigen Expressionsniveaus führt. Diese Problematik ist für den 

MET3-Promotor bereits gezeigt worden (Prill et al., 2005). Dennoch scheint es die überzeu-

gendste Möglichkeit zu sein, eine essentielle Rolle der Gene CaINO2 und CaINO4 

nachzuweisen. 

 

Die Frage nach dem authentischen Aktivator des CaINO1 Gens muss zunächst offen bleiben 

(vgl. Abbildung 41). Ein denkbarer Ansatz zur Lösung dieses Problems könnte sich 

wiederum der Hefe S. cerevisiae bedienen, für die (als einem der meistuntersuchten 

Modellorganismen überhaupt) eine große Anzahl regulatorischer Mutanten zur Verfügung 

steht. Zur Identifizierung der die Expression des CaINO1-Gens beeinflussenden Faktoren 

könnte es zielführend sein, eine Reihe regulatorischer Mutanten mit dem in dieser Arbeit 

genutzten CaINO1-lacZ-Konstrukt zu transformieren und einen Stamm zu suchen, der 

dieses Konstrukt nicht mehr aktiviert. Sollte sich eine solche Mutante finden lassen, könnte 

man über das darin betroffene Gen möglicherweise auf den regulatorischen Faktor der 

Phospholipidbiosynthese in C. albicans  rückschließen. Ebenso wäre es denkbar, eine 

entsprechende Strategie im homologen Organismus umzusetzen (Analyse des CaINO1 

Genexpressionsmusters in homozygoten Nullmutanten regulatorischer Gene von 

C. albicans). Gemäß dem in Abbildung 41 gezeigten Modell wäre dann zu erwarten, dass 

der Repressor CaOpi1 mit dem zu identifizierenden Aktivator interagiert, um ihn in 

Gegenwart einer hohen IC-Konzentration zu deaktivieren. Möglicherweise enthält dieser 

Aktivator auch ein Sequenzmotiv, das der Repressorinteraktionsdomäne RID im Ino2 ähnelt.  

Eine weitere Möglichkeit wäre die Inkubation von einem C. albicans-Rohextrakt mit an GST-

Sepharose immobilisiertem CaOpi1, um Interaktionspartner nach dem Prinzip des GST-

Pulldown aus dem Proteingemisch zu „fischen“. Diese könnten im Anschluß nach einer 

elektrophoretischen Auftrennung durch massenspektrometrische Methoden identifiziert 

werden.  

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben einen Eindruck davon, dass es im Bereich der 

Phospholipidbiosynthese zu einer separaten Evolution zwischen C. albicans und S. cerevi-

siae gekommen ist. Eine solche divergente Evolution von Regulatoren, welche sich trotz 

struktureller Ähnlichkeiten oder gar Gemeinsamkeiten in unterschiedlichen Organismen auf 
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verschiedene Zielgene spezialisiert haben („transcriptional rewiring“), ist nicht neu. So sind 

nur 61% der in S. cerevisiae essentiellen Gene dies auch in C. albicans  (Roemer et al., 

2003). Beispielsweise ist eine ∆carap1-Nullmutante lebensfähig, während Rap1 in S. cerevi-

siae einen unverzichtbaren Transkriptionsfaktor darstellt (Biswas et al., 2003). Dieser 

Unterschied kann dadurch erklärt werden, dass CaRap1 über keine Transkriptionsaktivie-

rungsdomäne verfügt. Ob dies Ursache oder Folge einer veränderten Aufgabe des Proteins 

in C. albicans ist, bleibt an dieser Stelle spekulativ. Auch im Rahmen der Stressantwort 

wurde für die beiden Hefen eine abweichende Evolution für die Transkriptionsfaktoren Msn2 

und Msn4 aus S. cerevisiae beschrieben (Nicholls et al., 2004).  

Weder die peroxisomale Proliferation noch die mitochondriale Respiration sind für 

C. albicans unbedingt lebensnotwendig (Geraghty und Kavanagh, 2003; Piekarska et al., 

2006). Allerdings gibt es einen Zusammenhang zwischen der essentiellen Ergosterol-

Synthese und der Mitchondrien-Funktion. Die Bereitstellung von NADPH zur Synthese von 

Squalen sowie von Elektronenakzeptoren beim sauerstoffabhängigen Umsatz von Squalen 

zu 2,3-Epoxysqualen ist in respiratorischen Mutanten derart reduziert, dass diese nur eine 

mit einem geringeren  Ergosterol-Gehalt versehene Membran ausbilden können (Geraghty 

und Kavanagh, 2003). Dieses verringerte Ergosterol-Niveau ist  jedoch gleichbedeutend mit 

einer erhöhten Resistenz gegen Antimycotika, vor allem Amphotericin B (Geber et al., 1995; 

Vazquez et al., 1996; Kelly et al., 1997). Es scheint nach den vorliegenden Daten daher am 

wahrscheinlichsten, dass der essentielle Charakter von CaINO2 und CaINO4 daher rührt, 

dass einige unverzichtbare Gene der Ergosterol-Synthese und vor allem eine große Zahl 

ribosomaler Gene unter ihrer Kontrolle stehen. 
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5 Material und Methoden 

5.1 Verwendete Organismen 

5.1.1 E. coli  Stämme 
 
 
Stamm Genotyp Herkunft/Referenz 

DH5α supE44 hsdR17 (rk
-mk+) recA1 endA1 

gyrA96 thi-1 ∆lacU169 (Ø80 lacZM15) 
Hanahan, 1985 

BL21-
CodonPlus(DE3)-RP  

E. coli B F- ompT hsdS(rB
- mB

-) dcm+ Tetr 
gal λ(DE3) endA Hte [argU proL Camr] 
Zusätzliche tRNA-Gene: argU (AGA, 
AGG), proL (CCC) 

Stratagene  
 

 
 
 

5.1.2 Hefestämme 
Folgende haploide Stämme der Hefe Saccharomyces cerevisiae wurden im Rahmen dieser 
Arbeit verwendet: 
 
 
Übernommene Stämme: 

Stamm Genotyp Herkunft/Referenz 
JKY18 ∆ino2::kanMX ∆ino4::kanMX J. Kumme, 2006 
JS91.15-23 MATα ura3 leu2 his3 trp1 Schüller et al., 1995 
JS91.15-9 MATα ura3 leu2 his3 trp1 ∆ino4::LEU2 Schüller et al., 1995 
MBY1 MATα ura3 leu2 trp1 his3 ∆opi1::HIS3       M. Blank, 1994 
SS92.3-1 MATα ura3 leu2 trp1 his3 ∆ino2::LEU2 S. Schwank, 1995 

SS93.8-1 MATα ura3 leu2 trp1 his3 ∆ino2::LEU2 
∆ino4::LEU2 

S. Schwank, 1995 

YJOZ MATa ura3 leu2 trp1 his3 gal4 gal80 
GAL1-lacZ Leuther et al., 1993 

YJOZ∆ino2 MATa ura3 leu2 trp1 his3 gal4 gal80 
ino2 GAL1-lacZ Schwank et al., 1995 

 
 
 
Folgende diploide Stämme der Hefe Candida albicans wurden im Rahmen dieser Arbeit 
verwendet: 
 
 
Übernommene Stämme: 
Stamm Genotyp Herkunft/Referenz 

CAI4 ∆ura3::imm434/ ∆ura3::imm434 Fonzi und Irwin, 1993 
SBUG19 Wildtypisolat Prof. F. Schauer, Univ. 

Greifswald 
 
 
 



Material und Methoden                                                                                                           93 

Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte C. albicans Stämme 
Stamm Genotyp Ursprung 

JHY1 caura3::IMN434 / caura3::IMN434 
caino4::hisG-CaURA3-hisG CaINO4 

CAI4 

JHY2 caura3::IMN434 / caura3::IMN434 
caino4::hisG / CaINO4 

JHY1 

JHY3 caura3::IMN434 / caura3::IMN434 caino2:: 
hisG-CaURA3-hisG / CaINO2 

CAI4 

JHY4 caura3::IMN434 / caura3::imn434 
caino2::hisG / CaINO2 

JHY3 

 
 
Bedeutung der Gensymbole: 
MATa und MATα beziehen sich auf den Paarungstyp des jeweiligen Stammes; his3, trp1, 
leu2 und ura3 verursachen Auxotrophien bzgl. der entsprechenden Aminosäuren bzw. 
Basen.  
 
 

5.2 Nährmedien 
 
Die Sterilisation der Medien erfolgte im Autoklaven für 20 min bei 121 °C und 1 bar 
Überdruck. Festmedien enthielten 2 % Agar. 
 

5.2.1 Bakterienmedien 
 

LB:  1 %  Trypton  
 0,5 % NaCl  
 0,5 % Hefeextrakt, pH 7,5 
 
 
2 x YT-G: 1,6 % Trypton 
  1 % Hefeextrakt 
  0,5 % NaCl 
  2 % Glucose, pH 7,0 
 
Die Zugabe der Glucose erfolgte nach dem Autoklavieren aus einer 20 %igen sterilen 
Stammlösung. 
 
Zur Selektion Ampicillin-resistenter Klone wurde dem Medium, wenn nicht anders 
angegeben, Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 mg/l zugesetzt, zur Selektion auf 
Chloramphenicolresistenz durch Zugabe von Chloramphenicol bis zu einer Endkonzentration 
von 50 mg/l.  
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5.2.2 Hefemedien 
 

Vollmedien: 
 
YEP Vollmedien enthielten 1 % Hefeextrakt, 2 % Bactopepton und als Kohlenstoffquelle 2 % 
Glucose (YEPD).  
 
 
Synthetische Komplettmedien (SC): 
  0,17 % Yeast Nitrogen Base (GIBCO) 
  0,5 % Ammoniumsulfat 
  10 mg/l Ade 
  je 20 mg/l Arg, His, Lys, Met, Trp, Ura 
  je 30 mg/l  Ile,  Ser, Thr, Tyr, Val 
  50 mg/l Phe 
  120 mg/l Leu 
 
Die Mischung der Aminosäuren zuzüglich Uracil und Adenin (AS-Mix) wurde als 20-fache 
Stammlösung angesetzt, konnte so bei –20 °C gelager t werden und wurde jeweils vor 
Gebrauch entsprechend verdünnt. Als Kohlenstoffquelle dienten 2 % Glucose (SCD). Für 
Two-Hybrid-Untersuchungen dienten als Kohlenstoffquelle 2 % Lactat und  0,2 % Glucose. 
Zur Selektion prototropher Transformanten wurde(n) die entsprechende(n) Aminosäure(n) 
weggelassen.  
Zur Untersuchung von C. albicans-Transformanten wurden die Medien wahlweise mit 200 µl 
zweiprozentiger Ölsäure mit 0,2% Brij pro Agarplatte oder 200 µl Tween20 pro Agarplatte 
supplementiert. Zur Selektion auf ∆caura3 defiziente Mutanten wurden 25 µg Uridin pro 
Milliliter Medium zugegeben (Stammlösung 6,25 mg / ml). 
 
 

5.3 Klonierungsvektoren und Plasmide 
Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide enthalten ein Ampicillin Resistenzgen 
sowie den ColE1-Replikationsursprung. 
 

5.3.1 Klonierungsvektoren 

5.3.1.1 E. coli  Vektoren 
  
pGEX-2TK und abgeleitete Vektoren (pGEX-SSEB) 
Expressionsvektor zur Konstruktion N-terminaler Fusionen mit der Glutathion-S-Transferase 
aus Schistosoma japonicum; ermöglicht effiziente IPTG induzierbare Expression der GST-
Fusionen in E. coli, die resultierenden Hybridproteine enthalten im Anschluss an den GST-
Anteil vektorcodierte Erkennungssequenzen für Thrombin und Proteinkinase A (Kaelin et al., 
1992) 
 
pUC19  
enthält eine multiple Klonierungsstelle im Gen für das N-terminale α-Fragment der 
β-Galaktosidase und ermöglicht daher ein optisches "blau/weiß-screening" auf 
insertionshaltige Klone (Viera und Messing, 1982). 
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pCR2.1-TOPO 
enthält an den offenen 3’-Flanken T-Überhänge mit gebundenen Vaccinia Virus 
Topoisomerasen I. Die Ligaseaktivität der Topoisomerasen I  ermöglicht eine effiziente 
Insertion von mit Taq-Polymerase amplifizierten A-Überhang tragenden PCR-Fragmenten. 
Die Insertionsstelle wird von einer MCS flankiert. Der Vektor trägt Resistenzmarker für 
Ampicillin und Kanamycin (Invitrogen, Paisley, UK). 
 
 
pASK-IBA5 
Expressionsvektor zur Konstruktion N-terminaler Fusionen mit dem Strep-Tag®. Ermöglicht 
die hoch effiziente, durch das Tetracyclin Analogon Anhydroteracyclin (AHT) induzierbare, 
Expression der so markierten Proteine (IBA, Göttingen). In dieser Arbeit wurde jedoch nur 
die tetR kontrollierte Expression benutzt. Der Strep-Tag® wurde bei der Konstruktion der 
Expressionsplasmide entfernt. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ferner der Vektor pASK-IBAHA hergestellt. Mit den Primern 
5´HA XbaI und 3´MCS 426HA+5RS wurde das HA3-Epitop durch PCR amplifiziert und 
gleichzeitig mit einer gegenüber dem als Matrize dienenden p426MET25HA wie auch dem 
Zielvektor pASK-IBA5 erweiterten multi-cloning-site versehen. Die Insertion der Genkassette 
erfolgte über die Schnittstellen XbaI und HindIII, wodurch der ursprünglich im Vektor pASK-
IBA5 vorhandene Strep-TagII entfernt wurde. 
 
