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Zusammenfassung  

 

Thema der vorliegenden Arbeit ist die Erweiterung und Automatisierung eines hefebasierten 

Reportergen-Testsystems zur Detektion toxischer Wirkungen. 

 

Die breite Erfassung biologischer und toxischer Wirkungen von Substanzen ist eine wichtige 

Aufgabe bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe. Neben der Bestätigung vorhergesagter 

Wirkmechanismen ist hier vor allem die Abschätzung des toxischen Potentials von zentraler 

Bedeutung, um mögliche Risiken erfassen zu können. Bereits in frühen Phasen der 

Wirkstoffentwicklung werden daher biologische Testverfahren benötigt, die mit geringen 

Kosten im Hochdurchsatz gefahren werden können. Diese müssen zuverlässige Ergebnisse 

liefern und sollten einen Rückschluß auf mögliche Wirkungen am Menschen ermöglichen, 

und den Ergebnissen von humanen Zellkulturuntersuchungen entsprechen. Ein solches 

Testsystem zur Detektion toxischer Potentiale im 96-well-Microplattenformat stellt das im 

Jahr 2000 von Afanassiev und Kollegen vorgestellte hefebasierte Reportergen-Testsystem dar. 

Auf Grund der Auswahl der Promotoren für das Reportergen-Plasmid von Genen, die durch 

DNA-Schäden induziert werden, ist dieses spezifisch für die Detektion genotoxischer 

Wirkungen geeignet. Um ein umfassenderes Bild der zellulären Wirkungen von Substanzen 

aufzuzeigen, wurden im Rahmen der Arbeit weitere Teststämme mit Promotoren anderer 

Spezifizität entwickelt. Eine weitere zentrale Aufgabe war die Etablierung und Optimierung 

des Testsystems auf einem Liquid-Handling-System zur automatisierten Durchführung von 

Substanztests im Hochdurchsatz. 

 

Ein erster Schritt für die Erweiterung des Testsystems war eine Umstellung vom 96-well-

Microplatten-Format des bestehenden Tests auf das 384-well-Microplatten-Format. Dadurch 

konnten die für die Analyse erforderlichen Volumina um 60% reduziert werden, die 

erforderlichen Substanzmengen reduziert und die Anzahl der parallelen Messungen 

signifikant erhöht werden, bei gleichzeitiger Verringerung der Kosten um ca. 70%. Für die 

Etablierung neuer Reportergenkonstrukte und Teststämme wurden neue Gene / Promotoren 

zur Erweiterung des Testsystems durch Datenbank- und Literaturrecherche gesucht. Die 

Promotoren der ausgewählten Gene wurden mittels PCR aus genomischer DNA amplifiziert 

und durch molekulares Klonieren die entsprechenden Reportergen-Plasmide hergestellt. Diese 

wurden für die Transformation von Hefezellen (S. cerevisiae, FF18984) zur Herstellung von 

Reportergenstämmen genutzt. Ausgewählte Klone wurden mit Standardsubstanzen getestet 
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und als Reportergenstämme für weitere Untersuchungen genutzt. Um dem wachsenden 

Umfang des Testsystems gerecht zu werden, wurde für Durchführung der experimentellen 

Untersuchungen die Nutzung eines Liquid-Handling-System notwendig. Dadurch konnte ein 

hoher Probendurchsatz bei großer Reproduzierbarkeit erreicht werden. 

 

Mit dem erweiterten hefebasierten Reportergen-Testsystem können Muster für die 

Proliferationshemmung und Promotor-Induktion der untersuchten Substanzen erstellt werden. 

Durch den Vergleich dieser Muster kann von Substanzen mit bekanntem, toxischem Potential 

auf das toxische Potential bislang nicht charakterisierter Substanzen geschlossen werden.  

In ersten Substanztests mit Standardsubstanzen, deren toxisches Potential weitgehend bekannt 

ist, und Organo-Metallkomplexen (ein Rhodium-Komplex und drei verschiedene Iridium-

Komplexe) wurden erste Proliferationshemmungsmuster und Promotor-Induktionsmuster 

erstellt. Diese wurden genutzt, um das toxische Potential dieser bislang nicht weiter 

charakterisierten Substanzen im Vergleich mit den bekannten Referenzsubstanzen 

abzuschätzen.  

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß Kombinationen von 

Reportergenkonstrukten genutzt werden können, um mit vergleichsweise einfachen 

Experimenten Muster der zellulären Wirkungen von Substanzen zu erhalten, die eine (erste) 

Abschätzung toxischer Wirkungen von Substanzen ermöglichen.  
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Summary 

 

Topic of the presented thesis is the extension and automatization of a yeast based reporter 

gene test system for detecting toxic effects. 

 

In the development of new drugs, the comprehensive detection of biologic and toxic effects is 

an essential issue. Besides the confirmation of predicted biological activities, the estimation 

of the toxic potential is a central task in risk assessment during drug development. Therefore 

already in early stages of drug development biological test systems are required, which can be 

run in high throughput manner at low costs. They have to provide reliable results and should 

allow a conclusion of possible effects in humans and should correspond to results obtained 

with mammalian cell culture systems. The yeast based reporter gene test system in 96-well-

microplate format, described by Afanassiev and colleagues in a publication from the year 

2000, represents such kind of test system. Employing promotors of DNA-damage inducible 

genes, the test system specifically evaluates the genotoxic effects of substances. To monitor 

cellular effects of substances in a wider range, new test strains with promotors of distinct 

properties were created as a part of this work. Another central aim was to establish and 

optimize the test system on a liquid handling system to perform automated substance testings 

in a high-throughput manner. 

