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 Gendisruption
	F.1

	J. Riedl (Gr. 7) – 07/2004


	Vorbemerkung


Die Gendisruption wurde nach der Praktikumsanleitung (Stolz / Tanner SS 2004) durchgeführt. Die einzelnen Arbeitsschritte sind grob skizziert, um einen Überblick über die Abfolge zu geben. Für Details wird auf die Anleitung verwiesen (Symbol ). In diesem Protokoll werden dokumentiert:

· Abweichungen von der Anleitung (Symbol )

· Erhaltene Messwerte und sonstige Ergebnisse

· Auswertung und Diskussion.

Die Gendisruption gliederte sich in folgende Arbeitsschritte:

· Konstruktion eines Plasmids aus intaktem SUC2-Gen und Markergen LEU2 ( 1.1)

· Klonierung des Plasmids in E. coli und Isolierung ( 1.1)

· Transformation von Hefe mit dem erhaltenen Plasmid ( 1.2)

Die Kontrolle erfolgte durch verschiedene Verfahren:

· Southern-Blot zum Nachweis von SUC2::LEU2 im Genom ( 1.3)

· PCR-Analyse zum Nachweis von SUC2::LEU2 im Genom ( 1.4)

· Analyse des Phänotyps durch Wachstumstests ( 1.5)

· Nachweis des Genprodukts durch Aktivitätstests ( 1.6)

	Gendisruption


Konstruktion eines Plasmids aus intaktem SUC2-Gen und Markergen LEU2 

Zunächst wurden ein SUC2-Plasmid und ein LEU2-Plasmid durch Schneiden mit BamHI und CIP-Verdau für die Ligation vorbereitet.

 Die Inkubationszeit beim CIP-Verdau betrug 2.5 h statt 2 h.

Vektor und Insert wurden auf einem Agarosegel analysiert:
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Links: Vektorplasmid (4.8 kb), Mitte: Standard, Rechts: Insert (1.6 kb)

Nach der Elution aus dem Gel wurde nochmals eine Kontrolle per Agarosegel durchgeführt, die das Ergebnis von oben exakt bestätigte. 

 Für die Ligation wurden eingesetzt: 

- im Kontrollansatz O: 5 µl H2O, 3 µl Vektor, 0 µl Insert

- in Ansatz A: 4 µl H2O, 3 µl Vektor, 1 µl Insert-Verdünnung 1:2 (entspricht Vektor/Insert = 1:1)

- in Ansatz B: analog entsprechend Vektor / Insert = 1:3

Klonierung des Plasmids und Isolierung

Für die Transformation wurden 0.5 ml einer Übernachtkultur von E. coli (OD600 = 5.77) verwendet.

Nach erfolgter Transformation mit den oben erwähnten Ansätzen O, A, B, sowie pUC19, Ausplattieren und Wachstum über Nacht wurden die Transformanten gezählt:

- Ansatz O: keine Kolonien

- Ansatz A: 82 Kolonien

- Ansatz B: 137 Kolonien

- Ansatz mit pUC19: keine Kolonien

Der Stimulationsfaktor lässt sich nicht angeben. Auch bei anderen Gruppen lag die Transformationsrate mit pUC19 nur minimal über der Negativkontrolle. 

Die Transformation war jedoch erfolgreich, wobei ein geringeres Vektor/Insert-Verhältnis offenbar bessere Ausbeuten lieferte.

6 Kolonien wurden gepickt und nach Anzucht eine STET-Plasmidisolierung durchgeführt. Zur Kontrolle der erhaltenen Plasmide wurde eine Restriktionsanalyse mit KpnI, BamHI und HindIII durchgeführt. Es ergab sich folgendes Bild:
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Block links oben: HindIII-Verdau, Kol. 1-6; Standard; rechts oben: BamHI-Verdau, Kol. 1-6; links unten: KpnI-Verdau, Kol. 1-6; Standard; unverdaute DNA; Standard

Dies erlaubt folgende Schlussfolgerungen: Die Plasmide aus Kol. 1-3 enthalten das korrekte Insert; dabei liegen LEU2 und SUC2 in Kol. 1 antiparallel, in Kol. 2-3 parallel vor. Das ergibt sich aus dem Größenunterschied 1000 vs. 1400 bp der KpnI-Bande, da KpnI im Insert schneidet. In Kol. 4-6 tritt diese Bande nicht in Erscheinung. Offenbar ist kein Insert eingebaut worden. Allerdings deuten sehr schwere Banden z.T. auf einen unvollständigen Verdau hin. 