 

5.3.1.2 S. cerevisiae / E. coli -shuttle-Vektoren 

Vektor Genetische Marker Referenz 

p425MET25 MET25PRO-CYC1TER 2µ LEU2 Mumberg et al., 1994 
p426MET25 MET25PRO-CYC1TER 2µ URA3 Mumberg et al., 1994 
pGAD-C1 ADH1PRO-GAL4TAD-ADH1TER 2µm LEU2 James et al., 1996 
pGBD-C1 ADH1PRO-GAL4DBD-ADH1TER 2µm TRP1 James et al., 1996 
p5921 hisG-CaURA3-hisG Fonzi und Irwin, 1993 
p426MET25HA MET25PRO-HA3-CYC1TER 2µm URA3 Dr. M. Funk 
 
 

5.3.2 Erhaltene Plasmide 
Plasmid Genetische Marker Herkunft/Referenz 

pCW113 2 µm URA3 CaINO1-lacZ, natürlicher Promotor 
ab Position -1328 

Dr. C. Wagner 

pJH3 ptac-GST-INO4[26-151] J.Hoppen,  2002 
pJH4 MET25PRO-HA3-GST-INO4-CYC1TER 2µm URA3 J.Hoppen,  2002 
pJH10 ptac-GST-INO2[230-304] J.Hoppen,  2002 
pJH14 ptac-GST-INO4[34-151]-His6 J.Hoppen,  2002 
pJH20 ptac-GST-INO2[230-304]-His6 J.Hoppen,  2002 
pJS264N ICRE-CYC1-lacZ URA3 Prof. Dr. H.-J. Schüller 
pJS325 INO1-lacZ URA3 Prof. Dr. H.-J. Schüller 
pJS470 MET25PRO- INO2-CYC1TER 2µm LEU2 Prof. Dr. H.-J. Schüller 
pJS516 MET25PRO- INO4-CYC1TER 2µm LEU2 Prof. Dr. H.-J. Schüller 
pJW25 MET25PRO- CaOPI1-CYC1TER 2µm LEU2 Heyken et al., 2003  
pMD83 ADH1PRO-GAL4DBD-INO2-ADH1TER 2µm TRP1 M. Dietz, 2001 
pMD116 MET25PRO -CaINO2-CYC1TER 2µm TRP1 M. Dietz, 2001 
pMD117 ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO2-ADH1TER 2µm 

TRP1 
M. Dietz, 2001 

pMD146 HA3-SUA7 M. Dietz, 2001 
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Plasmid Genetische Marker Herkunft/Referenz 

pCW113 2 µm URA3 CaINO1-lacZ, natürlicher Promotor 
ab Position -1328 

Dr. C. Wagner 

pSG14 ADH1PRO-GAL4DBD-INO21-35-ADH1TER 2µm 
TRP1 

S. Geburtig, 2003 

pSG32 ADH1PRO-GAL4DBD-INO298-145-ADH1TER 2µm 
TRP1 

S. Geburtig, 2003 

 
 
 

5.3.3 Im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Plasmide   
Plasmid Genetische Marker Vektoranteil 

pJH32 CaINO4Leu75 pCR®TOPO 
2.1 

pJH36 MET25PRO-CaINO4Leu75-CYC1TER 2µm URA3 p426MET25 
pJH37 MET25PRO- HA3-CaINO4Leu75-CYC1TER 2µm URA3 p426MET25HA 
pJH38 ADH1PRO-GAL4TAD-CaINO4Leu75-ADH1TER 2µm 

LEU2 
pGAD-C1 

pJH39 ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO4Leu75-ADH1TER 2µm 
TRP1 

pGBD-C1 

pJH41 ADH1PRO-GAL4TAD-CaINO2-ADH1TER 2µm LEU2 pGAD-C1 
pJH43 ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO2249-380-ADH1TER 2µm 

TRP1 
pGBD-C1 

pJH44 ADH1PRO-GAL4TAD-CaINO2249-380-ADH1TER 2µm 
LEU2 

pGAD-C1 

pJH45 promCaINO1  -21 / -313 pUC19 
pJH46 ptac-GST- CaINO4Leu75 pGEX-SSEB 
pJH47 ptac-GST-CaINO2249-380 pGEX-SSEB 
pJH50 ptac-GST-CaINO2 pGEX-SSEB 
pJH55 MET25PRO- CaINO4Leu75-CYC1TER 2µm LEU2 p425MET25 
pJH64 tet P/O-HA3-CaOPI1 pASK-IBA5HA 
pJH67 promCaINO1  -1040 / -1377 pUC19 
pJH68 MET25PRO- HA3-CaINO2-CYC1TER 2µm URA3 p426MET25HA 
pJH69 tet P/O-HA3-CaINO2 pASK-IBA5HA 
pJH72 ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO21-53-ADH1TER 2µm 

TRP1 
pGBD-C1 

pJH73 ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO2102-152-ADH1TER 2µm 
TRP1 

pGBD-C1 

pJH75 promCaINO1  -770 / -1152 pUC19 
pJH76 promCaINO1  -556 / -863 pUC19 
pJH77 promCaINO1  -232 / -648 pUC19 
pJH79 tet P/O-HA3-CaSUA71-223 pASK-IBA5HA 
pJH81 CaINO4Ser75 pCR®TOPO 

2.1 
pJH82 ptac-GST-CaINO4Ser75 pGEX-SSEB 
pJH83 MET25PRO- CaINO4Ser75 -CYC1TER 2µm LEU2 p425MET25 
pJH85 MET25PRO-CaINO4Ser75-CYC1TER 2µm URA3 p426MET25 
pJH86 ptac-GST-CaOPI1 pGEX-SSEB 
pJH87 tet P/O-HA3-CaINO4Ser75 pASK-IBA5HA 
pJH89 ADH1PRO-GAL4TAD-CaINO4Ser75-ADH1TER 2µm 

LEU2 
pGAD-C1 

pJH90 ADH1PRO-GAL4DBD-CaINO4Ser75-ADH1TER 2µm 
TRP1 

pGBD-C1 



Material und Methoden                                                                                                           97 

Plasmid Genetische Marker Vektoranteil 

pJH94 untere Flanke CaINO2-hisG-CaURA3-hisG p5921 
pJH95 untere Flanke CaINO2-hisG-CaURA3-hisG-obere 

Flanke CaINO2 
pJH94 

pJH96 obere Flanke CaINO4-hisG-CaURA3-hisG p5921 
pJH97 obere Flanke CaINO4-hisG-CaURA3-hisG-untere 

Flanke CaINO4 
pJH97 

 
 
 

5.4 Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide wurden von der Firma Life Technologies synthetisiert. Authentische 
Gensequenzen sind mit Großbuchstaben dargestellt. Die angegebenen Positionen sind 
jeweils auf das Startcodon des betreffenden Gens bezogen. 
 
 
 

5.4.1 Einzelsträngige Oligonukleotide 
 
Folgende PCR Primer wurden in dieser Arbeit verwendet:  
 
Fett: Schnittstellen 
Großbuchstaben: Basen, die mit der entsprechenden Sequenz der Matrize paaren können 
 
Name Gen Sequenz 5´-3´ 

CaINO1 5´-313 
EcoRI 

CaINO1 agtcgaattc TTAAGCACTAACTTCCCCCC 
 

CaINO1 5´-1377 CaINO1 AGCTTATAAGCTAAATCATTCAAAAG 
CaINO1 3´ -21 
HindIII 

CaINO1 agtcaagctt GTTTGTGAAGGAGATATAAAGTG 
 

CaINO1 3´-1040 
EcoRI 

CaINO1 gactgaattc GCACCGTAGCCACATTAGATGT 

CaINO1 Prom 5´ 
-648 EcoRI 

CaINO1 agtcgaattc ACAAATTATTAACAGTATTCTGC 

CaINO1 Prom 5´ 
-863 EcoRI 

CaINO1 agtcgaattc GAACTTTGTTATTATAGCTCTCC 

CaINO1 Prom 5´ 
-1152 SpeI 

CaINO1 ACCAACTAGTTTCCAATACTTG 

CaINO1 Prom 3´ 
-232 HindIII 

CaINO1 agtcaagctt GCGAAATTCGCTGAAAATCGG 

CaINO1 Prom 3´ 
-556 XbaI 

CaINO1 TGAGTCTAGATTGTTTGATCCCA 

CaINO1 Prom 3´ 
-770 EcoRI 

CaINO1 agtcgaattc CATTGGTGTACTGTCTCGGCG 

CaINO2 5´ 1 EcoRI CaINO2 agtcgaattc ATGTCTTCCACTGTTACCCAA 
CaINO2 5´ 102 
EcoRI 

CaINO2 agtcgaattc AAACAATCAGGACTCATGAACG 
 

CaINO2 5´ 249 
EcoRI 

CaINO2 agtcgaattc AATTCTGGAGACGAGCTGAG  
 

CaINO2 3´SalI CaINO2 gatcgtcgac CTACCTATTTTCTATTAATTTC 
CaINO2 3´ 53 
BamHI 

CaINO2 agtcggatcc TTTCTCTTGCAAGTTGTTGTAC 
 

CaINO2 3´ 152 
BamHI 

CaINO2 agtcggatcc CTGTAATGGGTTAACTGAAGC 
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Name Gen Sequenz 5´-3´ 

CaINO2 5´down 
+480 SacI 

CaINO2 agtcgagctc GGATCTGATGTTGTTGCTCTTGTGG 

CaINO2 3´down +1 
BglII 

CaINO2 agtcagatct GTCTGGTTATGTAATATATATATTTATTTAG 

CaINO2 5´up -1 
BamHI 

CaINO2 agtcggatcc GTAGAGAGGTGTGTTGATTTAGG 

CaINO2 3´up -547 
HindIII 

CaINO2 agtcaagctt CTCCACCGCCTGGTGGTGGTGCCGG 

CaINO2 Ver 5´ 
+574 

CaINO2 GAATGAGCGCAAGGAGTGGG 

CaINO2 Ver ORF 
3´ 93-74  

CaINO2 GAGTAAACACAACGCCTTG 

CaINO2 Ver up -1 
3´ 

CaINO2 CTAAATCAACACACCTCTCTAC 
 

CaINO4 5´ 1 
BamHI 

CaINO4 actgggatcc ATGTCGTCCGATAGTAATTCACCAG 
 

CaINO4 3´ 131 
HindIII 

CaINO4 tgacaagctt TTATTTTGCGATATCACTACCATCG 
 

CaINO4 3´ 131 SalI CaINO4 tgacgtcgac TTATTTTGCGATATCACTACCATCG 
 

CaINO4 5´down +1 
BamHI 

CaINO4 agtcggatcc AGAATTAAACGATGTTGACGATTT 

CaINO4 5´down 
+511 HindIII 

CaINO4 agtcaagctt CGGGGTTTACCTCGTGGGGC 

CaINO4 MutSer79 
5´ 

CaINO4 GACTCCTAATTTAAACGAGtctGAAAATCGATCAGAATTAAAT 

CaINO4 MutSer79 
3´ 

CaINO4 ATTTAATTCTGATCGATTTTCagaCTCGTTTAAATTAGGAGTC 

CaINO4 5´Start CaINO4 ATGTCGTCCGATAGTAATTCACCAGAAACAA 
CaINO4 3´ -Stop CaINO4 TTATTTTGCGATATCACTACC 

 
CaINO4 3´ Stop+ CaINO4 TTAAATCGTCAACATCGTTTAATTCTTTA 

 
CaINO4 5´up -559 
SacI 

CaINO4 agtcgagctc CAGTTATGTCCTCCGTTTTATC 

CaINO4 3´up -1 
BglII 

CaINO4 agtcagatc GGCTATTGTGGTATTTTGACTATTAG 

CaINO4 Ver 5´ -
598 

CaINO4 GGTGTCAATTCAGAACTTGGAGTG 

CaINO4 Ver 
down+1 

CaINO4 AATCGTCAACATCGTTTAATTCT 
 

CaINO4 Ver ORF 
3´ 90 

CaINO4 CCTACCTTGTTTTCCAGTTCCTG 

CaINO4 5´ vor Start CaINO4 GTCAAAATACCACAATAGCC 
 

CaSUA7 5´ 1 
BamHI 

CaSUA7 agtcggatcc ATGTCGCCATCAACATCTACG 
 

CaSUA7 3´223 
HindIII 

CaSUA7 agtcaagctt GCAGCATTAGGGTTGGCTGC 
 

CaURA3 Ver ORF 
3´ 28-8 

CaURA3 CACTATAGGTCTTAGTGTTG 

5´HA XbaI HA3 agtctctaga TATCCTTATGATGTTCCTGAT 
hisG 3´ Ver hisG TGATCTTCCGGGGGCTTTCTCAT 
3´MCS 
426HA+5RS 

HA3 agtcAAGCTTGAGCTCGAGGGTACCATCGATGATATCGAATTC
CTGCAG CCCGGG 

OTAP mRNA TTTTTTTTTTTTTTT 
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5.4.2 Doppelsträngige Oligonukleotide 
 

5.4.2.1 Oligonukleotide für in vitro -Bindungsstudien 
 
A) Namen und Sequenzen der synthetischen Oligonukleotide für in vitro-Bindungsstudien 
des Ino2/Ino4-Heterodimers an unterschiedliche Promotorsequenzen verschiedener, 
potentiell ICRE-regulierter Gene. 
Die Nummerierung der INO1-Oligonucleotide ist reziprok zur Darstellung im Ergebnisteil. 
 
 
Fett: E-Boxen innerhalb der Konsensussequenzen 
Name Oligonucleotid Gen Sequenz 

YEL073R YEL073C 5´ TCGAAGATCTGGTCGAGCATGTGAAATTTC 3´ 

YEL073N = RSF1 3´ TCTAGACCAGCTCGTACACTTTAAAGAGCT 5´ 

YMR029R YMR029 5´ TCGAAGATCTTCCCGCGCATGTGAAGACGC 3´ 

YMR029N = FAR8 3´ TCTAGAAGGGCGCGTACACTTCTGCGAGCT 5´ 

ARG4R ARG4 5´ TCGAAGATCTATTGAAACATGTGAAAAAAC 3´ 

ARG4N  3´ TCTAGATAACTTTGTACACTTTTTTGAGCT 5´ 

ERG20R ERG20 5´ TCGAAGATCTCTGCAAACATGTGAAAAATC 3´ 

ERG20N  3´ TCTAGAGACGTTTGTACACTTTTTAGAGCT 5´ 

GPD2R GPD2 5´ TCGAAGATCTTCTTCATCATGTGAAGGAAC 3´ 

GPD2N  3´ TCTAGAAGAAGTAGTACACTTCCTTGAGCT 5´ 

URA8R URA8 5´ TCGAAGATCTGTTATTGAATGTGAAGAAAC 3´ 

URA8N  3´ TCTAGACAATAACTTACACTTCTTTGAGCT 5´ 

VHT1R VHT1 5´ TCGAAGATCTGACAGGCCATGTGAAAGGCC 3´ 

VHT1N  3´ TCTAGACTGTCCGGTACACTTTCCGGAGCT 5´ 

INO1 ICRE1R INO1 5´ TCGAAGATCTCCTCCAGCATATGATGAAGC 3´ 

INO1 ICRE1N  3´ TCTAGAGGAGGTCGTATACTACTTCGAGCT 5´ 

INO1 ICRE2R INO1 5´ TCGAAGATCTAGTGTTGAATGTGAAATATC 3´ 

INO1 ICRE2N  3´ TCTAGATCACAACTTACACTTTATAGAGCT 5´ 

FBF56 INO1 5´ TCGAGAATGCGGCATGTGAAAAGTAGATCT 3´ 

FBF56  3´ CTTACGCCGTACACTTTTCATCTAGAAGCT 5´ 

INO1 ICRE4R INO1 5´ TCGAAGATCTTCTGCTCCATGTGAATTAAC 3´ 

INO1 ICRE4N  3´ TCTAGAAGACGAGGTACACTTAATTGAGCT 5´ 
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B) Namen und Sequenzen der synthetischen Oligonukleotide für in vitro-Bindungsstudien 
des Ino2/Ino4-Heterodimers an unterschiedliche Sequenzen des CaINO1-Promotors 
 
Name Oligonucleotid Gen Sequenz 

CaICRE CaINO1 
-1098 5´ 

CaINO1 5´ TAAAAAACTATAACTTCACTTGAAGCGACTTT 3´ 

CaICRE CaINO1 
-1218 5´ 

CaINO1 5´ TTAATAAAGATTTCAAATGATCTAAAC 3´ 

CaICRE CaINO1 
-1098 3´ 

CaINO1 3´ TTAAAAAGTCGCTTCAAGTGAAGTTATAGTTT 5´ 

CaICRE CaINO1 
-1218 3´ 

CaINO1 3´ TTGTTTAGATCATTTGAAATCTTTATT 5´ 

 

5.5 Biochemische und molekularbiologische Standardp uffer 
 

TE (10/1):  10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0 

 

TBE:               89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2,5 mM EDTA, pH 8.3 

                        (wurde als 5 x Stammlösung angesetzt) 
 
1 M KPP:  1 M KH2PO4, 1 M K2HPO4, pH 6,5 
 
PBS:   1 mM KH2PO4, 10 mM Na2HPO4, 137 mM NaCl, 2,7 mM 
    KCl, pH 7,0 
                         (wurde als 10 x Stammlösung angesetzt) 
  
TBS:        50 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5 
    (wurde als 10 x Stammlösung angesetzt) 
 

5.6 Kultivierung von Mikroorganismen  

5.6.1 Anzucht von E. coli  Zellen 
 
E. coli Zellen wurden auf Festmedium im Brutschrank bei 37 °C angezogen. Flüssigkulturen 
(3–6 ml) wuchsen bei 37 °C in Reagenzgläsern, größe re Ansätze (50–3000 ml) in 
Erlenmeyerkolben auf einer geeigneten Schüttelplattform. 
 

5.6.2 Anzucht von Saccharomyces cerevisiae  Zellen  
S. cerevisiae Zellen wuchsen auf Festmedien bei 30 °C im Brutsch rank. Flüssigkulturen 
wurden in Erlenmeyerkolben (50–250 ml) oder in Reagenzgläsern (5 ml) bei 30 °C unter 
Schütteln angezogen. 
 