 

To enable larger scale analysis required for the extension of the test system, transposing the 

existing test system in 96-well-microplate format to the 384-well-microplate format was one 

of the first steps. Thereby volumes required for analysis could be 60 % reduced, furthermore a 

reduction of required amounts of substances and a significant increase of parallel 

measurements was achieved. Additionally costs were also reduced by 70% using the 384-

well-format. For the preparation of new reportergene constructs and test strains, new genes / 

promotors were identified through a database and literature screen. Promotors of selected 

genes were amplified with PCR from genomic DNA and corresponding reportergene 

plasmids were produced by molecular cloning. New reportergene strains were created by 

transforming yeast cells of S.cerevisiae (FF18984) with these plasmids. Selected clones were 

tested with standard toxic substances and used for further substance testing as new 

reportergene strains. To accommodate the growing extent of the test system the use of a liquid 

handling system to perform experimental analysis became necessary. High throughput along 

with high reproducibility was achieved in this step. 



Summary 

XXII 

With the enlarged yeast based reporter gene test system proliferation inhibition patterns and 

promoter induction patterns can be generated. In comparing patterns compiled from standard 

substance testings with those of not yet characterized substances, the toxic potential of these 

substances can be assessed. Initial substance testings of standard substances with known toxic 

potential and new organo-metallic compounds (a rhodium complex and three different iridium 

complexes) were performed and proliferation inhibition patterns and promotor induction 

patterns for these new compounds were generated. To assess the toxic potential of these not 

yet further characterized substances these patterns were compared with those of reference 

substances. 

 

Within this thesis it could be shown that combinations of reportergene constructs can be used 

to create patterns of substance induced cellular effects which allow a (preliminary) evaluation 

of the toxic potential of substances. 
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1. Einleitung 

 

Zur Beurteilung des toxischen Potentials von Substanzen steht eine Vielzahl von 

unterschiedlichen Testsystemen zur Verfügung. Die Wahl des benutzten Testsystems richtet 

sich dabei vor allem nach der Relevanz der erzielten Ergebnisse für einen bestimmten 

Organismus. Letztendlich zielen alle Testsysteme darauf ab, die Gefahr zu beurteilen, die von 

einer Substanz für den Menschen ausgeht. 

 

Substanzen, die dem Mensch als Wirkstoff in einem Medikament zur Behandlung oder der 

Heilung einer Krankheit eingesetzt werden sind unter allen Substanzen die am besten 

untersuchten. Diese Substanzen werden nach einem genau festgelegten Ablauf mit einer 

Vielzahl von unterschiedlichen Testsystemen in der präklinischen und klinischen Forschung 

untersucht und hinsichtlich der Wirksamkeit und Toxizität für den Menschen beurteilt. 

 

Die gezielte Suche nach neuen Leitstrukturen und Wirkstoffen für die Entwicklung neuer 

Medikamente ist ein essentieller Bestandteil der durch die Pharmazeutische Industrie 

betriebenen Forschung. Bis ein neues Medikament auf den Markt kommt, ist es ein weiter 

Weg. Am Ende gelangt nur ein kleiner Prozentsatz der Wirkstoffe, die am Anfang getestet 

werden als neue Medikamente auf den Markt. Der Prozeß dauert, je neuem Wirkstoff, 

durchschnittlich 10 - 12 Jahre und die Kosten belaufen sich im Mittel auf dreistellige 

Millionenbeträge (Dickson und Gagnon 2004). 

 

Der Weg vom Wirkstoff zum Medikament kann zunächst in zwei Schritte unterteilt werden. 

Den ersten Schritt stellt die präklinische Forschung dar. Mit der so genannten Hochdurchsatz-

Analyse werden neue Leitstrukturen und Wirkstoffe gesucht. Die Tests werden im 

Microplatten-Format von Pipettier-Robotern durchgeführt, die Versuchsdaten werden mit 

Microplatten-Lesegeräten erfaßt und anschließend automatisch ausgewertet. Bezüglich der 

Geschwindigkeit, Genauigkeit und Reproduzierbarkeit in der Durchführung der Tests sind 

diese Systeme unschlagbar und für die Forschung mittlerweile unersetzlich (Mayr und Fuerst 

2008).  

Sobald ein Wirkstoff gefunden ist, der den gewünschten (bio-)chemisch-physikalischen 

Parametern entspricht, wird er auf seine toxikologischen Eigenschaften hin untersucht.  
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Da es ethisch nicht vertretbar ist, neue Wirkstoffe direkt am Menschen zu testen, wird in der 

präklinischen Forschung eine Reihe von toxikologischen Untersuchungen durchgeführt, die 

aufzeigen sollen, welches toxische Potential ein Wirkstoff hat. Die initialen Untersuchungen 

werden an Mikroorganismen und Säugerzellen durchgeführt. Weiterführende Studien zur 

Ermittlung des toxischen Potentials eines Wirkstoffes müssen jedoch noch immer in 

zahlreichen Tierversuchen ermittelt werden. Für einige Fragestellungen gibt es allerdings 

schon Alternativmethoden, die noch sensitiver sind und die teilweise umstrittenen 

Tierversuche ersetzen (z.B. Draize-Test ersetzt durch HET-CAM-Test (Luepke 1985), 

(Gilleron, et al. 1997)).  