Kolonie 1 und 3 wurden weiterverwendet. Mit den entsprechenden bereits isolierten Plasmiden wurde ein präparativer Restriktionsverdau mit HindIII durchgeführt.

Transformation von Hefe

Für die Transformation wurde eine Hefe-Übernachtkultur (DBY746, OD600 = 4.4) verwendet.

Bei den Transformationsansätzen wurden eingesetzt:

- in Ansatz A und B: 14 µl HindIII-verdautes Plasmid

- in Ansatz C: 1 µl Ycplac111-Vektor als Positivkontrolle

- in Ansatz D: 34 µl H2O als Negativkontrolle

Nach der Transformation wurden von allen Ansätzen 90% und 10% auf zwei SD-leu-Platten plattiert. Nach 3 Tagen Wachstum wurden folgende Koloniezahlen bestimmt:

Ansatz


90%

10%

Positivkontrolle

850

340

Negativkontrolle
0

0

A


>1000

1000

B


>1000

560
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links oben A 90%, A 10%; links unten B 90%, B 10%; rechts oben + 90%, + 10%; rechts unten – 90%,
 – 10%

Zur weiteren Untersuchung nochmals auf SD-leu ausplattiert wurden: eine Kolonie der Positivkontrolle und je vier Kolonien aus Ansatz A und B. (A entspricht paralleler, B antiparalleler Anordnung von SUC2 und LEU2.)

In allen Fällen war Wachstum zu beobachtet. Diese nochmals selektive Anzucht wurde zum Picken für die weiteren Schritte verwendet.

	Kontrolle der Disruptanten


Southern-Blot aus genomischer DNA

Von vier Kolonien (aus A, aus B, Negativkontrolle DBY746, Positivkontrolle BCY1) wurde jeweils eine Kultur in Vollmedium angelegt und die genomische DNA isoliert. Mit der genomischen DNA wurde jeweils ( mit 20 µl) ein Restriktionsverdau mit HindIII durchgeführt. Die Verdaue wurden auf einem Agarosegel aufgetrennt. Es ergab sich das typische Bild:
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Auftragung: A, B, +, –, Standard (hier nicht sichtbar)

Die DNA wurde per Southern-Blot auf eine Membran übertragen und dann mit einer Dig-dUTP-Sonde detektiert. Die Sonde bestand aus einem Fragment, das mit HindIII und BamHI aus dem SUC2-Gen geschnitten wurde. ( Dabei wurden 3 µg SUC2-Plasmid pIC20H-SUC2 verwendet und die 800 bp-Bande eluiert.)

Nach der Färbung des Blots wurde das Ergebnis erhalten:
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Auftragung: A, B, +, –, Standard, pIC20H-SUC2, pDR-suc2::LEU2 I

Die Kontrollverdaue mit den beiden Plasmiden liefern das erwartete Ergebnis (schwerere Bande bei disruptiertem SUC2-Gen). Die Negativkontrolle zeigt fälschlicherweise dieselbe Bande wie die Positivkontrolle; hier muss eine Verwechslung erfolgt sein. Von den beiden getesteten Stämmen A und B ist A offenbar erfolgreich disruptiert.
PCR-Analyse

Durch PCR mit Primern, die zum Teil im Bereich des Inserts, zum Teil in den unmittelbar angrenzenden Bereichen von SUC2 liegen, kann das Vorhandensein und ggf. auch die Orientierung des Inserts geprüft werden.

Die PCR wurde nach Vorschrift () durchgeführt. Die Analyse auf dem Agarosegel lieferte folgendes Bild:
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v.l.n.r.: sense, Primer A, Primer B; antisense, Primer A, Primer B; Standard; Positivkontrolle (BCY1), Primer A, Primer B; Negativkontrolle, Primer A, Primer B

Die Bezeichnungen beziehen sich auf  Seite 26 oben.