5.6.3 Anzucht von Candida albicans   Zellen  
C. albicans Zellen wuchsen auf Festmedien bei 30 °C im Brutschr ank. Flüssigkulturen 
wurden in Erlenmeyerkolben (50–250 ml) oder in Reagenzgläsern (5 ml) bei 30 °C unter 
Schütteln angezogen. 
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5.7 Zelldichtebestimmung 
 
Die Zelldichtebestimmung von Hefekulturen und E. coli Kulturen erfolgte durch Messung der 
optischen Dichte (OD) im Photometer bei 600 nm. Dabei entspricht ein Wert von OD600 = 1 
einer Zelldichte von ca. 2 · 107 Zellen/ml bei Hefe, bzw. von 3 · 108 Zellen bei E. coli. 

5.8 Proteinbestimmungen 

5.8.1 Proteinbestimmung mit BIO-RAD Protein Assay 
 
Die Proteinkonzentrationen wurden für Messungen im Mikrogramm Bereich mit dem 
empfindlichen „BIO-RAD Protein Assay“ bestimmt. 
 
Durchführung: 
Zu 100 µl Probe (Proteingehalt zwischen 1 und 10 µg) wurden 700 µl H2O und  200 µl „BIO-
RAD Protein Assay“-Lösung gegeben, durchmischt und die Extinktion des Ansatzes nach 5–
10 min bei 595 nm gegen einen Pufferleerwert bestimmt. Die Auswertung erfolgte anhand 
einer BSA-Eichkurve im Bereich von 1 bis 10 µg Protein. 

5.8.2 Proteinbestimmung über Messungen bei 280 nm 
 

Die Proteinlösungen wurden in eine 10 mm Küvette gegeben und die Extinktion bei 280 nm 
gegen einen geeigneten Leerwert bestimmt. Der Proteingehalt der Probe ergab sich aus der 
Formel  
 

E280 x Küvette 1 cm x Verdünnung x Faktor 0,26 = Proteingehalt in mg / ml  

 

Der Faktor 0,26 hat sich für die Gesamtheit der Proteine als durchschnittliche Näherung 
erwiesen (persönliche Mitteilung Dr. Heike Schmidt, Biochemisches Institut Universität 
Greifswald). 
 

5.9 Techniken zur Gewinnung und Modifikation von DN A 

5.9.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli  

5.9.1.1 Präparative Isolierung von Plasmid-DNA mit „Qiagen“-Minisäulen 
 
Um reine Plasmid-DNA zu erhalten, wurde die Isolierung mit dem „QIAprep Spin Plasmid Kit“ 
der Firma QIAGEN durchgeführt. 
 
Alle benötigten Lösungen sind im Kit enthalten: 
 
P1: 0,1 mg/ml RNAse A in 50 mM Tris/HCl,10 mM EDTA , pH 8,0 
P2 (Lysispuffer):  0,2 M NaOH, 1 % SDS 
N3: im Kit enthalten, ohne Angabe der Zusammensetzung 
PB:  im Kit enthalten, ohne Angabe der Zusammensetzung 
PE:  im Kit enthalten, ohne Angabe der Zusammensetzung 
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Durchführung: 
(Nach Qiagen-Anleitung: „Experienced User Standard Protocol“) 
5–10 ml einer E. coli Übernachtkultur wurden abzentrifugiert (10 min, 4500 Upm, Heraeus 
Labofuge), die Zellen in 250 µl Puffer P1 suspendiert und in ein Eppendorf-Reagiergefäß 
überführt. Anschließend wurden nacheinander 250 µl P2 und 350 µl N3 zugegeben, wobei 
jedes Mal das Reagiergefäß zur Durchmischung des Inhalts einige Male hin- und 
hergewendet wurde. Nach 10 min Zentrifugation (13000 Upm, Tischzentrifuge) wurde der 
Überstand auf die Qiagen-Minisäule, die in ein sauberes Reagiergefäß plaziert worden war, 
aufgetragen. Das Ganze wurde 1 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Nach Entfernen des 
flüssigen Inhaltes des Reagiergefäßes wurde die Säule durch Zentrifugation mit 500 µl PB 
und 750 µl PE in dieser Reihenfolge gereinigt und die Flüssigkeit verworfen. Nach einer 
letzten Zentrifugation wurde die Minisäule in ein frisches Reagiergefäß platziert und die DNA 
durch Zentrifugation mit 50-80 µl Tris/HCl pH 8,0 eluiert. 
 

5.9.1.2 Analytische Isolierung von Plasmid-DNA (Min i-Screen-Analyse)  
 
Zur raschen Restriktionsanalyse wurden Plasmide nach der Mini-Screen Methode isoliert 
(Birnboim und Doly, 1979). 
 
Benötigte Lösungen: 
TE 50/10 
0,2 M NaOH, 1 %SDS 
3 M K-Acetat, pH 4,8 
Isopropanol 
Ethanol (70 %) 
 
Durchführung: 
3 ml LB Medium mit Ampicillin wurden mit einem E. coli Klon beimpft und 14–16 h bei 37 °C 
inkubiert. 1,5 ml dieser Kultur wurden in einem Reagiergefäß durch Zentrifugation (30 s, 
13000 Upm; Tischzentrifuge) abgeerntet und die Zellen in 100 µl TE 50/10 suspendiert. 
Aufeinanderfolgend wurden 200 µl 0,2 M NaOH, 1 % SDS und 150 µl 3 M K-Acetat, pH 4,8 
zugegeben, jeweils gründlich gemischt und anschließend zur Sedimentation der ausgefällten 
Zellkomponenten 10 min bei voller Drehzahl in der Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert. Der 
Überstand wurde vorsichtig in ein frisches Reagiergefäß dekantiert, mit 400 µl kaltem 
Isopropanol versetzt und für 10 min zentrifugiert (13000 Upm, Tischzentrifuge). Die 
ausgefällten Nukleinsäuren wurden mit 500 µl –20 °C  kaltem Ethanol (70 %) gewaschen, 
nochmals 5 min zentrifugiert, im Vakuum getrocknet und in 30 µl H2O gelöst. 
 

5.9.1   Isolierung von DNA aus Hefe 

5.9.1.3 Isolierung chromosomaler DNA 
 
Nach der Methode von Hoffman und Winston (1987) konnten Minipräparationen 
chromosomaler DNA aus Hefe hergestellt werden.  
Benötigte Lösungen: 
NETTS: 100 mM NaCl 
     1 mM EDTA 
   10 mM Tris 
     2 % Triton X-100 
     1 % SDS 
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI; 25:24:1) 
4 M Ammoniumacetat 
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Durchführung: 
10 ml einer Hefekultur wurden über Nacht bis zur früh stationären Phase angezogen, die 
Zellen durch Zentrifugation geerntet (4000 Upm, 5 min, Labofuge), in 500 µl Wasser 
resuspendiert und in ein Eppendorfgefäß überführt. Durch kurzes Zentrifugieren in der 
Tischzentrifuge wurden diese sedimentiert und der Niederschlag durch Vortexen 
aufgelockert. Nach Zugabe von 200 µl NETTS, 200 µl PCI und 0,3 g Glasperlen (0,5 mm) 
wurde 3–4 min bei voller Stärke auf dem Vortex-Gerät geschüttelt, anschließend 200 µl TE 
zugegeben, gemischt und zentrifugiert (13000 Upm, 5 min). Die wässrige Oberphase wurde 
in ein frisches Eppendorfgefäß überführt und die enthaltene DNA durch Zugabe von 1 ml 
96%igen Ethanol (–20 °C) und 10 µl 4 M Ammoniumacet at gefällt. Nach Zentrifugation 
(13000 Upm, 3 min) wurde das Sediment im Vakuum getrocknet und anschließend die DNA 
in 50 µl Tris/HCl pH 8,0 resuspendiert. 
 
 

5.9.2 Analytische Agarosegelelektrophorese von DNA Fragmenten 
 
 
DNA Restriktionsfragmente im Größenbereich von 0,5 bis ca. 10 kbp wurden durch 
Flachbett-Gelelektrophorese in einem 1%igen TBE-Agarosegel aufgetrennt. Für kleinere 
Fragmente (bis ca. 100 bp) wurde der Agarose-Gehalt auf bis zu 2,5% erhöht. 
Die Agarose wurde mit dem entsprechenden Volumen TBE Puffer versetzt und im 
Mikrowellenherd erhitzt, bis eine klare Lösung vorlag. Diese wurde auf ca. 50 °C temperiert 
und schließlich in eine Gussform mit den Abmessungen 89 x 56 mm bis 140 x 100 mm 
(Gelgröße abhängig von der Probenzahl) gegossen (Gelhöhe ca. 2 mm). Nach dem 
Erstarren des Gels (ca. 20–30 min) wurde das Gel in die entsprechende Flachbett 
Elektrophoresekammer gelegt, mit TBE Puffer überschichtet und die mit Stop-Mix versetzten 
Proben (vgl. 5.10.1) in die Geltaschen pipettiert und bei einer Spannung von 100–150 V 
aufgetrennt. Der Gellauf wurde beendet, wenn die Bromphenolblau-Bande ca. 80 % der 
Trennstrecke durchlaufen hatte. Die Gele wurden nach dem Lauf zum Anfärben der DNA-
Banden in wässriger Ethidiumbromid Lösung (ca. 1 mg/l) für etwa 10 min inkubiert und 
anschließend unter UV-Licht (312 nm) betrachtet/fotografiert. Als Größenstandard diente 
EcoRI/HindIII gespaltene λ-DNA (PEQlab), die Eichfragmente der folgenden Größen (in kbp) 
liefert: 21,2 / 5,15 / 4,97 / 4,27 / 3,53 / 2,02 / 1,90 / 1,58 / 1,38 / 0,95 / 0,83 / 0,56 / 0,13. 
 
 

5.9.3 Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegele n 
 
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus ausgeschnittenen Agarosegelstücken erfolgte mit 
dem „QIAquick“ Gelextraktionskit der Firma Qiagen. 
 
Benötigte Lösungen: 
QG: im Kit enthalten, ohne Angabe der Zusammensetzung 
PE: im Kit enthalten, ohne Angabe der Zusammensetzung 
 
Durchführung: 
(Nach Anleitung: „QIAquick Agarose Gel Extraction Protocol“) 
Elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente wurden aus dem Agarosegel ausgeschnitten 
und in ein Eppendorf Reagiergefäß überführt. Pro 100 mg Gel wurden 300 µl QG zugegeben 
und 10 min bei 50 °C inkubiert. Der Ansatz wurde an schließend auf die QIAquick Säule 
aufgetragen und 30–60 s in der Tischzentrifuge bei 13000 Upm zentrifugiert. Der Durchfluss 
wurde verworfen, zum Waschen 750 µl PE auf die Säule aufgetragen und bei 13000 Upm 
30–60 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen und die Säule, um 
überschüssigen Puffer zu entfernen, erneut 60 s bei 13000 Upm zentrifugiert. Die Elution des 
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DNA Fragments erfolgte mit 50 µl Tris/HCl pH 8,0. Nach einminütiger Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde das Eluat durch Zentrifugation (60 s, 13000 Upm) in einem frischen 
Reaktionsgefäß aufgefangen. 
 

5.10 Enzymatische Reaktionen mit DNA und RNA 

5.10.1 Restriktionsendonuklease-Spaltung von DNA 
Restriktionsenzyme ermöglichen die Herstellung definierter DNA-Fragmente, die für die 
Charakterisierung bestimmter Ausgangsmoleküle oder weitere in vitro Veränderungen 
herangezogen werden können. 
 
 
Benötigte Lösungen: 
 
Verdaupuffer A, B, L, M, H (Roche Diagnostics; mit den Enzymen mitgeliefert) 
 
Stop-Mix für Restriktionsverdaus:                   7 M    Harnstoff 
             40 %    Glycerin 
            50 mM EDTA 
            10 mM Tris/HCl, pH 8,0 
             0,1 %   Bromphenolblau 
              0,1 %   Xylencyanol 
Durchführung: 
Einfache oder multiple Restriktionsendonuklease Spaltungen wurden nach den Angaben des 
Enzymherstellers (Roche Diagnostics) durchgeführt. Die DNA-Konzentration im Verdau-
Ansatz betrug bis zu 0,1 µg/µl bei einer spezifischen Enzymaktivität von 0,5–2 U/µg DNA. 
Die Verdauzeit für präparative Ansätze betrug 90–120 min, um eine vollständige Spaltung zu 
gewährleisten; bei analytischen Ansätzen kann diese auf etwa 60 min reduziert werden. Alle 
Enzyminkubationen wurden bei 37 °C durchgeführt, so fern keine gegenteiligen 
Empfehlungen des Lieferanten vorlagen. Die Restriktionsverdaus wurden durch Zugabe 1/5 
Vol. Stop-Mix oder durch Ethanolfällung beendet. 
 
 

5.10.2 Ligation von DNA 
 
In vitro modifizierte DNA kann durch nachfolgende Ligation zu rekombinanten 
Genkonstrukten umgesetzt werden. 
 
Benötigte Lösung: 
 
10 x Ligations-Puffer:    200 mM Tris/HCl, pH 7,6 
      100 mM MgCl2 
      100 mM Dithiothreitol 
            6  mM  ATP 
 
Durchführung: 
Die zu ligierenden DNA-Fragmente wurden in insgesamt 17 µl sterilem Wasser gelöst, mit 
2 µl Ligations-Puffer sowie 1 U T4-DNA-Ligase (Roche Diagnostics) versetzt und 4 h bei 
14 °C bzw. 16 h bei 4 °C inkubiert. Anschließend wu rde der Ligationsansatz direkt in den E. 
coli Stamm DH5α transformiert. 
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5.10.3 PCR zur Amplifikation von genomischer bzw. P lasmid-DNA 
 
 
Die Polymerase Kettenreaktion ermöglicht die selektive Anreicherung von DNA-Fragmenten 
aus einem Gemisch von linearen Nukleinsäuren. Für diese enzymatische Reaktion werden 
zwei spezifische Primer benötigt, die das zu amplifizierende Fragment flankieren und deren 
Sequenz zu jeweils einem der beiden DNA-Stränge komplementär ist (Saiki et al., 1988). Als 
Vorlage kann sowohl Plasmid- als auch chromosomale DNA eingesetzt werden. Der PCR-
Zyklus beginnt mit einem Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs. Während der 
darauffolgenden Anlagerungsphase bilden sich Hybridmoleküle aus den DNA-Einzelsträngen 
und den Oligonukleotiden aus. Die 3'-Enden der Oligonukleotide dienen der 
DNA Polymerase bei der anschließenden Elongation als Ansatzstellen. Nach 
elektrophoretischer Auftrennung auf einem Agarosegel ist das amplifizierte DNA-Fragment 
als diskrete Bande erkennbar. 
Je nach Verwendungszweck des Fragmentes wurden unterschiedliche DNA Polymerasen 
verwendet. Für analytische PCR Reaktionen fand die Taq Polymerase (Roche Diagnostics) 
Verwendung, eine hitzestabile DNA Polymerase aus Thermus aquaticus. Aufgrund der 
Hitzestabilität der Taq Polymerase können bis zu 30 oder mehr Zyklen (Denaturierung, 
Anlagerung, Elongation) ohne Zusatz von neuem Enzym ausgeführt werden (Mullis und 
Faloona, 1987). Die Taq Polymerase verfügt jedoch nicht über eine Fehlerkorrektur (proof 
reading), so daß im Schnitt alle 104 bp ein falsches Nukleotid eingebaut wird. Daher wurden 
für das Klonieren von Genen Polymerasen, die über eine solche proof reading Aktivität 
verfügen eingesetzt, in der vorliegenden Arbeit ausschließlich die Pwo Polymerase (Barnes, 
1994; PEQlab). Die Fehlerhäufigkeit sinkt durch diese Aktivität um etwa Faktor 103. 
Die Durchführung der PCR Reaktionen folgte den Empfehlungen der Hersteller der 
jeweiligen Enzyme und des T3 Thermocyclers (Biometra). In einem sterilen 0,5 ml 
Reagiergefäß wurden 5 µl Plasmid-DNA (ca. 5 ng) mit je 1 µl 5‘- und 3‘-Primer (100 µM), 2 µl 
„PCR Nucleotide Mix“ (Roche Diagnostics, enthielt Gemisch von 
Desoxyribonucleosidtriphosphaten (dNTP: dATP, dCTP, dGTP und dTTP)), 10 µl 10fach 
Reaktionspuffer (Hersteller der entsprechenden Polymerase) und 2 U DNA Polymerase 
versetzt und mit Wasser auf 100 µl aufgefüllt. Die Taq Polymerase wurde wahlweise in 
einem sog. „Master Mix“ eingesetzt, der bei Lieferung bereits Polymerase, dNTPs und Puffer 
in zweifacher Konzentration enthielt. Die Oligonukleotide, die zu amplifizierende DNA wurde 
mit Wasser zu einem Gesamtvolumen von 50 µl aufgefüllt und im Verhältnis 1:1 mit dem 
Master Mix gemischt. 
Das Gemisch wurde zur Denaturierung in einem automatischen Thermocycler zur Reaktion 
inkubiert. Ein typisches PCR Profil sah etwa wie folgt aus: 
 
      94°C      2 min 
      94°C    15 s 
50–60°C    30 s 
      72°C  1–8 min 
      72°C      5 min 
 
Die Schritte 2–4 wurden dabei 30–40-mal zyklisch wiederholt. 
Die Temperatur der Deckelheizung wurde stets auf 105 °C eingestellt, um die Kondensation 
von Teilen des Reaktionsansatzes am Deckel des Reagenzgefäßes zu vermeiden. 
Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem unter 5.10.5 beschriebenen „QIAquick 
PCR Purification Kit“ der Firma QIAGEN. 
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5.10.4 PCR zur Amplifizierung von DNA aus ganzen Ze llen ( Whole cell  
PCR) 

Die Whole cell PCR Methode diente zur Verifikation von genomischen Neukombinationen 
nach Gen-Disruptionen über homologe Rekombination. 
 