 

Kann ein Wirkstoff in der ersten Testphase alle an ihn gestellten Forderungen erfüllen, so 

werden Prüfpräparate mit dem Wirkstoff hergestellt. In der klinischen Forschung, die den 

zweiten Schritt auf dem Weg vom Wirkstoff zum Medikament darstellt, wird der Wirkstoff in 

genau definierten Phasen auf seine Wirkung am Menschen hin untersucht. Bewährt sich der 

Wirkstoff auch in dieser zweiten Testphase, kann der Wirkstoff bzw. das Medikament 

zugelassen und auf den Markt gebracht werden.  

 

Auf Grund der Verantwortung des Menschen für sich und seine Umwelt besteht nicht nur die 

Notwendigkeit, für den Gebrauch am Menschen konzipierte Substanzen bezüglich ihres 

toxischen Potentials zu testen, sondern ebenso Substanzen, die vom Menschen in die Umwelt 

eingebracht werden oder in der Umwelt natürlich vorkommen. Diese Substanzen finden sich 

unter Umständen in der Nahrungskette wieder, können dadurch unbewußt aufgenommen 

werden und ihr mögliches toxisches Potential entfalten.  

 

Diese Arbeit befaßt sich mit einem hefebasierten Reportergen-Testsystem, das für die im 

Rahmen der präklinischen Forschung durchgeführten initialen toxikologischen 

Untersuchungen neuer Wirkstoffe eingesetzt werden kann.  
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1.1 Toxikologische Untersuchungen 

 

Zur Bestimmung toxischer Potentiale bekannter, wie unbekannter Substanzen, können in vitro 

und in vivo Studien durchgeführt werden. Die Ergebnisse der Studien stellen zumeist einen 

toxikologischen Endpunkt dar. 

 

In vitro Studien stellen alle Untersuchungen zu einem Wirkstoff dar, die entweder rein 

chemisch-physikalischer oder biochemischer Natur sind und gegebenenfalls nur mit 

Bestandteilen biologischer Systeme, wie z.B. Enzymen, in Reagenzglas oder Petrischale 

durchgeführt werden. Ebenso werden Versuche an Mikroorganismen oder isolierten 

Säugerzellen als in vitro Studien bezeichnet, wenngleich es sich dabei um lebende Zellen 

handelt. Zellen in Zellkultur verhalten sich unter Umständen nicht so, wie sie dies als 

Bestandteil eines Organs oder kompletten Organismus tun würden. Aus diesem Grund 

können Ergebnisse, die mit in vitro Studien erzielt werden nicht notwendigerweise auf in vivo 

Studien übertragen werden.  

 

In vivo Studien sind deshalb streng genommen nur Versuche an lebenden Tieren in der 

präklinischen Forschung oder die im Rahmen der klinischen Forschung durchgeführten Tests 

am Menschen. Hier wird die mögliche Toxizität und Wirksamkeit des applizierten 

Wirkstoffes direkt im lebenden Organismus untersucht.  

 

Die verwendeten Tiermodelle stellen teilweise eine sehr gute Näherung an den menschlichen 

Organismus dar, sind aber noch keine Garant dafür, daß die erzielten Ergebnisse 1:1 auf den 

Menschen übertragbar sind. Unterschiede im Metabolismus von Substanzen zwischen 

Mensch und Tier haben weitreichende Folgen auf die mögliche Toxizität. Selbst während 

oder nach der Durchführung von klinischen Studien am Menschen besteht noch ein gewisses 

Restrisiko für das Individuum bezüglich der Sicherheit eines Wirkstoffes oder Medikamentes.  
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1.2 Mikroorganismen und Säugerzellen  

 

1.2.1 Prokaryoten 

Prokaryoten sind einfach gebaute Mikroorganismen, die sich ungeschlechtlich durch 

Zellteilung vermehren. Sie haben im Unterschied zu Eukaryoten keinen echten Zellkern und 

keine Zellorganellen. Der Energiestoffwechsel erfolgt bei Prokaryoten an der 

Zytoplasmamembran. Die DNA der Prokaryoten liegt als ringförmig geschlossenen DNA-

Molekül frei im Zytoplasma vor (Schlegel 1992). Das Genom der klassischen 

Testorganismen, wie z.B. Escherichia coli, ist entschlüsselt und zur Manipulation der 

genetischen Information stehen zahlreiche Techniken zur Verfügung. E. coli  wird z.B. 

industriell für die Expression rekombinanter Proteine genutzt (Wink 2004). 

 

Einige der im Kapitel 1.5 vorgestellten Testsysteme zur Identifikation genotoxischer 

Potentiale basieren auf Mutanten von E.coli (K-12) und Salmonella typhimurium. 

 

1.2.2 Saccharomyces cerevisiae als idealer Testorganismus für Eukaryoten 

Wie die bereits genannten prokaryotischen Mikroorganismen ist Saccharomyces cerevisiae 

ein etablierter Mikroorganismus im Labor, wie in der industriellen Produktion (Sherman 

2002), (Wink 2004). Im Gegensatz zu den prokaryotischen Testorganismen weißt die Hefe S. 

cerevisiae als eukaryotischer Mikroorganismus in vielen Aspekten eine größere Homologie 

zu Säugerzellen auf. Neben dem zellulären Aufbau sind es vor allem Homologien in der 

genetischen Information, die die Hefe so wertvoll als Testorganismus machen (Stanchi, et al. 

2001). Die Kultivierung der Hefen und ihre genetische Manipulation ist vergleichbar mit der 

prokaryotischer Mikroorganismen.  