Positivkontrolle und Negativkontrolle liefern das erwartete Ergebnis; in den beiden Disruptanten (sense und antisense, entspricht bereits geprüften Disruptanten im Southern-Blot) wurde jedoch keine Bande nachgewiesen. Dies könnte die Disruption in Zweifel stellen, jedoch auch durch Fehler oder Probleme bei der PCR begründet sein. Das Ergebnis ist daher nicht eindeutig.

 Als weiteres Experiment wurde eine PCR mit Primern durchgeführt, die zu beiden Seiten des Inserts im Bereich von SUC2 liegen (SUC2-3 und SUC2-5). Damit sollte in jedem Fall ein PCR-Produkt nachweisbar sein. Folgendes Ergebnis war zu beobachten:
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Auftragung: Standard; sense; antisense; Positivkontrolle; Negativkontrolle

Nur in einem Fall wurde ein PCR-Produkt nachgewiesen. Die Größe (ca. 3 kb) spricht dafür, dass ein Insert vorlag. In den anderen Fällen kann wiederum nicht eindeutig festgestellt werden, ob das Problem grundsätzlicher Art ist oder ob die PCR nicht funktioniert hat. Ein möglicher Grund für das Versagen der PCR könnte die große Länge des Produkts sein; dagegen spricht aber wiederum das Ergebnis der antisense-Probe.

Analyse des Phänotyps durch Wachstumstests

Folgende Stämme wurden in Form eines Spot-Tests auf Glucose, Saccharose und Raffinose ausplattiert: 

nicht-disruptierter Wildtyp; sense-Disruptante (SUC2/I); antisense-Disruptante (SUC2/II); sichere Disruptante (BCY1). Diese Reihenfolge ist auf den Bildern v.o.n.u. eingehalten:
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Glucose: alle Stämme zeigen eindeutiges Wachstum.

[image: image10.png]


   [image: image11.png]



Saccharose (links), Raffinose (rechts): Die Stämme mit defektem SUC2-Allel sind nicht zu deutlichem Wachstum in der Lage, wie der Vergleich zum WT zeigt. Das überall auftretende Hintergrundwachstum könnte von den aufgebrachten Zellen oder bereits gespaltener Saccharose herrühren. Raffinose ist die schlechteste, Glucose die beste Kohlenstoffquelle.

Aktivitätstests

Punkt  1.6.a-d wurde mit dem Wildtypstamm (OD600 = 4.40) und der Disruptante (OD600 = 4.30) durchgeführt.
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Die Eichgerade bestand aus folgenden Werten und war, wie der Graph zeigt, gut verwendbar:
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Folgende Werte wurden bei der Aktivitätsmessung erhalten:

Ein Anstieg unterbleibt in beiden Fällen. Das heißt, dass in beiden Stämmen keine freie Glucose und damit keine Invertase-Aktivität nachzuweisen ist. Warum die Aktivität auch im Wildtyp nicht auftritt, konnte nicht eindeutig geklärt werden. Möglicherweise waren die Bedingungen der vorhergehenden Derepression nicht ausreichend, um die Expression von Invertase zu induzieren.

Punkt  1.6.e-f wurde mit Proben aus der Messreihe und wiederum dem Wildtypstamm (OD600 = 3.1) und der Disruptante (OD600 = 2.6) durchgeführt. Parallel dazu wurden analysiert: eine Mnn-Mutante (behandelt wie oben, Entnahme nach 120 min), Wildtyp, BCY1, Anp1-Mutante, Van1-Mutante, Mnn9-Mutante (nach Derepression). 

Alle Proben wurden auf einem Aktivitätsgel analysiert:
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WT (120'); Disr. (120'); Mnn (120'); Std; WT; BCY1; Anp; Van; Mnn

Der Standard wurde deutlich gefärbt, wobei die extrazelluläre Invertase nicht eindeutig erkennbar ist. In keiner Spur können eindeutige Banden zugeordnet werden. Eine weitere Auswertung ist nicht möglich.
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Tabelle2

		Activity test

		t / min		0		30		60		90		120
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