Benötigte Lösungen: 
Master Mix (s. 5.10.3) 
BSA (1 mg/ml) 
Taq Polymerase (5 U/µl) 
 
Durchführung: 
Eine gerade sichtbare Zellmenge wurde in ein steriles 0,5 ml Reagiergefäß überführt. Zu den 
Zellen wurden die beiden Primer ad 0,6 µM Endkonzentration, 0,35 µl BSA, 25 µl Master 
Mix, 1,25 U zusätzliche Taq Polymerase (PEQlab) und ad 50 µl H2O gegeben und vorsichtig 
durchmischt. Im Thermocycler wurde der erste Denaturierungsschritt auf 5 min ausgedehnt, 
um die Zellwände aufzubrechen, alle anderen Schritte wurden wie in 5.17.1 beschrieben 
durchgeführt. 
Bei Verwendung dieser Methode zur genotypischen Überprüfung von Disruptionen reicht es 
aus, 10 µl des PCR-Ansatzes mit Stop-Mix zu versehen und zur Überprüfung der Länge der 
entstandenen Fragmente elektrophoretisch aufzutrennen. 
 

5.10.5 Aufreinigung amplifizierter DNA-Fragmente mi t dem „QIAquick 
PCR purification kit“ 

Benötigte Lösungen: 
Puffer PB: im Kit enthalten, ohne Angabe der Zusammensetzung 
Puffer PE: im Kit enthalten, ohne Angabe der Zusammensetzung 
 
Durchführung: 
(Nach Anleitung: „QIAquick PCR Purification Protocol“) 
Zu dem aufzureinigenden PCR-Ansatz wurde das 5fache Volumen PB gegeben, 
durchmischt und der Ansatz auf die QIAquick Minisäule gegeben. Nach einer kurzen 
Zentrifugation (30 s, 13000 Upm) wurde die Säule mit 750 µl PE gewaschen (30–60 s, 
13000 Upm) und zur Entfernung des restlichen Puffers erneut 60 s bei maximaler 
Geschwindigkeit (Tischzentrifuge) zentrifugiert. Die Säule wurde in ein frisches Reagiergefäß 
überführt und die daran gebundene DNA mit 50 µl Tris/HCl pH 8,0 eluiert (60 s Inkubation 
RT; 60 s, 13000 Upm) 

5.10.6 Orts-spezifische Mutagenese von Plasmid-DNA 
 
Die Mutagenese des Codon 75 von CaINO4 wurde in vitro mit dem „QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit“ (Stratagene) durchgeführt. 
Mit diesem Kit ist es möglich, Punktmutationen einzufügen, einzelne Aminosäuren 
auszutauschen, zu entfernen oder zusätzliche Aminosäuren einzubringen. Die Methode nutzt 
doppelsträngige DNA und Oligonukleotidprimer in einer PCR mit PfuTurbo® DNA 
Polymerase. Diese Polymerase repliziert beide Plasmidstränge mit hoher Genauigkeit ohne 
dabei die Mutagenese-Primer zu verdrängen. Die isolierte Plasmid-DNA sollte aus einem 
dam+ E. coli Stamm isoliert werden, damit die  DpnI Restriktionsendonuklease nach 
erfolgreicher Mutagenese die unmutierte (hemi-) methylierte Eltern-DNA abbauen kann. Die 
synthetischen zueinander und zur Plasmidmatrize komplementären Primer sollten 25 bis 45 
Basen umfassen und eine Aufschmelztemperatur von mindestens 78°C aufweisen. Der zu 
mutagenisierende Bereich sollte sich in der Mitte der beiden Primer befinden, so dass an 
beiden Seiten mindestens 15 Basen korrekt mit der Matrize paaren können.  
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Die hohe Mutationseffizienz dieser Methode wird durch die geringe Menge an eingesetzter 
unmutierter Plasmidmatrize, die hohe Replikationsgenauigkeit der Polymerase, die 
exponentielle Zunahme der mutagenisierten Stränge während der PCR und dem Abbau der 
unmutierten DNA durch Restriktionsverdau erreicht. 
 
Durchführung: 
Die Durchführung der PCR Reaktionen folgte den Empfehlungen der Stratagenevorschrift 
und denen des T3 Thermocyclers (Biometra). In einem sterilen 0,5 ml Reagiergefäß wurden 
5 µl Plasmid-DNA (ca. 5-50 ng) mit je 1,25 µl 5‘- und 3‘-Primer (200 ng/µl), 1 µl „dNTP Mix“ 
(Stratagene, enthielt Gemisch von Desoxyribonucleosid-triphosphaten (dNTP: dATP, dCTP, 
dGTP und dTTP)), 5 µl „10× reaction buffer“ (Stratagene) und 1 µl PfuTurbo DNA 
Polymerase (2.5 U/µl) versetzt und mit Wasser auf 50 µl aufgefüllt.  
Das Gemisch wurde zur Denaturierung in einem automatischen Thermocycler zur Reaktion 
inkubiert. Das PCR Profil wurde entsprechend der Länge der Plasmidmatrize und der Art der 
einzufügenden Mutationen angepasst: 
 
95 °C  30 s 
95 °C  30 s 
55 °C  1 min 
68 °C  1 min pro kb Plasmidlänge 
72 °C 5 min 
 
Von den Schritten 2–4 wurde dabei 16 Wiederholungen durchgeführt, um den gewünschten 
Einzelaminosäurenaustausch zu erhalten. 
Die Temperatur der Deckelheizung wurde stets auf 105 °C eingestellt, um die Kondensation 
von Teilen des Reaktionsansatzes am Deckel des Reagenzgefäßes zu vermeiden. 
 
Die erfolgreiche Amplifikation der mutagenisierten Plasmid-DNA wurde im Agarosegel 
überprüft. Anschließend wurde eine Restriktionsspaltung der methylierten Elternplasmid-
DNA durch DpnI durchgeführt: 
Dem PCR-Ansatz wurde 1 µl DpnI Restriktionsenzym (10 U/µl) unter einer Mineralölschicht 
zugefügt und für eine Stunde bei 37°C inkubiert. 
Nach erfolgtem Abbau der elterlichen Plasmid-DNA erfolgte eine Transformation von 
kompetenten E. coli DH5α Zellen entsprechend der in Kapitel 5.11.1 beschriebenen 
Methode. Eine Auswahl transformierter Klone wurde mit der DNA-Sequenzierung nach der 
Didesoxy-Terminationsmethode (Kapitel 5.10.9) auf korrekten Basenaustausch untersucht. 
 

5.10.7 Isolierung von RNA aus Hefe mit dem „High Pu re RNA Isolation 
Kit“ 

 
Die Isolierung DNA-freier RNA zur Verwendung als Matrize für die cDNA Synthese bei der 
RT-PCR wurde mit dem „High Pure RNA Isolation Kit“ (Roche Diagnostics) durchgeführt. 
 
Benötigte Lösungen: 
Lyse-/Bindepuffer (im Kit enthalten) :            4,5   M Guanidiniumchlorid 
       50 mM  Tris/HCl, pH 6,6 
       30   %  Triton X-100 
DNaseI (18 KU/ml; im Kit enthalten) 
DNase Inkubationspuffer (im Kit enthalten):   1     M NaCl 
      20  mM Tris/HCl, pH 7,0 
      10  mM MnCl2 

Waschpuffer I (im Kit enthalten):    5     M Guanidiniumchlorid 
      20  mM Tris/HCl, pH 6,6 
              37,5     %  Ethanol 
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Waschpuffer II (im Kit enthalten):  20  mM NaCl 
        2  mM Tris/HCl, pH 7,5 
      80   %  Ethanol 
Nuklease-freies, steriles Wasser (im Kit enthalten) 
und RNase freie Glasperlen (0,5 mm ∅) 
 
Durchführung: 
Zellen des zu untersuchenden Hefestammes wurden in 5 ml Medium bis zu einer OD600 von 
1–1,2 angezogen, durch Zentrifugation in sterilem, RNase freiem, gekühltem Zentrifugenglas 
bei 4000 Upm, 5 min, 4 °C geerntet. Anschließend wu rde mit eiskaltem Wasser gewaschen 
und das Sediment für 30 min bei –80 °C inkubiert. D anach wurde das Pellet in 200 µl PBS 
resuspendiert. Zum Zellaufschluß versetzte man das Sediment mit etwa derselben Menge 
steriler, RNase freier kalter Glasperlen und mischte 10 min (jeweils 1 min mit einminütiger 
Zwischenkühlung auf Eis). Die erhaltene Mischung wurde für 5 min bei 3000 Upm und 4 °C 
abzentrifugiert. Nachdem der Überstand dekantiert und 400 µl Lyse-/Bindepuffer 
dazugegeben wurde, wurde die Probe auf eine „High Pure“ Chromatographie Säule 
aufgetragen und kurz abzentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die neben der RNA 
gebundene DNA durch Inkubation mit 10 µl DNaseI und 90 µl DNase Inkubationspuffer in 
15-minütiger Inkubation abgebaut. Die Säule wurde mit 500 µl Waschpuffer I und 
anschließend noch zwei Mal mit Waschpuffer II (500 µl, dann 200 µl) gewaschen. Die Elution 
in ein steriles Reagiergefäß erfolgte durch Zugabe von 50 µl sterilem, RNAse-freiem Wasser 
und Zentrifugation für 60 s. 
 

5.10.8 cDNA Synthese durch Reverse Transkriptase 
Bei der RT-PCR dient RNA als Matrize für die Synthese einer cDNA durch eine reverse 
Transkriptase (eine RNA-abhängige DNA Polymerase). Die cDNA wird dann als Matrize in 
einer herkömmlichen PCR Reaktion verwendet. Das verwendete „Expand Reverse 
Transcriptase Kit“ (Roche Diagnostics) enthält die „Moloney Murine Leucaemia Virus reverse 
transcriptase (M-MuLV-RT)“. 
 
 
Benötigte Lösungen: (Die Lösungen waren im Kit enthalten) 
5 x Expand Reverse Transcriptase Buffer: 250 mM Tris-HCl, 200 mM KCl, 25 mM MgCl2, 
2,5 % Tween20, pH 8,3 (25°C)  
100 mM DTT 
PCR-Nukleotide Mix (je 10 mM) 
 
Durchführung: 
1 µg RNA wurde zusammen mit dem Poly-A-spezifischen Primer OTAP nach Vorschrift 
vermischt und mit sterilem Wasser auf 10,5 µl aufgefüllt. Es folgte ein Denaturierungsschritt 
im Thermocycler für 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Danach wurde der Ansatz sofort auf Eis 
gekühlt. Nach dem Abkühlen wurden in dieser Reihenfolge zugegeben: 4 µl 5 x Expand 
Reverse Transcriptase Buffer, 2 µl 100 mM DTT, 2 µl PCR-Nukleotide Mix, 0,5 µl Wasser 
und 1 µl Expand Reverse Transcriptase (50 U/µl). Der Ansatz wurde für 60 min bei 43 °C 
inkubiert. Auf die Zugabe von RNase-Inhibitor wurde verzichtet. 
Im Anschluß erfolgte eine normale PCR mit der in diesem Schritt entstandenen cDNA als 
Matrize. 
 

5.10.9 DNA-Sequenzierung nach der Didesoxy-Terminat ionsmethode 
 
Zur nicht-radioaktiven Sequenzierung wurde der „Thermo Sequenase flourescent labelled 
primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP“ der Firma Amersham gemäß einem 
optimierten Protokoll eingesetzt. 
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Ein Sequenzierungsansatz setzte sich standardmäßig wie folgt zusammen:  
       2 µg     Plasmid-DNA 
       4 pmol floureszenzmarkierter Primer 
       1 µl      DMSO 
ad 21 µl      H2O bidest  
Der Ansatz wurde vorsichtig durchmischt und je 5 µl zu 2 µl „reaction mix A, G, C bzw. T“ 
pipettiert, die in 0,2 ml-PCR-Reaktionsgefäßen vorgelegt worden waren. Der „reaction mix“ 
enthält die entsprechenden dNTPs und ddNTPs sowie die DNA Polymerase und den 
Reaktionspuffer. Die Ansätze wurden mit je 5 µl „Chill-out 14TM Liquid Wax“ der Firma 
Biozym (Hess. Oldendorf) überschichtet und im T3 Thermocycler der Firma Biometra 
(Göttingen) einer PCR mit folgenden Einstellungen unterzogen: 
 
95 °C 2 min 
95 °C 20 s 
60 °C 15 s 
70 °C 15 s 
  4 °C Pause 
30 Zyklen (2–4), Heizdeckel 105 °C 
 
Nach Beendigung der Sequenzreaktion wurden je Ansatz 5 µl Stop/Ladepuffer zugesetzt. 
Vor dem Auftragen auf das denaturierende Polyacrylamidgel wurden die Proben für 5 min 
bei 70 °C denaturiert. 
 

5.11 Transformationstechniken 

5.11.1 Transformation von E. coli  nach der Calciumchlorid-Methode 
 
Für die Transformation der E. coli Stämme DH5α und BL21 wurde die von Fuller (1982) 
beschriebene Calciumchlorid-Methode verwendet. 
 