Das wichtigste Argument für die Nutzung von Hefezellen in Testsystemen zur Identifikation 

toxischer, insbesondere genotoxischer Potentiale von Substanzen, die Bezug auf den 

menschlichen Organismus nehmen, ist aber vor allem in der Ähnlichkeit der DNA-

Reparaturmechanismen zu Säugerzellen begründet. Man hat herausgefunden, daß sich beim 

Auftreten von DNA-Schäden aktivierte Reparaturmechanismen in der Hefe und dem 

menschlichen Organismus sehr ähnlich sind (Critchlow und Jackson 1998). 
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1.2.3 Säugerzell-Testsysteme 

Gegenüber einem einzelligen Organismus, wie zum Beispiel S.cerevisiae, haben 

Säugerzellen, die aus einem Organ oder generell einem Gewebe entnommen worden sind und 

dann unter Zellkulturbedingungen weiter kultiviert werden, den Nachteil, daß sie hoch 

spezialisierte Zellen sind. Sie müssen deshalb unter deutlich höherem Aufwand gegenüber 

prokaryotischen und eukaryotischen Mikroorganismen kultiviert werden. Säugerzellen 

werden bei 37°C inkubiert und bedürfen zusätzlich noch der Begasung durch CO2, wofür 

spezielle Brutschränke benötigt werden. Die Arbeiten mit Säugerzellen können nur an 

Sicherheitswerkbänken mit laminarem Luftstrom durchgeführt werden, da die Gefahr von 

Kontaminationen gegeben ist. Mycoplasmen-Kontaminationen stellen hierbei eine große 

Gefahr für Säugerzellkulturen dar und sind leider sehr weit verbreitet. Auch wenn der 

Anwender selbst durch unsaubere Arbeitsweise und falsche Handhabung der Zellkulturen die 

wahrscheinlichste Quelle für Kontaminationen darstellt, so können sie auch trotz größter 

Sorgfalt auftreten. Dabei stellen neu in das Labor verbrachte Zellkulturen oder Medienzusätze 

mit unentdeckten Mycoplasmen-Kontaminationen stets ein Risiko dar. Oft zeigt sich diese 

Kontamination erst spät und kann zum Verlust ganzer Versuchsreihen führen.  

Des Weiteren bedürfen Säugerzellkulturen spezieller Nährmedien, denen Wachstumsfaktoren 

zugesetzt werden müssen, um ein Wachstum der Zellen zu gewährleisten. 

Ein weiteres Problem bei Testsystemen mit Säugerzellen stellt oft die stabile Transfektion der 

Zellen dar, auch wenn mittlerweile die Transfektionsraten durch neue Verfahren, wie virale 

Shuttle, deutlich gesteigert werden können (Wink 2004). Die Nutzung dieser Methoden ist 

jedoch an Auflagen gebunden und dadurch können sie nicht in jedem Labor angewendet  

werden. 

 

1.2.4 Das Problem der Bioaktivierung  

Unabhängig davon, ob ein Mikroorganismus (Prokaryot oder Eukaryot) oder eine 

Säugerzellkultur als Testorganismus verwendet wird, kann die Bioaktivierung einer Substanz 

im Testsystem ein Problem darstellen. Sofern für die Bioaktivierung einer Substanz Enzyme 

nötig sind, die vom Testorganismus nicht gebildet werden, und dem Testsystem nicht 

zugeführt wurden, kann mit diesen Testsystemen keine Toxizität nachgewiesen werden.  

Ein Beispiel dazu ist die Bioaktivierung von Aflatoxin B1. Für die Metabolisierung von 

Aflatoxin B1 sind im menschlichen Körper Leberenzyme der Cytochrom P450-Familie nötig. 

Sie wandeln das native, an sich für den Menschen nicht mutagene Aflatoxin B1 in 
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verschiedene Metabolite um. Bei der Metabolisierung entstehen Produkte wie Aflatoxicol, 

Aflatoxin M1, Aflatoxin P1, Aflatoxin Q1 und auch Aflatoxin-8,9-Epoxid. Letzteres kann die 

DNA durch Adduktbildung mit Guanin interkalieren. Die Wahrscheinlichkeit einer G-T 

Transversion in Codon 249 des p53-Gens in der Leber nimmt mit steigender Konzentration 

des gebildeten Epoxids zu (Smela, et al. 2001). Dies kann zu Leberkarzinomen führen. 

Ergebnisse mit dem Ames-Test legen die Vermutung nahe, daß lediglich Dioxine ein höheres 

mutagenes Potential als Aflatoxin B1 besitzen (Ames, Profet und Gold 1990). Um die 

Genotoxizität von Aflatoxin B1 in einem in vitro Testsystem nachzuweisen, muß ein 

Rattenleber-Homogenisat zugesetzt werden, in welchem Cytochrom P450 2A6 enthalten ist, 

da sonst die Bioaktivierung von Aflatoxin B1 in die mutagene Form ausbleibt.  

Eine in unserem Labor hierzu durchgeführte Studie mit dem hefebasierten Reportergen-

Testsystem konnte leider Literaturangaben zum genotoxischen Potential von Aflatoxin B1 in 

Hefezellen nicht bestätigen (Mitchell und Gilbert 1991). Eine mögliche Erklärung dafür war 

die unzureichende Bioaktivierung von Aflatoxin B1 durch das Rattenleber-Homogenisat, 

wodurch zu wenig aktive Substanz für die Detektion eines genotoxischen Potentials zur 

Verfügung stand (Studienarbeit Andreas Bonertz, 2005) 
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1.3 Toxizität 

 

Unter Toxizität versteht man allgemein die Giftigkeit einer Substanz. Bei Studien zur 

Toxizität einer Substanz wird eine Aussage über die Konzentration oder die verabreichte 

Menge der Substanz und die damit erzielte Wirkung bezüglich des mit ihr getesteten 

Organismus in einem definierten Zeitraum getroffen. Der in diesem Zusammenhang wohl 

bekannteste Parameter der Toxizität ist der LD50-Wert, der aus dem Bereich des Tierversuchs 

stammt. Er ist das Maß für die Substanzmenge, die nach einmaliger Gabe bei 50% der 

behandelten Tiere innerhalb eines definierten Zeitraumes (meist 14 Tage) zum Tode führt. 