Benötigte Lösungen: 
100 mM MgCl2 
100 mM CaCl2 
100 mM CaCl2 in 15 %igem Glycerin 
 
Durchführung: 
A) Herstellung und Lagerung transformationskompetenter Zellen:  
100 ml LB Medium wurden mit 1 ml einer frischen Vorkultur des zu transformierenden E. coli 
Stammes angeimpft und bei 37 °C bis zur mittellogar ithmischen Phase (OD600 = 0,6) 
geschüttelt. Anschließend wurden die Zellen auf Eis gekühlt, in sterilen 50 ml Röhrchen 
geerntet (4000 Upm, 10 min, 4 °C, Heraeus Labofuge)  und der Zellniederschlag vorsichtig in 
30 ml eiskalter 100 mM MgCl2 Lösung resuspendiert. Nach erneutem Abzentrifugieren 
(3000 Upm, 10 min, 4 °C, Heraeus Labofuge) wurden d ie Zellen vorsichtig in 30 ml 
eisgekühlter 100 mM CaCl2 Lösung aufgenommen, 20 min im Eisbad gelagert und abermals 
abzentrifugiert (3000 Upm, 10 min, 4 °C, Heraeus La bofuge). Das Zellsediment wurde 
vorsichtig in 5 ml eiskalter CaCl2/Glycerin Lösung resuspendiert, in sterile vorgekühlte 
Reagiergefäße aliquotiert (100–200 µl) und bis zum Gebrauch bei -80 °C aufbewahrt. In 
dieser Lagerungsform bleibt die Transformationskompetenz der Zellen monatelang erhalten. 
B) Transformation der kompetenten Zellen: 
Unmittelbar nach dem Auftauen der gelagerten kompetenten Zellen im Eis/Wasserbad wurde 
die zu transformierende DNA (maximal 20 µl Lösung) mit 100 µl der Zellsuspension 
vorsichtig vermischt. Daraufhin wurde der Transformationsansatz zur Adsorption der 
Plasmide 30 min im Eisbad stehen gelassen und nach 2-minütigem Hitzeschock bei 42 °C 
wiederum für 5 min auf Eis abgekühlt. Anschließend wurde pro Ansatz 1 ml LB Medium 
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zugegeben und zur Expression der Antibiotika Resistenz 30–60 min bei 37 °C inkubiert. 
Danach wurden die Zellen in einer Eppendorf Zentrifuge sedimentiert (30 s, 13000 Upm) und 
nach Dekantieren des Mediumüberstandes in 100 µl frischem LB Medium resuspendiert. 
Schließlich wurde diese Suspension zur Selektion der Transformanten auf LB/Amp Medium 
ausplattiert und bei 37 °C über Nacht bebrütet. Bei  Transformation von Ligationsansätzen 
wurde eine repräsentative Anzahl der gewachsenen Einzelklone nach der Mini-Screen 
Methode untersucht. 
 

5.11.2 Transformation von S. cerevisiae  nach der Lithiumacetat-Methode 
 
Mit Hilfe der Lithiumacetat-Methode (Ito et al., 1983) können Hefezellen ohne vorherige 
Entfernung der Zellwand transformiert werden. Daher kann auf eine osmotische 
Stabilisierung der Transformanten verzichtet werden. Eine schnellere und einfachere 
Variante der klassischen Lithiumacetat-Methode wurde von Soni et al. (1993) beschrieben. 
 
Benötigte Lösungen: 
 
LP-Mix:      40   %   Polyethylenglycol 4000 
       0,1   M  Lithiumacetat 
       10 mM  Tris/HCl, pH 7,5 
         1 mM  EDTA 
 
Lachssperma DNA (10 mg/ml): 
                  10 mg/ml Lachssperma DNA wurden in H2O gelöst, durch Aufziehen in einer 

engen Kanüle in ca. 1–2 kbp große Fragmente geschert, aliquotiert, daraufhin 
durch 10-minütiges Kochen thermisch denaturiert und im Eisbad abgeschreckt. 
Die denaturierte DNA wurde zur Sterilisation durch Zugabe von 2,5 Volumina 
Ethanol gefällt, abzentrifugiert, schließlich im Ausgangsvolumen TE 10/1 pH 8,0 
gelöst und bei –20 °C aufbewahrt. 

 
Dimethylsulfoxid (DMSO) 
 
Durchführung: 
Der zu transformierende Hefestamm wurde über Nacht in 5 ml Medium bis zur 
mittellogarithmischen Phase angezogen. 1,4 ml der Zellkultur wurden in einem sterilen 
Reagiergefäß geerntet, der Überstand vollständig abgezogen und das Zellsediment durch 
kurzes Durchmischen aufgelockert. Daraufhin wurden ca. 1 µg der zu transformierenden 
DNA sowie 100 µg Lachssperma DNA zugegeben und gemischt. Nach Zusatz von 500 µl 
LP-Mix und 55 µl DMSO wurde nochmals durchmischt und für 15 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock für weitere 15 min bei 42 °C. Zur Verdünnung des 
PEG wurden 500 µl steriler TE Puffer hinzugefügt und die Zellen in der Tischzentrifuge 
(1 min, 2000 Upm) geerntet. Das Zellsediment wurde mit 1 ml TE gewaschen (2 min, 
4000 Upm), in 100 µl TE wiederaufgenommen und auf dem erforderlichen Selektivmedium 
ausplattiert. 
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5.11.3 Transformation von C. albicans  durch Elektroporation 
 

Verwendete Puffer: 

 

LATE-Puffer (steril)    0,1 M Lithiumacetat                

   10 mM Tris/HCl pH 7,5 

     1 mM EDTA 

 

Zur Transformation von C. albicans-Zellen durch Elektroporation war es zunächst nötig, 
transformationskompetente Zellen zu erzeugen. Anders als bei E. coli-Zellen wurden die C. 
albicans-Zellen nicht eingefroren. sondern für jeden Transformationsdurchgang frisch erzeut. 
In Anlehnung an DeBacker et al. (1999) wurden die Zellen in 100 ml SCD -Ura 
Medium, supplementiert mit 400 µl 0,1 M Uridinlösung, in einem 500 ml Erlenmeyerkolben 
bei 30°C bis zu einer OD 600 von 1,2 bis 1,7 auf einem Schüttler inkubiert. Die Ernte erfolgt 
durch die Zentrifugation der Zellen in zwei 50 ml-Röhrchen bei 3500 upm für 10 Minuten. Die 
Zellen wurden in insgesamt 25 ml LATE-Puffer resuspendiert und nach Zugabe von 250 µl 1 
M Dithiotreitol-Lösung erneut eine Stunde bei 30°C auf dem Schüttler inkubiert. Es folgt ein 
erneuter Zentrifugationsschritt für 5 Minuten bei 3500 upm. Die Zellen wurden im Anschluß in 
25 ml eiskaltem sterilen A. dest resuspendiert und bei 4°C für 5 Minuten mit 3500 upm 
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde mindestens zweimal wiederholt. Anschliessend 
wurden das Zellpellet in 10 ml eiskalter steriler 1 M Sorbitollösung resuspendiert und erneut 
abzentrifugiert. Dann erfolgte die abschliessende Resuspendierung in 100 ml eiskaltem 
Sorbitol. Die nun kompetenten Zellen wurden bis zur möglichst zügigen Verwendung auf Eis 
aufbewahrt. 
Da zur Transformation von C. albicans höhere DNA-Konzentrationen nötig waren, wurde das 
Protokoll zur DNA-Gewinnung entsprechend modifiziert. Die Restriktionsverdaus der wie 
unter 5.9.1.1 beschrieben gewonnenen Plasmide wurden unter den idealen 
Pufferbedingungen für die Restriktionsenzyme durchgeführt. Dies erforderte eine Fällung der 
DNA nach dem ersten Restriktionsschnitt. 
 
 

1. Restriktionsschnitt 
 
Plasmid-DNA     80 µl 
A. dest .                                 204 µl 
Restriktionspuffer   32 µl 
Restriktionsenzym     4 µl 
 
Es folgte eine Inkubation für 90 Minuten bei 37°C u nd anschliessend eine Fällung der DNA 
durch Zugabe von  mindestens 1,5 ml Ethanol. Der Ansatz wurde 20 Minuten bei -80°C 
gekühlt und die anschliessend 20 Minuten bei 13000 upm in der Tischzentrifuge 
sedimentiert. Nach der Entfernung des Überstandes wurde die DNA in einer 
Vakuumzentrifuge (RVC 2-25, Christ) getrocknet.  
 
 

2. Restriktionsschnitt 
 
Plasmid-DNA    sedimentiert 
A. dest    284 µl 
Restriktionspuffer    32 µl 
Restriktionsenzym      4 µl 
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Im Anschluß an eine erneute 90 minütige Inkubation wurde die DNA erneut wie oben 
beschrieben gefällt und in maximal 20 µl A. dest resuspendiert.  
Nach einer Konzentrationsbestimmung wurde die gewünschte Menge DNA in eine eiskalte 
Elektroporationsküvette vorgelegt und 40 µl kompetente Zellen zugegeben. Die Lösungen 
wurden kurz durch Pipettieren gemischt und ein Stromstoß bei 1800 V im Elektroporator 
(EasyJect Prima) durchgeführt. Anschließend wurde sofort 1 ml eiskalte Sorbitollösung 
zugegeben und der Ansatz auf einer SCD –Ura Platte ausplattiert. Die Platte wurde unter der 
Sterilbank kurz getrocknet und bei 30°C für bis zu fünf Tage inkubiert. 
 
Im Rahmen der Experiment zur Entfernung des zweiten Allels von CaINO2 bzw. CaINO4 
wurden die verwendeten Platten mit durch erfolgreiche Substitution potentiell nötigen 
Substraten supplementiert. Es wurden wahlweise 200 µl zweiprozentiger Ölsäure mit 0,2 % Brij 
pro Agarplatte oder 200 µl Tween20 pro Agarplatte supplementiert. Zur Selektion auf ∆caura3 
defiziente Mutanten wurden 25 µg Uridin pro Milliliter Medium zugegeben (Stammlösung 6,25 
mg / ml). 
 
 

5.12 Rückgewinnung des Selektionsmarkers CaURA3  
 
Die Möglichkeit der Rückgewinnung des Selektionsmarkers CaURA3 ergibt aus der 
Konstruktion der Disruptionskassetten im Vektor p5921 (Fonzi und Irwin, 1993), bei dem der 
Selektionsmarker durch zwei Kopien einer hisG-Kassette flankiert wird. Unter nicht-
selektiven Bedingungen kommt es mit einer Häufigkeit von 5,9 x 10-4 zu einem 
Rekombinationsereignis zwischen diesen Kassetten, in dessen Folge eine hisG-Kopie sowie 
der Marker aus der Disruptionskassette entfernt werden.  
Die heteroallele C. albicans-Stämme wurden 24 Stunden in vollständigem SCD-
Flüssigmedium unter Zugabe von Uridin ( 25 µg/ml ) bei 30°C geschüttelt. Eine 
Zelldichtebestimmung ergab 7,8 x 107 Zellen pro Milliliter Kultur. Von dieser Zellkultur wurde 
30 µl einer 1:10 sowie 30 µl einer 1:100-Verdünnung auf Medium ausplattiert, welches 
5-Fluoro-orotic acid (5FOA) enthielt.  
Das Medium wurde gemäß Boeke et al. (1984) hergestellt. 

 

Yeast Nitrogen base                 0,28 g 
5-Fluoro-orotic acid    40,00 mg 
Uridin        2,00 mg 
Glucose                  0,80 g 
Aminosäure-Mix ohne Uracil     2,00 ml 
A. dest      20,00 ml 
 
Die erhaltene Lösung wurde steril filtriert, mit 20 ml autoklavierter Agarlösung (4 %ig, 0,8 
Gramm auf 20 ml A. dest) gemischt und in sterile Petrischalen gegossen. 
Zur Überprüfung des Verlustes des Selektionsmarkers wurden die erhaltenen Kolonien auf 
SCD –Ura sowie SCD –Ura +Uri Platten gestempelt.  
 

5.13 Heterologe Expression von GST Fusionsproteinen  in E. coli   
 
Die heterologe Expression von GST-Fusionsproteinen wurde nach der Pharmacia-Firmenschrift 
durchgeführt. 
Das „Glutathion S-Transferase (GST) Fusion System“ dient zur Konstruktion und heterologen 
Expression von GST-haltigen Hybridproteinen sowie zu deren Reinigung und Detektion. Das 
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System besteht im wesentlichen aus drei Komponenten: pGEX-Vektoren, GST-
Aufreinigungseinheit und GST-Detektionseinheit. 
Die von Pharmacia (heute Amersham Biosciences) angebotenen pGEX-Expressionsvektoren 
ermöglichen die Klonierung von Fusionen mit dem Glutathion-S-Transferasegen aus 
Schistosoma japonicum sowie eine hocheffiziente, IPTG-induzierbare Expression der 
resultierenden Hybride in E. coli. 

Alle pGEX-Vektoren enthalten folgende Elemente: 

- einen IPTG induzierbaren tac-Promotor 
- das GST Gen mit einem darauffolgenden Polylinker 
- ein internes lacIq Gen 
- Erkennungsstellen für Thrombin oder Faktor Xa-Protease zur enzymatischen Abspaltung 

der GST-Anteile. 
- ein Gen für Ampicillin-Resistenz 
-  

5.13.1 Expression der GST Fusionsproteine 
 
Benötigte Lösung:  
 
IPTG-Stammlösung: 100 mM IPTG in A. dest 
 
 
Durchführung: 
LB Medium mit 2 % Glucose (2 ml im analytischen Maßstab bzw. bis zu 100 ml bei größeren 
Ansätzen) wurde mit einer geeigneten Menge einer stationären Vorkultur von E. coli 
Transformanten, welche ein rekombinantes pGEX Plasmid enthielten, beimpft und in 
Gegenwart von 0,1 mg/ml Ampicillin (sowie 0,05 mg Chloramphenicol/ml Medium bei 
Verwendung des E. coli-Stammes BL21-CodonPlus-(DE3)-RP) bei 37°C bis zur 
mittellogarithmischen Wachstumsphase (OD600 Wert zwischen 0,6 und 0,8) geschüttelt. Zur 
Induktion der Expression wurde daraufhin IPTG zu einer 1 mM Endkonzentration zugesetzt 
und die Inkubation unter Schütteln für 1,5–2 h fortgesetzt. Zur späteren Überprüfung der 
Expressionsrate des Fusionsproteins durch Aufreinigung und Gelkontrolle wurden sowohl 
vor als auch nach der IPTG-Induktion 1,5 ml Aliquots aus der Zellkultur entnommen, in 
Reagiergefäßen abzentrifugiert und bis zur Verwendung bei –20 °C eingefroren. 
 