 

Weitere bekannte Größen in der Beschreibung der Toxizität sind : 

EC50  - Effective Concentration : Gibt an, bei welcher Konzentration 50% der  

  Testorganismen sterben, bzw. bei welcher Konzentration bei 50 % der  

  Testorganismen eine einheitlicher Effekt beobachtet werden kann 

IC50  -  Inhibitory Concentration : Gibt an, bei welcher Konzentration 50% der  

  Testorganismen im Wachstum gehemmt sind 

LEC  - Lowest effective concentration : Gibt an, bei welcher Konzentration einer 

 Substanz noch ein Effekt auf die Testorganismen beobachtet werden kann 

LC50  -  Lethal Concentration : Gibt an, bei welcher Konzentration 50% der   

  Testorganismen innerhalb des untersuchten Zeitraumes sterben, vgl. LD50 

 

Toxizität kann weiter untergliedert werden in : 

• Akute Toxizität 

• Subakute Toxizität 

• Subchronische Toxizität  

• Chronische Toxizität 

 

Alle genannten Toxizitäten beziehen sich auf die Dauer der Exposition eines Testorganismus 

mit der zu untersuchenden Substanz, bzw. auf die Häufigkeit der Applikation dieser und der 

beobachtete Zeitraum, in dem ein Effekt durch die Substanz hervorgerufen wird.  

 

Da sich alle in dieser Arbeit vorgestellten Testsysteme auf die akute Toxizität beziehen, wird 

auf die weiteren Toxizitäten nicht näher eingegangen.  
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1.4 Zytotoxizität 

 

Zytotoxizität bezeichnet die Fähigkeit einer Substanz Mikroorganismen, Gewebezellen oder 

Organe zu schädigen und ein Absterben der betroffenen Zellen oder Organe hervorzurufen. 

Die Substanz kann dabei die Zellwand oder Zellmembran zerstören, sowie für das Überleben 

der Zelle wichtige Stoffwechselvorgänge unterbrechen, Zellorganellen oder die DNA 

zerstören und so das Absterben der Zelle oder des Organs verursachen, da die ausgelösten 

Schäden meist irreversibel sind. 

 

1.4.1 Testsysteme zur Identifikation zytotoxischer Potentiale 

Zur Identifikation des zytotoxischen Potentials einer Substanz gibt es viele mögliche Ansätze. 

Es gibt Methoden, die mit der enzymatischen Metabolisierung von in vitale Zellen 

aufgenommenem Farbstoffe arbeiten.  

Der MTT-Test ist ein Beispiel hierfür. Nach der Behandlung einer Zelllinie mit einer 

potentiell zytotoxischen Substanz wird der wasserlösliche gelbe Farbstoff 3-(4,5-

Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) auf die Zellen gegeben. Nach 

einer definierten Inkubationszeit zeigen die vitalen Zellen eine blau-violette Färbung, die von 

der enzymvermittelten Reduktion des gelben, wasserlöslichen Farbstoffes zum 

wasserunlöslichen blau-violetten Formazan herrührt. Der Versuch wird durch einen 

photometrischen Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle ausgewertet.  (Mosmann 1983) 

 

Der Neutralrot-Test verfolgt einen anderen Ansatz. Dieser Test nutzt die Fähigkeit vitaler 

Zellen Farbstoffe in den Lysosomen einzulagern. Auch hier wird nach der Behandlung einer 

Zelllinie mit einer potentiell zytotoxischen Substanz ein Farbstoff auf die Zellen gegeben, in 

diesem Fall Neutralrot. Der leicht kationische Farbstoff wird während einer kurzen 

Inkubationszeit durch Diffusion in die Zellen aufgenommen und an die leicht anionische 

lysosomale Matrix gebunden. Nach einem Waschschritt verbleibt der Farbstoff nur in vitalen 

Zellen. Wie beim MTT-Test kann auch der Neutralrot-Test durch den photometrischen 

Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle ein Rückschluß auf die Zytotoxizität der Substanz 

gezogen werden. Beide Methoden eignen sich besonders für adhärent wachsende 

Zellkulturen.  (Nemes, et al. 1979),  (Ulreich und Chvapil 1981) 
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Zur Bestimmung der Proliferationshemmung in Suspensionszellen kann eine Messung der 

Optischen Dichte der substanzbehandelten Proben bei geeigneter Wellenlänge durchgeführt 

und mit der unbehandelten Kontrolle verglichen werden.  

Verminderte OD-Werte in den substanzbehandelten Proben erlauben Rückschlüsse auf das 

proliferationshemmende Potential der Substanz. 

 

Eine weitere Möglichkeit zur Identifikation des zytotoxischen Potentials einer Substanz stellt 

das Ausplattieren von Zellsuspensionen auf Nährböden mit steigender Konzentration der zu 

testenden Substanz dar. Dazu werden verschiedene Verdünnungen der Zellsuspension 

angesetzt und auf den Nährböden ausplattiert. Die Anzahl der gewachsenen Kolonien auf den 

verschiedenen Substanzkonzentrationen gibt Aufschluß über die Zytotoxizität der Substanz.  
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1.5 Genotoxizität 

 

Genotoxizität bezeichnet die Fähigkeit einer Substanz, die genetische Information der Zelle 

zu schädigen. Dabei kann eine Substanz in Wechselwirkung mit der DNA treten und somit 

ein Ablesen der DNA verhindern, sie kann aber auch zur lokalen Zerstörung der DNA führen 

oder diese durch Austausch von Basen modifizieren. Neben bewußt zugeführten Substanzen, 

die mit der Nahrung, oder durch Inhalation aufgenommen werden, kann auch Radioaktive 

Strahlung Veränderungen an der DNA bewirken. Die beschriebenen Einwirkungen können, 

müssen aber nicht zwangsläufig, zum Absterben der Zellen oder zur Entstehung von Krebs 

führen. Allen Zellen ist gemein, daß ihnen DNA-Reparaturmechanismen zur Verfügung 

stehen, die ein gewisses  Maß an Schädigung der DNA beheben können.  

 

1.5.1 Testsysteme zur Identifikation genotoxischer Potentiale 

Neben dem zytotoxischen Potential ist die Bestimmung des genotoxischen Potentials ein 

wichtiges Kriterium in der Beurteilung des toxischen Potentials von Substanzen.  

Es gibt eine Vielzahl von prokaryotischen und eukaryotischen Testsystemen, die eine gezielte 

Untersuchung dieses Potentials ermöglichen. 

 

1.5.1.1 Prokaryotische Testsysteme 

Ames-Test : Basiert auf Salmonella typhimurium, in welchem das Gen für die Synthese von 

Histidin mutiert ist und das Bakterium nicht auf einem histidinfreien Medium wachsen läßt. 

Behandelt man nun die Kultur mit einer mutagenen Substanz, kommt es zu spontanen 

Rückmutationen und viele Bakterien sind wieder in der Lage Histidin zu produzieren und 

somit auf dem histidinfreien Medium zu wachsen. Die Anzahl der gewachsenen Kolonien ist 

ein Maß für das genotoxische Potential. (McCann, et al. 1975), (McCann und Ames, 1976) 

 

Mutatox-Test : Basiert auf Vibrio fischeri, einem marinen Bakterium mit der  Fähigkeit zur 

Biolumineszenz. Im Mutatox-Test wird jedoch eine so genannte „dunkle“ Mutante verwendet 

deren Fähigkeit zur Biolumineszenz durch konstante Repression des Lumineszenz-Operons 

unterdrückt ist. Der Test verfolgt ein ähnliches Prinzip wie der Ames-Test, jedoch mit dem 

Unterschied, daß im Mutatox-Test eine Rekonstitution der Biolumineszenz die Mutagenität 

anzeigt. (Kwan, et al. 1990),  (Hauser, Schrader und Bahadir 1997) 
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UMU-Test : Basiert ebenfalls auf Salmonella typhimurium, jedoch wird hier das 

genotoxische Potential einer Substanz colorimetrisch bestimmt. Der Teststamm trägt das 

Plasmid pSK1002, auf dem das umuC-Gen aus dem bakteriellen SOS-Reparatursystem mit 

lacZ fusioniert ist. Durch die Induktion des umuC-Gens wird ebenfalls lacZ exprimiert, 

wodurch im Medium befindliches X-Gal hydrolysiert wird. Der dadurch entstehende blaue 

Indigofarbstoff wird detektiert und ist ein Maß für die Mutagenität der untersuchten Substanz.  

(Oda, et al. 1985) 

 

SOS-Chromo-Test : Basiert auf E.coli K-12, und verfolgt das gleiche Prinzip wie der UMU-

Test. Jedoch wird beim SOS-Chromo-Test das genotoxische Potential durch Induktion des 

sfiA-Gens aus dem SOS-Reparatursystem colorimetrisch über die Hydrolysierung von X-Gal 

bestimmt.  (Quillardet, et al. 1982) 

 

1.5.1.2 Eukaryotische Testsysteme  

Comet-Assay : Auch Einzelzellgelelektrophorese-Test genannt. Mit diesem Test können, je 

nach verwendetem Protokoll, DNA-Einzelstrang-, DNA-Doppelstrang-Brüche und DNA-

Crosslinking nachgewiesen werden.  Substanzbehandelte Zellen werden ein Agarosegel 

gebettet, die Zellen werden lysiert und die Probe dann im elektrischen Feld getrennt. Sofern 

die DNA der Zelle einen Schaden durch die Substanzbehandlung genommen hat, und es zu 

DNA-Strangbrüchen gekommen ist, werden diese Fragmente in der Lage sein, aus dem 

Zellkern zu wandern und ein Kometen-Schweif ähnliches Bild auf dem Gel hinterlassen. 

Der Vorteil dieses Testsystems besteht darin, daß der Test mit nahezu jeder Zelllinie 

durchgeführt werden kann und keine proliferierenden Zellen benötigt, wie andere 

Testsysteme.  (Fairbairn, Olive und O'Neill 1995) 

 

In vitro Säugerzell-Chromosomen-Abberations-Test :  

Mikroskopisches Nachweisverfahren, bei dem Chromosomen-Abberationen durch Färbung 

der Chromosomen sichtbar gemacht werden. Dazu werden Zellen mit der zu testenden 

Substanz behandelt, und nach definierter Inkubationszeit werden die Zellen mit Colchizin 

behandelt, was ein Verharren der Zellen in der Metaphase bewirkt. Danach werden die Zellen 

bzw. die Chromosomen angefärbt und unter dem Mikroskop wird nach Chromosomen-

Abberationen gesucht. (Galloway, et al. 1994), (Tice, et al. 1994) 