5.13.2 Aufreinigung von heterolog exprimierten Fusi onsproteinen über 
eine GSH-Affinitätsmatrix ( batch -Verfahren) 

 
Zur Aufreinigung der fremdexprimierten Fusionsproteine wurde eine Glutathion-Sepharose 4B-
Affinitätsmatrix verwendet. Bei dieser Matrix ist Glutathion, das Substrat der Glutathion-S-
Transferase, kovalent mit der Sepharose verknüpft. Dadurch können die Hybridproteine über 
deren GST-Anteile von der Affinitätsmatrix substratspezifisch gebunden und anschließend 
durch überschüssiges freies Glutathion wieder eluiert werden. 
Benötigte Lösung:  
GST-Elutionspuffer (10 mM Glutathion (red.) in 50 mM Tris/HCl, pH8,0) 
 
Durchführung: 
Vor Gebrauch wurde 1 ml der Glutathion-Sepharose-Suspension in 10 ml 1 x PBS suspendiert, 
durch kurze Zentrifugation sedimentiert und anschließend nochmals in 1 ml PBS 
aufgenommen. Diese 50%ige, PBS-äquilibrierte Glutathion-Sepharose konnte gebrauchsfertig 
für ca. 1 Monat bei 4 °C gelagert werden. 
Der Aufschluss der IPTG-induzierten E. coli Zellen erfolgte durch Ultraschallbehandlung. Dazu 
wurde das Zellsediment in 1/5 Vol. (bezogen auf das Kulturvolumen) 1 x PBS resuspendiert und 
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mit SDS zu einer 0,03 %igen Endkonzentration versetzt. Die Zellsuspension wurde bei geringen 
Volumina (ca. 300 µl Suspension) mehrmals für jeweils 20 Sekunden unter Zwischenkühlung im 
Eisbad bis zum Aufklaren sonifiziert (70 Watt; Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company). 
Bei größeren Ansätzen wurde  das Beschallungs-Intervall bis auf 45 Sekunden verlängert. Zur 
Entfernung unlöslichen Materials wurde 10 min bei 10000 Upm und 4°C abzentrifugiert (SS34 
Rotor) und der Überstand in ein frisches Reagiergefäß überführt. Anschließend wurde eine 
geeignete Menge der 50%igen Glutathion-Sepharose Matrix zugesetzt und für 30 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und anschließend 3   Waschschritte mit 1x PBS durchgeführt. 
Zur Elution der Fusionsproteine von der Matrix wurde ein halbes Volumen GST-Elutionspuffer 
bezogen auf die zugegebene Menge 50 % Glutathion-Sepharose zugegeben und für 
mindestens 5 min bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach wurde die Sepharose-Matrix 
durch Zentrifugation abgetrennt und der Überstand in ein frisches Gefäß überführt.  
Zur Kontrolle der Präparationen wurden Aliquots der Eluate mit SDS/PAGE Probenpuffer 
vermischt und nach thermischer Denaturierung auf einem SDS-Polyacrylamidgel 
elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abschnitt 5.15.3) 
 

5.13.3 Aufreinigung von heterolog exprimierten Fusi onsproteinen über 
eine Ni-NTA-Affinitätsmatrix (Säulenchromatographie ) 

 
Zur Aufreinigung der fremdexprimierten Fusionsproteine über eine Ni-NTA-Sepharosematrix 
wurden C-terminal 6 benachbarte Histidine in die Aminosäuresequenzen der betreffenden 
Proteine eingeführt. Die Reinigung basiert auf einer Affinität zwischen diesen 6 Histidinen 
und einem immobilisierten Metallion, in diesem Fall Ni2+, welches über Nitrilo-Essigsäure 
(NTA) als Chelator (besitzt vier mögliche Interaktionsstellen für Metallionen) kovalent an eine 
Festkörpermatrix gebunden ist (Qiagen, The Qiaexpressionist, März 2001). 
 
Benötigte Lösungen: 
 
Ni-NTA-Bindepuffer:         50 mM NaH2PO4, pH 8,0 
       300 mM NaCl 
         10 mM Imidazol 
 
optional verwendet: 
Ni-NTA-Waschpuffer:        50 mM NaH2PO4, pH 8,0 
       300 mM NaCl 
         20 mM Imidazol 
 
Ni-NTA-Elutionspuffer:      50 mM NaH2PO4, pH 8,0 
       300 mM NaCl 
       250 mM Imidazol 
 
Wahlweise können Imidazolkonzentration bei Binde- und Waschpuffer erhöht, der pH-Wert 
auf minimal pH7,0 gesenkt oder bis zu 20% Glycerin zugegeben werden. Der Einsatz 
diverser anderer Additive ist ebenfalls möglich. 
 
Durchführung: 
Die gewünschte Menge eingefrorener E. coli-Zellen wurde in 30 ml Ni-NTA-Bindepuffer 
aufgenommen und durch viermalige Behandlung mit 1000 atm in der FrenchPress (SLM 
Aminco) aufgeschlossen. Nach dem Abzentrifugieren der Zelltrümmer (4°C, zweimal 20 min, 
19000 rpm, Sorvall RC-26 Plus, Rotor SM-24) wird der Überstand in ein frisches Gefäß 
überführt. Eine geeignete Menge des Extraktes wurde nach einer Proteibestimmung 1:10  mit 
Bindepuffer verdünnt und mit 0,45 µm oder 0,22 µm Spritzenvorsatzfiltern filtriert. Der Auftrag 
auf Chromatographie-Säulen (Volumen 1 ml, His Trap FF crude, GE Healthcare) erfolgte an 
einer Chromatographie-Anlage (BioRad Econo System) mit angeschlossenem UV-Detektor bei 
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einer Fließgeschwindigkeit von 0,5 ml / min. Nach dem Auftragen der Probe und dem 
Auffangen des Durchlaufs erfolgte das Waschen mit Ni-NTA-Binde- oder Waschpuffer, bis 
eine stabile Grundlinie in der UV-Absorbtion zu beobachten war. Die Elution erfolgte über 
einen Stufengradienten oder einen linearen Gradienten durch elektronisch gesteuerte 
Zugabe der entsprechenden Menge des Elutionspuffers. Die Fraktionierung der eluierten 
Proteine erfolgte durch einen angeschlossenen Fraktionssammler  in 1,5 ml 
Reaktionsgefässen. 
Zur Kontrolle der Präparationen wurden Aliquots der Eluate mit SDS/PAGE Probenpuffer 
vermischt und nach thermischer Denaturierung auf einem SDS-Polyacrylamidgel 
elektrophoretisch aufgetrennt (s. Abschnitt 5.15.3). Weitere Aliquots wurden in 
Gelretardierungsexperimenten eingesetzt und gemäß Punkt 5.14.2 weiterverarbeitet. 
 
 
 
 

5.13.4 Aufreinigung von heterolog exprimierten Fusi onsproteinen über 
eine DEAE-Anionenaustauschmatrix 

 
 
Benötigte Lösungen: 
 
Bindepuffer    50 mM Tris/HCl pH8,0 
     10  %   Glycerin 
 

Elutionspuffer    50 mM Tris/HCl pH8,0 
           1    M  KCl 
 

DNAse-Lösung     1 Spatelspitze  
in 1 ml A. dest 

 

 

Vorbereitung der Chromatographie-Säule: 

Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C in einer Küh lzelle durchgeführt. Die benötigte Menge 
(etwa 20 ml) der verwendeten Sepharose (DEAE-Anionenaustauscher-Matrix DCL-6B-100, 
Sigma) wurde in dem zehnfachen Volumen Bindepuffer über Nacht in einem Becherglas 
äquilibriert und temperiert.  Der klare Überstand wurde abgenommen und die Sepharose in 25 
ml Bindepuffer resuspendiert. Die Suspension wurde in eine XK16-Säule (GE Healthcare) 
überführt und stehengelassen, bis sich die Sepharose abgesetzt hatte. Nach der vollständigen 
Sedimentation der Sepharose wurde der Stempel der Säule vorsichtig auf die Sepharose 
gesetzt und die Säule verschlossen. Es folgte ein schwerkraftabhängiges Waschen der Säule 
mit 100 ml Bindepuffer.  
 

Vorbereitung der Probe: 

Die gewünschte Menge eingefrorener E. coli-Zellen wurde in 30 ml Bindepuffer 
aufgenommen und durch fünfmalige Behandlung mit 1000 atm in der FrenchPress (SLM 
Aminco) aufgeschlossen. Nach dem Abzentrifugieren der Zelltrümmer (4°C, zweimal 20 min, 
19000 rpm, Sorvall RC-26 Plus, Rotor SM-24) wird der Überstand in ein frisches Gefäß 
überführt. Fünf Milliliter des Extraktes wurden nach einer Proteinbestimmung mit kaltem 
Bindepuffer auf eine Proteinkonzentration von etwa 15 mg / ml verdünnt und die daraufhin 
erhaltene Lösungsmenge mit 0,45 µm Spritzenvorsatzfiltern filtriert. Dieser Rohextrakt wurde 
bis zur zügigen Verwendung auf Eis gelagert. 
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Chromatographie: 

Die Fraktionierung erfolte über einen Fraktionssammler, pro Fraktion wurde das Eluat von 
drei bis 7 Minuten aufgefangen, je nach Fließgeschwindigkeit der Lösungen. Die Probe 
wurde schwerkraftabhängig auf die Säule aufgetragen. Nach Beendigung des Auftragens 
wurde mit 100 ml Bindepuffer gewaschen und anschließend eine Elution mit einem durch einen 
Zwei-Kammer-Gradientemischer generierten linearen Gradienten aus Binde- und Elutionspuffer 
durchgeführt. Die erhaltenen Fraktionen wurden auf ihren Proteingehalt hin untersucht und bis 
zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. 
 

5.13.5 Expression HA 3-getaggter Fremdproteine in E. coli 
 
Die Expression HA3-getaggter Fremdproteine erfolgte mit Plasmiden, die auf dem Derivat 
pASK-IBA5HA des Vektors pASK-IBA5 (IBA GmbH, Göttingen) basierten.  

Elemente des pASK-IBA5HA: 

- ein Anhydrotetracyclin-dereprimierbarer tet-Promotor mit dazugehörigem tet-Repressor 
- das HA3 Gen mit einem darauffolgenden Polylinker 
- ein Gen für Ampicillin-Resistenz 
 
LB Medium mit 2 % Glucose (2 ml im analytischen Maßstab bzw. bis zu 100 ml bei größeren 
Ansätzen) wurde mit einer geeigneten Menge einer stationären Vorkultur von E. coli 
Transformanten, welche ein rekombinantes pASK-IBA5-Plasmid enthielten, beimpft und in 
Gegenwart von 0,1 mg/ml Ampicillin (sowie 0,05 mg Chloramphenicol/ml Medium bei 
Verwendung des E. coli-Stammes BL21-CodonPlus-(DE3)-RP) bei 37 °C bis zur  
mittellogarithmischen Wachstumsphase (OD600 Wert zwischen 0,6 und 0,8) geschüttelt. Zur 
Induktion der Expression wurden daraufhin 5 µl einer Anhydrotetracyclin-Lösung einer 
Konzentration von 2 mg/ml in DMF  zugesetzt und die Inkubation unter Schütteln für 45 min 
fortgesetzt. Die Ernte erfolgte durch Abzentrifugieren von 2 x 1,5 ml Kultur in ein 1,5 ml 
Reagiergefäß, die Flüssigkeit wurde verworfen und das Pellet bei –20°C eingefroren. 
Zur Herstellung eines Gesamtproteinextraktes zur Verwendung in GST-Pulldown-
Untersuchungen (Abschnitt 5.15) wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, mittels Ultraschall 
aufgeschlossen und nach dem Klarzentrifugieren (10000 upm, 4°C) im Folgeexperiment 
eingesetzt. 
 

5.14 Techniken zur Proteinuntersuchung 

5.14.1 ββββ-Galaktosidase Enzymtest  
Der Test wurde nach einer modifizierten Version der Methode nach Guarente (1983) 
durchgeführt. Das Hilfssubstrat oNPG wird durch das Enzym β-Galaktosidase hydrolysiert, 
wobei o-Nitrophenol frei wird. Dieses liegt im Alkalischen als gelbes Phenolat vor und kann 
photometrisch bei 420 nm bestimmt werden. 
 
Benötigte Lösungen: 
Z-Puffer (pH 7,0):  60 mM Na2HPO4 
 40 mM NaH2PO4 
 10 mM KCl 
   1 mM MgSO4 
oNPG-Lösung (4 mg/ml) in Wasser 
1 M Natriumcarbonat-Lösung in Wasser 
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Durchführung: 
1 ml Z-Puffer wurde mit 100 µl Rohextrakt (Volumen wurde entsprechend der spez. Aktivität 
der Rohextrakte variiert) versetzt und auf 30 °C te mperiert. Teststart erfolgte durch Zugabe 
von 200 µl oNPG-Lösung. Beim Auftreten einer deutlichen Gelbfärbung wurde der Test mit 
500 µl Natriumcarbonat-Lösung gestoppt, und danach die Extinktion bei 420 nm gegen einen 
Puffer-Leerwert gemessen. 
 
Auswertung: 

Volumenaktivität in der Probe (in U/ml)   =   dtV4,5
EV1000

P

420T

⋅⋅
⋅⋅

 

Spez. Aktivität in der Probe (in U/mg Protein) =   PP

420T

cdtV4,5
EV1000
⋅⋅⋅

⋅⋅

 
 
(VT = Testvolumen; VP = Probenvolumen; dt = Testdauer; cP = Proteinkonzentration in mg/ml; 
E420 = Extinktion bei 420 nm) 
 
Die in dieser Arbeit angegebenen spezifischen β-Galaktosidaseaktivitäten der Hefe-
Zellrohextrakte wurden durch Mittelung der Durchschnittswerte mindestens dreier 
unabhängiger Messreihen bestimmt.  
Bei episomalen Reportergenen wurde für jede Messreihe neu transformiert; Stämme mit 
integriertem Reporterkonstrukt wurden jeweils frisch angezogen. Innerhalb jeder Messreihe 
wurden jeweils fünf unabhängige Transformanten getestet. Die spezifische 
β-Galaktosidaseaktivität wurde für jeden Klon durch Doppelbestimmungen sowohl der 
Volumenaktivität als auch der Proteinkonzentration errechnet. Aus diesen Einzelwerten 
wurde ein Mittelwert gebildet, wobei signifikant abweichende Einzelmessungen für die 
Mittelung unberücksichtigt blieben. Die Standardabweichungen innerhalb der zur 
Berechnung herangezogenen Einzelwerte betrug bei episomalen Reporterkonstrukten 
maximal 25 % des resultierenden Mittelwerts, bei integrierten Reportergenen 10 %.  
 

5.14.2 Gelretardierungsexperimente 
 
 
Die Gelretardierungsmethode dient zum Nachweis von DNA-Protein-Wechselwirkungen 
durch Veränderung des elektrophoretischen Laufverhaltens eines radioaktiv markierten 
DNA-Fragments (Arcangioli und Lescure, 1985) 
Sie umfasst drei Teilschritte: 
1. Herstellung des radioaktiv markierten DNA-Fragments 
2. Herstellung der Proteinbindeextrakte 
3. Bindungsreaktion mit nachfolgender Gelelektrophorese 
 
 

5.14.3 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten du rch eine fill-in  
Reaktion 

 
Die radioaktive Markierung durch eine fill-in Reaktion beruht auf der Ergänzung 5'-einzel-
strängig überstehender Enden eines DNA-Fragments zum Doppelstrang durch das Klenow-
Fragment der DNA Polymerase I (Roche) in einer α-32P-dATP-haltigen Nukleotidmischung.  
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Benötigte Lösung: 
10 x Nukleotidmix:  500 mM     Tris/HCl, pH7,8 
      50 mM     MgCl2 
    100 mM     β-Mercaptoethanol 
     0,1 mg/ml BSA 
                                            je 0,2 mM     dCTP, dGTP, dTTP 
 
Durchführung: 
Etwa 0,5–1 µg des zu markierenden, partiell doppelsträngigen Oligonukleotids wurden 
zusammen mit 4 µl 10 x Nukleotidmix, 1 µl α-32P-dATP (10 µCi) und 5 U Klenow DNA 
Polymerase in ein Reagiergefäß pipettiert und auf 40 µl mit H2O aufgefüllt. Diese Mischung 
wurde nach 30-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur auf eine TE-äquilibrierte 
Gelfiltrationssäule (Nick-Säule; Amersham) aufgetragen und mit 200 µl Aliquots TE eluiert. 
Unter diesen Bedingungen befand sich das radioaktiv markierte Fragment in der 3. und 4. 
Fraktion, nicht eingebautes dATP folgte in der 6. Fraktion. Anschließend wurde die 
Radioaktivität pro Volumen (cpm/µl) im Scintillationszähler ermittelt und die Proben bis zum 
Gebrauch bei –20 °C eingefroren.  
 