1. Einleitung 

 12 

Hefebasiertes Reportergen-Testsystem : Fluoreszenzverfahren, bei dem die Induktion eines 

Reportergens in der behandelten Probe mit der Fluoreszenz der unbehandelten Probe 

verglichen wird. Die Höhe der Induktion des Reportergens ermöglicht Rückschlüsse auf das 

genotoxische Potential der untersuchten Substanz.  (Afanassiev, et al. 2000) 

Das Testsystem wird unter 1.6 eingehend erläutert.  
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1.6 Das hefebasierte Reportergen-Testsystem 

 

Zur ersten Beurteilung des genotoxischen Potentials von Substanzen wurde lange Zeit 

ausschließlich der Ames-Test verwendet. Da es sich beim Ames-Test um ein  prokaryotisches 

Testsystem handelt, lassen sich Rückschlüsse aus den damit erzielten Ergebnissen bezüglich 

des genotoxischen Potentials einer Substanz nur sehr eingeschränkt auf eukaryotische 

Systeme ziehen. Auf Grund der langen Inkubationszeiten eignet sich dieses Testsystem nicht 

besonders für eine schnelle, automatisierte Hochdurchsatz-Analyse von Substanzen.  

Afanassiev et al. stellen in einer Veröffentlichung aus dem Jahr 2000 ein hefebasiertes  

Reportergen-Testsystems im Microplatten-Format vor, das zur Identifikation des 

genotoxischen Potentials von Substanzen genutzt werden kann. Zusätzlich gibt das 

Testsystem Aufschluß über das proliferationshemmende Potential der untersuchten Substanz. 

 

1.6.1 Prinzip des hefebasierten Reportergen-Testsystems 

Das vorgestellte Testsystem beruht auf der Messung der Fluoreszenz eines Reportergens, 

dessen Expression durch den Promotor eines Genes kontrolliert wird, welches beim Auftreten 

von DNA-Schäden exprimiert wird. Durch den Vergleich der substanzbehandelten Probe zur 

Kontrolle kann die Induktion der Fluoreszenz berechnet werden und ein Rückschluß auf die 

Genotoxizität der untersuchten Substanz gezogen werden.  

Der Promotor des aktivierten Gens und das Fluoreszenz-emittierende Reportergen befinden 

sich auf einem so genannten Reportergen-Plasmid, mit dem die Hefe transformiert wurde.  

In der Veröffentlichung werden zwei verschiedene, in Saccharomyces cerevisiae durch DNA-

Schäden aktivierte Gene genannt, RAD54 und RNR2. RAD54 wird vermehrt durch das 

Auftreten von Doppelstrangbrüchen aktiviert, wogegen RNR2 auch bei anderen Schäden an 

der DNA aktiviert wird. Die vermuteten Promotor-Regionen der beiden Gene wurden durch 

PCR mit geeigneten Primern amplifiziert, wodurch gleichzeitig mit den Primern für spätere 

Schritte benötigte Schnittstellen eingeführt wurden. Durch Ligation der entstandenen PCR-

Produkte in das bakterielle Plasmid pUC19 und anschließender Transformation in E.coli 

wurden die Promotorsequenzen nochmals amplifiziert. Nach Plasmidpräparation und 

Restriktionsverdau an den über die Primer eingeführten Schnittstellen, wurden die 

Promotoren in das Reportergen-Plasmid kloniert. Die Promotorsequenzen wurden vor die 

Sequenz des Reportergens kloniert, was durch das Vorhandensein der gleichen Schnittstellen 

im Reportergen-Plasmid erleichtert wurde. Somit wurde die Expression des Reportergens 
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unter die Kontrolle des jeweiligen Promotors gestellt. Das verwendete Reportergen ist 

yEGFP, eine weiterentwickelte Mutante von GFP, einem grün fluoreszierenden Protein, 

welches erstmals im Jahr 1962 beschrieben und aus der Qualle Aequorea victoria isoliert 

wurde (Shimomura, Johnson und Saiga 1962). yEGFP ist ein für die Expression in Hefe 

optimiertes GFP, welches eine höhere Leuchtintensität hat und schneller in die fluoreszente 

Konformation übergeht (Billinton, et al. 1998). 

Bei der verwendeten Hefe handelt es sich um den Stamm FF 18984 von Saccharomyces 

cerevisiae. Der Stamm ist eine auxotrophe Mutante, auch Mangelmutante genannt. Durch 

gezielte Mutationen kann der Stamm weder Histidin, noch Leucin, Lysin oder Uracil selbst 

synthetisieren. Das benutzte Reportergen-Plasmid, pUMGP5, enthält unter anderem auch eine 

Gen-Sequenz für Uracil. Erfolgreich transformierte Klone können dann auf einem Selektiv-

Medium mit Leucin, Lysin und Histidin wachsen. Durch die Kultivierung des transformierten 

Teststammes auf SD-URA wird der Selektionsdruck aufrechterhalten und der Teststamm 

behält das Reportergen-Plasmid. Nach erfolgreicher Transformation und Selektion wurden 

Substanztests im 96-well-Microplatten-Format mit Standardsubstanzen durchgeführt. Sie 

wurden mit den Ergebnissen von Ames-Test und SOS-Chromo-Test verglichen. Dabei zeigt 

sich, daß das hefebasierte Testsystem einige  Ergebnisse der beiden anderen Testsysteme 

bestätigen konnte, wie z.B. für MMS, Cisplatin und N-nitroso-N-methylurea. Im Gegensatz 

zu dem beiden anderen Testsystemen konnte der Hefe-Test bei Actinomycin D ein 

genotoxisches Potential nachweisen. Ein Nachteil des vorgestellten Hefe-Tests zeigte sich bei 

der Untersuchung von Ethidiumbromid, Daunomycin und Chromomycin A3, da der Test 

wegen der Eigenfluoreszenz der Substanzen nicht eindeutig ausgewertet werden konnte. 