5.14.4 Herstellung der Proteinbindeextrakte aus E. coli 
 
Benötigte Lösungen: 
Denaturierungpuffer (DP):          50 mM Tris/HCl, pH 8,0 
       1 mM EDTA 
       8 mM Dithiothreitol (DTT) 
       6    M Harnstoff 
 
Renaturierungpuffer (RP):           50 mM Tris/HCl, pH 8,0 
       1 mM EDTA 
       1 mM Dithiothreitol (DTT) 
         20  %   Glycerin 
 
Die Anzucht des transformierten E. coli-Stammes erfolgte in 50 ml YT-Flüssigmedium mit 
2 % Glucose und unter Zugabe geeigneter Mengen der zur Selektion der Transformanten 
benötigten Antibiotika bei 37°C auf dem Schüttler. Die Induktion der Expression erfolgte 
durch Zugabe von 500 µl einer 100 mM IPTG-Stammlösung bzw. 5 µl einer 
Anhydrotetracyclin-Stammlösung der Konzentration 2 mg/ml bei einer OD600 von 0,7. Nach 
weiteren 90 min auf dem Schüttler bei 37°C wurden R eagiergefäße mit 1,5 ml Kultur gefüllt, 
30 sec bei 13000 upm abzentrífugiert, der Überstand verworfen, nochmals 1,5 ml pro 
Reagiergefäß eingefüllt, zentrifugiert und die Flüssigkeit möglichst vollständig entfernt. Das 
Pellet wurde dann bei –20°C eingefroren.  
Zur Gewinnung DNA-bindender Heterodimere wurden die eingefrorenen E. coli-Zellen eines 
Bindepartners in 500 µl eiskaltem DP aufgenommen und in ein Gefäß mit den anderen 
Bindepartner tragenden Zellen überführt. Diese wurden ebenfalls resuspendiert, wodurch 
eine gemischte Zellsuspension vorlag. Die Zellen der Suspension wurden durch mehrfache 
Ultraschallbehandlung (70 Watt; Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company) über jeweils 
20 sec bei Zwischenkühlung aufgeschlossen, die Zelltrümer abzentrifugiert (4°C, 10 min, 
10000 rpm, Hettich Kühlzentrifuge Universal 30RF), der Überstand in frische Reagiergefäße 
überführt und zur Vervollständigung der Denaturierung 20 min bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Zur Renaturierung der Proteine wurden diese in Reagiergefäße mit ausgehöhltem 
Deckel überführt, in den eine in TE mit 10 % Glycerin äquilibrierte Dialysemembran 
(Servapordialysis tubing 21 mm) eingeklemmt wurde. Die Renaturierung erfolgte durch 
Dialyse gegen RP, wobei nach Intervallen von je 20, 30 und 60 min der RP gewechselt 
wurde. Abschließend erfolgte eine Dialyse gegen einen geeigneten Puffer zur Ermöglichung 
einer affinitätschromatographischen Reinigung über GSH- oder Ni-NTA-Sepharose. 



Material und Methoden                                                                                                           119 

In späteren Experimenten und zur Überprüfung von Proteinlösungen, die gemäß Punkt 
gewonnen wurden, erfolgte erst die Reinigung der jeweils benötigten individuellen Proteine 
über die Ni-NTA-Sepharose wie oben beschrieben. Anschließend wurden die Lösungen mit 
den entsprechenden Interaktionspartnern gemischt und die De- und Renaturierung mittels 
Dialyse gegen die jeweiligen Puffer über je mindestens 2 Stunden durchgeführt. 
Abschließend erfolgte noch eine Dialyse über 1,5 h gegen PBS. 
 
 

5.14.5 Bindungsreaktion und Retardierungs-Gelelektr ophorese 
 
Benötigte Lösungen: 
 
Poly-dI-dC-Lösung:      1 mg/ml in TE 
4 x Bindungspuffer:    80 mM     Hepes, pH 7,8 

400 mM     NaCl 
        8 mM     EDTA 
      20 mM     MgCl2 
       28 mM     β-Mercaptoethanol 
          4 mM     PMSF 
         40  %       Glycerin 
 
40 % Acrylamid Stammlösung (Acrylamid:Methylenbisacrylamid 38:2; Roth) 
 
10 % APDS 
 
Fixierer:   10 %  Essigsäure 
    10 %  Methanol 
Repelsilan (Amersham) 
 
Bindesilan:        5 ml Ethanol (98%) 

 175  µl 10%ige Essigsäure 
17,5  µl Silan GF31 (Amersham) 

 
Durchführung: 
Vor dem Gießen des Polyacrylamidgels wurde die Ohrenplatte abstoßend silanisiert, die 
Rückenplatte mit Bindesilan behandelt und anschließend beide Glasplatten zu einer 
Gelgießform mit 1,5 mm dicken Abstandshaltern montiert und zusätzlich mit 1 %iger 
Wasseragarose abgedichtet. 5 ml der 40 %igen Acrylamid Stammlösung (Roth), 25 ml TBE  
und 20 ml Wasser wurden zusammengegeben. Daraufhin wurden 300 µl 10 % APDS sowie 
30 µl TEMED zugesetzt und nach kurzem Durchmischen sofort in die Gelkassette gegossen. 
Zur Polymerisation wurde das Gel (Endkonzentration 4 %) über Nacht stehen gelassen. 
Nach Einbau des Gels in eine Laufkammer wurde im Kühlraum ein Vorlauf für ca. 60 min bei 
200 V mit 0,5 x TBE als Laufpuffer durchgeführt. In der Zwischenzeit wurden die 
Bindungsreaktionen angesetzt. Dabei wurden jeweils 5000–10000 cpm des radioaktiv 
markierten DNA-Fragments, 2 µl Poly-dI-dC Lösung zur Titration unspezifischer DNA-
Bindeproteine, 5 µl 4xBindungspuffer, 5 µl E. coli-Proteinextrakt mit Wasser bzw. die 
maximal mögliche Menge Hefe-Extrakt zu einem Endvolumen von 20 µl vereinigt. Die 
Bindungsansätze wurden 20 min (RT) inkubiert, anschließend auf das vortemperierte Gel 
aufgetragen und ca. 2,5 h einer Elektrophorese bei 200 V im Kühlraum (4 °C) unterzogen. 
Als Frontmarker diente ein Ansatz mit 5 µl Bromphenolblau, der jedoch keinen Proteinextrakt 
enthielt. Der Gellauf wurde in der Regel beendet, wenn die Bromphenolblau-Bande ca. 4 cm 
vom unteren Gelrand entfernt war. Die Gelkassette wurde auseinandergenommen und das 
an der mit Bindesilan behandelten Glasplatte anhaftende Gel 20 min fixiert. Dieses wurde 
danach bei 80 °C getrocknet, mit Frischhaltefolie a bgedeckt und je nach Signalintensität über 
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Nacht bis hin zu einigen Tagen mit einem Röntgenfilm und Verstärkerfolie bei  –80 °C 
exponiert. 
 

5.15 GST-Pulldown Analyse zur Detektion von Protein /Protein 
Interaktionen in vitro  

 
Mit diesem Experiment kann die spezifische Interaktion zwischen zwei Proteinkomponenten 
in vitro nachgewiesen werden. Dazu wird eine Komponente zunächst als GST-Fusions-
protein in E. coli heterolog exprimiert (Interaktionspartner 2), um anschließend an einer 
Glutathion-Sepharose 4B-Affinitätsmatrix (Amersham) immobilisiert werden zu können (s. 
Abschnitt 5.15.1). In einem zweiten Schritt wird diese Matrix inklusive der dort gebundenen 
GST-Fusionsproteine gemeinsam mit einer Proteinlösung inkubiert. Hierbei können 
Gesamtproteinextrakte (homolog oder heterolog) bzw. gereinigtes Protein verwandt werden. 
Ist das gebundene Fusionsprotein in der Lage mit einer Komponente aus der Lösung zu 
interagieren, so sollte dieser Interaktionspartner (Interaktionspartner 1) durch diese 
nichtkovalente Bindung ebenfalls an der Matrix immobilisiert werden können. Für eine 
spezifische Interaktion kann zudem vorausgesetzt werden, dass die Affinität zwischen GST 
Fusionsprotein und dem Partner aus der Lösung auch nach intensivem Waschen (Waschen 
der Matrix inklusive der gebundenen Proteine mit Hochsalzpuffer, bei Raumtemperatur sowie 
unter Verwendung von Detergenz) noch nachweisbar ist. Wenn keine spezifischen 
Antikörper gegen das untersuchte Protein vorhanden sind, sollte der mutmaßlich an der 
Interaktion beteiligte Partner (Interaktionspartner 1) aus der Lösung zudem noch mit einem 
Epitop markiert sein, damit nach der Elution aller matrixgebundenen Proteine von der 
Sepharose seine immunologische Detektion möglich ist. 
 

5.15.1   Bindung der GST Fusionsproteine an die Sep harose-Matrix  
 
Das für das GST-Pulldown Experiment benötigte GST Fusionsprotein (Interaktionspartner 2) 
wird, wie im Abschnitt 5.13 beschrieben, durch heterologe Expression in E. coli hergestellt 
und an die GSH-Sepharose 4B Matrix gebunden. Für das GST-Pulldown Experiment wird 
der Aufreinigungsvorgang nach den Waschschritten mit PBS, d. h. unmittelbar vor der 
Elution der Fusionsproteine mit Glutathion unterbrochen. Das so immobilisierte GST- 
Fusionsprotein wird beim Interaktionsexperiment (Abschnitt 5.15.2) weiterverwendet. 
 

5.15.2   Affinitätschromatographisches Interaktions experiment 
 
Benötigte Lösungen: 
Puffer A1 (Kadosh und Struhl, 1997):   20 mM HEPES, pH 7,6 

      125 mM K-Acetat 
          1 mM DTT 
          1 mM EDTA 
        20   %  Glycerin 
          1   %  NP-40 

Puffer A2:                    wie A1 mit 500 mM K-Acetat 
 
GST-Elutionspuffer:              10 mM Glutathion (red.) in 50 mM Tris/HCl, pH8,0 
 
 
 
 
 
 



Material und Methoden                                                                                                           121 

Durchführung: 
Zunächst wurde die Sepharose Matrix inklusive dem daran gebundenen GST Fusionsprotein 
(Interaktionspartner 2) durch Waschen mit 800 µl Puffer A auf die nun notwendigen 
Pufferbedingungen äquilibriert. Der in Abschnitt 5.13.5 heterolog hergestellte 
Gesamtproteinextrakt inklusive des Epitop markierten Interaktionspartners 1 wurde 
gleichzeitig mit dem Puffer A verdünnt (resultierende Proteinkonzentration 0,1–0,2 µg/µl). 
Um unspezifisch an die Sepharose bindende Proteine dem Versuchsansatz zu entziehen, 
wurde der verdünnte Extrakt zuerst zweimal mit 35 µl GSH-Sepharose vorgeklärt. Der 
Ansatz musste dabei jeweils  3 Stunden unter mechanischer Vermischung bei 4 °C inkubiert 
werden und zwischenzeitlich durch Zentrifugation (13000 Upm, 3 min) von der  Sepharose 
Matrix getrennt werden.  
Nach Zentrifukation (13000 Upm, 3 min) wurde der Überstand weiter verwendet. Für das 
eigentliche Interaktionsexperiment wurde die Matrix mit dem immobilisierten GST-
Fusionsprotein (ca. 50 µl Volumen; siehe 5.13.2) für 16 bis 18 h bei 4 °C und permanenter 
Durchmischung im geklärten Proteinextrakt inkubiert. 
Danach wurde die Sepharose Matrix durch mehrmalige Sedimentation (10000 Upm, 3 min) 
und Resuspendierung von unspezifisch gebundenen Proteinen befreit. Mit der Anzahl dieser 
Prozeduren (Waschzyklus von 30 min) bzw. mit der Zusammensetzung der dabei 
verwendeten Puffer kann die Stringenz des Experimentes variiert werden. Alle in dieser 
Arbeit angegeben Interaktionen wurden  unter folgenden Stringenzbedingungen erzielt: 1 x 
800 µl A1, 3 x 800 µl A2, 1 x 800 µl A1.  
Nachdem der letzte Waschschritt durchgeführt worden war, wurde die Matrix erst dreimal mit 
500 µl PBS gewaschen und anschließend  noch einmal sedimentiert. Anschließend wurde 
mit freiem Glutathion (50 µl 10 mM GSH in 50 mM Tris/HCl, pH 8,0) sowohl das GST-
Fusionsprotein als auch der mitsedimentierte Interaktionspartner von der GSH Sepharose 
freigesetzt. Bei Vorliegen einer spezifischen Wechselwirkung kann der Epitop markierte 
Interaktionspartner aus dem Proteinextrakt (Interaktionspartner 1) in einer Westernblot 
Analyse (s. 5.16) im Eluat nachgewiesen werden.  
 
 

5.15.3 Eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektro phorese zur 
Proteinauftrennung 

 
Benötigte Lösungen: 
 
- Acrylamid-Stammlösung: 30 % Acrylamid, 0,8 % N,N'-Methylen-bisacrylamid  
  (Roth) 
- Trenngelpuffer (4 x):  1,5 M Tris/HCl, 0,4 % SDS, pH 8,8 
- Sammelgelpuffer (4 x): 0,5 M Tris/HCl, 0,4 % SDS, pH 6,8 
- Laufpuffer (4 x):  0,1 M Tris/HCl, 0,76 M Glycin, 0,4 % SDS, pH 8,8 
- Probenpuffer:   10 % Glycerin (v/v) 
                                                      5 %   β-Mercaptoethanol (v/v) 
       3 %   SDS 
                                                 0,01 %   Bromphenolblau 
- Färbelösung:   45 %  Methanol (v/v), 9 % Eisessig (v/v),  
             0,05 %   Coomassie Brillant Blue R-250 in H2O 
     
- Entfärber:     5 % Methanol (v/v), 7,5 % Eisessig (v/v) 
- 10 % APDS-Stammlösung (gelagert bei -20oC) 
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Durchführung: 
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen erfolgte nach der Methode von 
Laemmli (1970) in diskontinuierlichen Polyacrylamid-Vertikalgelen. Die 
Polyacrylamidkonzentration des zur Bandenverschärfung verwendeten Sammelgels betrug 
stets 3 %, die des Trenngels je nach Größe der interessierenden Proteine 10–15 %. 
Die Komponenten des Trenngels wurden in entsprechenden Mengen zu einem 
Gesamtvolumen von 4 ml zusammengegeben, gemischt und zum Start der Polymerisation 
mit 55 µl einer 10%igen APDS Stammlösung sowie 3 µl TEMED versetzt. Daraufhin wurde 
der Ansatz nochmals kurz durchmischt und sofort in die vorbereitete Gelform (ca. 
70 x 90 mm, 0,75 mm Dicke) BIO-RAD Mini Protean II gegossen. Anschließend wurde das 
Trenngel mit n-Butanol überschichtet und zur Polymerisation mindestens 1 h stehen 
gelassen. Danach wurde das n-Butanol entfernt, mit Wasser gespült und das vorbereitete 
Sammelgel (Gesamtvolumen 2 ml, versetzt mit 30 µl 10 % APDS und 3 µl TEMED) auf das 
auspolymerisierte Trenngel gegossen und ebenfalls mindestens 1 h bei Raumtemperatur 
stehen gelassen. Die zu untersuchenden Proteinproben wurden mit dem gleichen Volumen 
Probenpuffer gemischt und 10 min bei 98 °C inkubier t. Die Elektrophorese der Proben 
erfolgte bei einer konstanten Spannung von 125–200 V und wurde beendet, wenn die 
Bromphenolblau Bande den unteren Rand des Gels erreicht hatte. Nach dem Lauf wurde 
das Gel in die Färbelösung überführt (einige Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen 
oder kurz im Mikrowellenofen aufgekocht) und die Gelmatrix anschließend durch 
mehrstündiges Schütteln im Entfärber vom Farbstoff befreit. 
 
 

5.16 Westernblot Analysen 
 
Durch SDS/PAGE (s. 5.15.3) größenfraktionierte Proteine können auf Nitrozellulose-Filter 
übertragen und bestimmte Genprodukte nachfolgend durch Inkubation mit spezifischen 
Antikörpern detektiert werden (Towbin et al., 1979). 
 

5.16.1 Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgele n auf Nitrozellulose 
 
Benötigte Lösung:  
Transfer-Puffer:          39 mM Glycin 
         48 mM Tris 
  0,0375   %  SDS (w/v) 
 
Durchführung: 
Zunächst wurden die Proteine auf einem SDS-Polyacrylamidgel geeigneter Konzentration 
bei konstanter Spannung elektrophoretisch aufgetrennt. Der anschließende Transfer der 
Proteine auf Nitrozellulose-Membran wurde mit dem Mini-Protean II Tank-Blot (BIO-RAD) 
nach den Angaben des Herstellers durchgeführt: Das Gel wurde auf die Membran gelegt, 
darunter und darüber jeweils ein Whatman Filter – jeweils in Transferpuffer äquilibriert. Diese 
Anordnung wurde in die Halterung zwischen zwei Schwämme eingeklemmt und in die 
Transferapparatur eingesetzt, wobei auf die korrekte Polung zu achten ist. Unter Kühlung 
erfolgt der Transfer bei 100 V für 60 min. 

5.16.2 Immunkomplexbildung und dessen Nachweis  
 
Die weitere Behandlung der Filter zur immunologischen Detektion folgte den Empfehlungen 
der Firmenschrift zum verwendeten „BM Chemiluminescence Blotting Substrate“ von Roche 
Diagnostics. 
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Benötigte Lösungen: 
- Blocking-Puffer:   7,5 % Magermilchpulver in TBS 
- Detektionslösung:  1 % „Starting Solution B“ in „Luminescence  
  Substrate Solution A“     

     (beide im Kit enthalten, ohne Angabe der  
Zusammensetzung) 

Durchführung: 
Nach dem Transfer wurde der Filter zwei Mal 10 min in TBS gewaschen und anschließend 
über Nacht unter Schütteln in etwa 100 ml Blocking-Puffer inkubiert. Nach fünfminütigem 
Waschen mit TBS wurde die Nitrozellulose-Membran zusammen mit einer geeigneten 
Menge Primärantikörper in 125 µl TBS pro cm2 Filterfläche für 30–60 min unter leichtem 
Schütteln inkubiert. Anschließend wurde der Filter drei Mal 10 min in TBS gewaschen und 
anschließend für weitere 30 min mit einer geeigneten Menge Sekundärantikörper (Protein A-
POD Konjugat) in 125 µl TBS pro cm2 Filterfläche inkubiert. Diese zweite Inkubation konnte 
bei Verwendung des anti-[HA]-POD Konjugats (Roche Diagnostics) entfallen. Im Anschluss 
wurde die Membran drei Mal für 10 min in TBS gewaschen. 
Die so präparierte Membran konnte nun für die eigentliche Detektion mittels 
Chemilumineszenz eingesetzt werden. Dafür wurde sie mit 20 µl Färbelösung pro cm2 
Filterfläche für 60 s inkubiert. Danach wurde die Färbelösung entfernt, die Membran unter 
Klarsichtfolie gelegt und ein Röntgenfilm je nach Intensität der Reaktion für 30 s bis 45 min 
aufgelegt. 
 

5.16.3 Proteinextrakte aus S. cerevisiae  für Westernblot Analysen  
 
Der ausgewählte Hefestamm wurde in 150 ml synthetischem Komplettmedium bis zur 
mittellogarithmischen Wachstumsphase angezogen und bei einer OD600 von 1-1,2 durch 
Zentrifugation geerntet (5 min, 3000 Upm, Heraeus-Labofuge). Die geernteten Zellen wurden 
mit deionisiertem, eisgekühltem H2O gewaschen, erneut abzentrifugiert und anschließend bis 
zum Gebrauch eingefroren. Zur Herstellung der Rohextrakte aus den eingefrorenen Zellen 
wurden die Zellsedimente mit etwa dem gleichen Volumen Glasperlen (Durchmesser 
0,5 mm) versetzt und 3 mal für je 60 s mit Zwischenkühlung bei maximaler Schüttelstärke auf 
dem Vortex-Gerät durchmischt. Die Zelltrümmer wurden mit 1 ml 0,1 M Kaliumphosphat-
Puffer versetzt, kurz durchmischt und durch Zentrifugation (3 min bei 3000 Upm, Heraeus-
Zentrifuge) sedimentiert. Der Überstand, der je nach Zellmenge durchaus getrübt sein kann, 
wurde in ein sauberes Reagenzglas dekantiert und direkt für Westernblotanalysen 
verwendet. 
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6.2 ICRE-tragende peroxisomale und mitochondriale G ene 
 

Tabelle 15: Peroxisomale Gene in C. albicans  , welche im Bereich -1000 bis +150 relativ 
zum Startcodon eine Sequenz entsprechend den ICRE-K onsensusequenzen 
WYTTCAYRTG, WYTTCAYRTTC oder NBWTCASRTG tragen 

(Datenbank: http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/   Funktion“ Search Pattern“) 
 

Gen Funktion Position Sequenz 

ALK2 n-alkane inducible cytochrome P-450 (by 
homology) 

-960 atttcatattc 

-86 catgtgaaga 

-268 catgtgaaaa 

-457 catgtgaacc 

-706 catgtgatag 

ALK3 
 

n-alkane inducible cytochrome P-450 
 

-851 ttttcacatg 
ALK6 n-alkane inducible cytochrome P-450 -429 cacgtgaaat 
ALK8 n-alkane inducible cytochrome P-450 -343 cacgtgaaat 
ATP7 F1F0-ATPase complex, FO D subunit (by 

homology) 
-280 cacgtgaaac 

CTA1 catalase A, peroxisomal(by homology) -342 cacatgaaaa 
IPF13467 Putative peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA 

reductase (by homology) 
+123 
-381 

gaacatgaaat 
catctgatga 

IPF16323 similar to Saccharomyces cerevisiae Pex1p 
peroxisomal assembly protein 

-363 catgtgataa 

IPF16430 similar to Saccharomyces cerevisiae Qcr6p 
ubiquinol-cytochrome-c reductase 17K protein 
(by homology) 

-819 atatcacgtg 

PEX10.3f peroxisomal assembly protein, 3-prime end -947 ctatcacgtg 
PEX13 Peroxisome import protein - peroxin -392 tcttcacatg 
PEX4 E2 ubiquitin-conjugating enzyme -peroxin -561 gtatcacgtg 
PEX7 peroxisomal import protein -276 cacgtgaaaa 
POX18.3f Lipid-transfer protein, 3-prime end (by 

homology) 
-356 
-352 

tcttcatgtg 
catgtgaaaa 

POX18.5f 
 

Lipid-transfer protein, 5-prime end (by 
homology) 

-229 
-225 

tcttcatgtg 
catgtgaaaa 

POX4 peroxisomal fatty acyl-CoA oxidase -788 catgtgaagt 
PXA1 long chain fatty acid ABC transporter -425 ttttcacatg 
PXA2 ABC transporter, peroxisomal (by homology) -900 gaatatgaaaa 
SPS19.3f peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase (by 

homology) 
-512 agatcagatg 

SPS20 peroxisomal 2,4-dienoyl-CoA reductase -271 ttttcacatg 
TES11 Thiosterase -437 ctttcacatg 
TES12 Thiosterase -298 atttcacatg 
TES13 unknown function -7 gcatcacatg 
TES14 Thiosterase -270 ctatcacatg 
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Tabelle 16: Mitochondriale Gene in C. albicans  , welche im Bereich -1000 bis +150 relativ 
zum Startcodon eine Sequenz entsprechend den ICRE-K onsensusequenzen 
WYTTCAYRTG, WYTTCAYRTTC oder NBWTCASRTG tragen 

(Datenbank: http://genolist.pasteur.fr/CandidaDB/   Funktion“ Search Pattern“) 
 

Gen Funktion Position Sequenz 
ACP1 mitochondrial acyl carrier protein -384 catctgatac 
ADK2 adenylate kinase, mitochondrial -735 cgatcagatg 
ARG2 acetylglutamate synthase (by homology) -391 gcttcagatg 
ATP2 F1F0-ATPase complex, F1 beta subunit (by 

homology) 
-359 agttcacgtg 

ATP7 F1F0-ATPase complex, FO D subunit -280 cacgtgaaac 
BCS1 mitochondrial protein of the 

CDC48/PAS1/SEC18 (AAA) family of ATPases (by 
homology) 

+45 tcttcagatg 

CBP3 involved in cytochrome-c reductase assembly 
(by homology) 

-365 ttttcatgttc 

COX7 
 

Subunit VII of cytochrome c oxidase  -718 
-259 

gaacatgaaaa 
cacgtgataa 

COX11 cytochrome-c oxidase assembly protein by 
homology to S. cerevisiae 

+113 atttcagatg 

COX19 Protein required for cytochrome c oxidase 
activity (by homology 

-225 
+52 

atatcacgtg 
cacctgaaag 

CYB5 Cytochrome b5 -849 gtttcacatg 
FLX1 MITOCHONDRIAL FAD CARRIER by homology +45 

+49 
tcttcacgtg 
cacgtgaaat 

GPX4 glutathione peroxidase -519 cacgtgataa 
GRX3 glutaredoxin-like protein -195 acatcacgtg 
HEM13 by homology S. cerev.: coproporphyrinogen 

III oxidase 
-834 atttcaggtg 

ILV5 ketol-acid reducto-isomerase (by homology) -665 ttttcacgtg 
IMG2 Required for Integrity of Mitochondrial 

Genome 
-468 cacctgatgg 

IPF11233 similar to Saccharomyces cerevisiae Fzo1p 
required for biogenesis of mitochondria (by 
homology) 

-278 
-282 

cacgtgaaaa 
tgatcacgtg 

IPF11271 by homology to S. cerevisiae: ATP19 subunit 
K of the dimeric form of mitochondrial F1F0-
ATP synthase 

-903 tcttcatatg 

IPF14083 similarity to Saccharomyces cerevisiae 
carrier protein Flx1p (by homology) 

-715 ttttcatattc 

IPF1500 similar to Saccharomyces cerevisiae Nca2p 
regulating expression of mitochondrial ATP 
synthase (by homology 

-231 tcatcacgtg 

IPF15660 putative mitochondrial carrier +46 cacgtgaaca 
IPF16430 similar to Saccharomyces cerevisiae Qcr6p 

ubiquinol-cytochrome-c reductase 17K protein 
-815 cacgtgatgg 

IPF2170 similar to saccharomyces cerevisiae 
Ssc1pmitochondrial hsp70-type heat shock 
protein 

-413 agatcagatg 

IPF3698 similar to Saccharomyces cerevisiae Rsm24p 
mitochondrial ribosomal protein (S24) (by 
homology) 

-465 cttcacgttc 

IPF4080 similar to Saccharomyces cerevisiae Mrp8p 
ribosomal protein, mitochondrial 

-458 catctgatga 

IPF8041 putative mitochondrial inner membrane 
protease (by homology) 

-779 
-326 
-330 

atttcatgtg 
cacgtgaaaa 
tgatcacgtg 

IPF8970 similar to Saccharomyces cerevisiae Msh1p 
DNA mismatch repair protein, mitochondrial 

-667 cacctgaacc 

MDH12 mitochondrial malate dehydrogenase -180 cacgtgatgc 
MGM101 mitochondrial genome maintenance protein (by 

homology 
-98 agttcagatg 
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MMM1 mitochondrial outer membrane protein (by 
homology) 

-38 cacatgaaga 

-381 atttcatattc MRP1.3f 
 

Mitochondrial ribosomal protein of the small 
subunit, 3-prime end (by homology) 
5-prime end 

-539 catctgaaaa 

MRP51 Mitochondrial ribosomal protein of the small 
subunit (by homology) 

-273 ttttcatatg 

MRPL28 mitochondrial ribosomal protein of the large 
subunit (by homology) 

-359 tcttcatatg 

MRPL31 Mitochondrial ribosomal protein -346 cacgtgatca 
MRPL36 ribosomal protein YmL36 precursor, 

mitochondrial (by homology) 
-988 catatgaaaa 

MRPL39 Mitochondrial 60S ribosomal protein -364 ctttcaggtg 
MRPS28 ribosomal protein (by homology) +99 cacgtgaaat 
MRPS9 ribosomal protein S9 small subunit precursor -262 

+133 
cacatgaagt 
catctgatga 

MRS2 Mitochondrial RNA splicing protein (by 
homology 

-938 gaatatgaaat 

MSD1 Aspartyl-tRNA synthetase, mitochondrial -312 catgtgatag 
MSS1 Mitochondrial GTPase involved in expression 

of COX1 
-574 catgtgatcg 

MST1 mitochondrial threonyl tRNA synthetase +99 catgtgatat 
MXR1 methionine sulfoxide reductase -175 atatcacgtg 
OAC1 Mitochondrial oxaloacetate transport protein 

(by homology) 
-201 atttcatgtg 

QCR2 Ubiquinol--cytochrome-c reductase 40KD chain 
II (by homology) 

-911 
-312 

catgtgaaaa 
ctatcacgtg 

QCR7 ubiquinol--cytochrome-c reductase subunit 7 -754 
-750 

ccatcacgtg 
cacgtgaaca 

RIM2 mitochondrial carrier protein (by homology) +69 gcatcagatg 
SHM1 Serine hydroxymethyltransferase precursor, 

mitochondrial 
-185 cacgtgatct 

SHM2 Serine hydroxymethyltransferase precursor, 
mitochondrial (by homology) 

-856 cacatgaaat 

TIM11 subunit e of mitochondrial F1F0- ATPase by 
homology 

-154 
-626 

ctatcacgtg 
cacctgatgg 

TIM22 Mitochondrial import inner membrane 
translocase subunit (by homology) 

-158 tcatcacatg 

TIM54 Translocase for the insertion of proteins 
into the mitochondrial inner membran 

-689 gcatcaggtg 

TOM22 mitochondrial outer membrane import receptor 
complex subunit (by homology) 

-998 gaatatgaaat 

TRX1 thioredoxin -688 cacgtgataa 
YOR100 Putative mitochondrial carrier protein -698 acttcatgtg 
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6.3  Abkürzungen 
 
AHT Anhydrotetracyclin 
ARS autonomously replicating sequence 
AS Aminosäure(n) 
β-Gal. β-Galaktosidase  
bHLH basische Region/Helix-Loop-Helix Motiv 
bHLH-ZIP basische Region/Helix-Loop-Helix/Leucin-Zipper Motiv 
bp Basenpaare 
bZIP basische Region/Leucin-Zipper Motiv 
CDK cyclin dependent kinase – Cyclin abhängige Kinase 
CTD C-terminale Domäne 
Da Dalton (Molekulargewichtseinheit) 
dATP Desoxyadenosintriphosphat 
DBD DNA-Bindedomäne 
dCTP Desoxycytidintriphosphat 
derep. dereprimiert 
dGTP Desoxyguanosintriphosphat 
DMF Dimethylformamid 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphat (steht für dATP, dCTP, dGTP und 

dTTP) 
dTTP Desoxythymidintriphosphat 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
5-FOA 5-Fluororotsäure 
Gal4AD Gal4 Aktivierungsdomäne 
Gal4DBD Gal4 DNA-Bindedomäne 
GST Glutathion-S-Transferase 
kbp Kilobasenpaare (1000 Basenpaare) 
IC Inositol/Cholin 
ICRE inositol/choline-responsive element 
OD optische Dichte 
ORF open reading frame – offener Leserahmen 
PAA Polyacrylamid 
PCR Polymerase Kettenreaktion 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PNK Polynukleotidkinase 
POD Meerrettich-Peroxidase 
repr. reprimiert 
RID Repressor Interaktionsdomäne  
RNAP II RNA Polymerase II 
RT Raumtemperatur 
SAP shrimp alkaline phosphatase 
SDS Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
TAD Transkriptionsaktivierungsdomäne 
TBP TATA-Box Bindeprotein 
TEMED N,N,N‘,N‘-Teramethylethylendiamin 
U Einheit der enzymatischen Aktivität (Unit) 
UAS upstream activation site 
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Upm Umdrehungen pro Minute 
URS upstream repression site 
wt Wildtyp 
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