Dennoch konnte gezeigt werden, daß das Testsystem im 96-well-Microplatten-Format 

funktionsfähig ist und somit für eine schnelle Beurteilung des genotoxischen Potentials von 

Substanzen geeignet ist. 
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1.6.2 Erweiterung des hefebasierten Reportergen-Testsystems 

 

Allen zuvor beschriebenen Testsystemen zur Beurteilung des genotoxischen Potentials, ob 

prokaryotisch oder eukaryotisch, ist gemein, daß sie Genotoxizität für Stoffe nachweisen 

können. Jedoch können sie keine weiterführenden Erkenntnisse liefern, als ein direktes DNA-

modifizierendes Potential der untersuchten Substanz auf den verwendeten Mikroorganismus 

oder die verwendete Zelllinie.  

Die Erweiterung des beschriebenen Reportergen-Testsystem bezieht sich auf die Integration 

weiterer Teststämme, die andere Promotoren im Reportergen-Plasmid tragen als die beiden 

zuvor genannten. Durch die Auswahl geeigneter Promotoren soll mit dem Testsystem ein 

detailliertes Bild der Abläufe auf zellulärer Ebene erstellt werden, die durch die Behandlung 

mit einer toxischen Substanz ausgelöst werden.  

Das Testen dieser neuen Hefestämme mit Substanzen, die ein bekanntes toxisches Potential 

besitzen, stellt den Anfang der Arbeiten zur Erweiterung dar. Das angestrebte Ziel ist es 

jedoch, mit dem Testsystem unbekannte Substanzen auf ihr toxisches Potential hin zu 

untersuchen und charakterisieren zu können. 

 

1.6.3 Neue Promotoren für das hefebasierte Reportergen-Testsystem  

 

Eine unter Hefe-Forschern bestens bekannte Seite ist die der Saccharomyces Genome 

Database unter www.yeastgenome.org. In dieser Datenbank findet man nahezu alles, was 

Wissenschaftler bislang über die Hefe herausgefunden haben. Neben Basisinformationen zu 

den verschiedenen Stämmen der Hefe, ist für die Suche nach neuen Promotoren zur 

Erweiterung des hefebasierten Reportergen-Testsystems vor allem die Datenbank mit den 

Informationen zu allen Genen von Saccharomyces cerevisiae von größter Bedeutung. Hier 

finden sich zu den einzelnen Genen auch Verweise auf Wissenschaftliche Arbeiten, in denen 

die spezifischen Gene untersucht wurden.  

Bei der Suche nach weiteren Promotoren zur Erweiterung des Testsystems waren neben 

einigen zusätzlichen, durch DNA-Schäden aktivierbaren Promotoren, vor allem Promotoren 

von Genen von Interesse, die in grundlegenden Zellmechanismen involviert sind.  

Aus Datenbank- und Literaturrecherche wurde dann eine erste Auswahl an Promotoren 

getroffen, aus der die im Ergebnisteil vorgestellten, neuen Teststämme resultieren. 
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1.7 Testsystem im Microplatten-Format 

 

In diesem Kapitel sollen die technischen Aspekte beleuchtet werden, die beim Aufbau eines 

Testsystems im Allgemeinen und wegen dem Microplatten-Format im Speziellen zu beachten 

sind.  

 

1.7.1 Löslichkeit der zu testenden Substanzen 

Um eine Substanz auf ihr toxisches Potential in einem biologischen System untersuchen zu 

können, muß sie vollständig in einem Lösungsmittel gelöst werden. Dies ist einerseits nötig, 

um exakte Konzentrationsangaben machen zu können und andererseits um die 

Bioverfügbarkeit der Substanz zu gewährleisten. Werden zur Auswertung des Testsystems 

Absorptionsmessungen verwendet, sollten weder die zu untersuchenden Substanzen noch das 

Lösungsmittel stark absorbierende Eigenschaften aufweisen. Wasser stellt das bevorzugte 

Lösungsmittel dar, da es sich bezüglich der Absorption im Bereich des sichtbaren Lichts 

neutral verhält und auf biologische Systeme per se nicht toxisch wirkt. Haben Substanzen 

jedoch lipophile Eigenschaften, sind sie schlecht bis gar nicht wasserlöslich und man kommt 

um die Verwendung eines organischen Lösungsmittels nicht herum.  

Dabei ist wichtig, daß das Lösungsmittel selbst keine toxische Wirkung auf den 

Testorganismus hat. Des Weiteren muß die Löslichkeit der Substanz im Lösungsmittel 

bestimmt werden. Je höher die Löslichkeit der Substanz im Lösungsmittel, desto geringer 

kann das Lösungsmittel konzentriert werden. Dimethylsulfoxid (DMSO) hat sich als 

organisches Lösungsmittel bei der Verwendung im hefebasierten Reportergen-Testsystem 

bewährt und zeigt bei der verwendeten Endkonzentration von 2% keine Toxizität auf 

Hefezellen. DMSO verbessert einerseits die Löslichkeit von Substanzen und andererseits die 

Aufnahme von Substanzen in Hefezellen durch Interaktion mit der Zellwand.  

 

1.7.2 Testmedium 

Wird die Fluoreszenz zur Auswertung verwendet, ist es sinnvoll, neben dem fluoreszierenden 

Reportergen keine weiteren Substanzen im Testsystem zu haben, die im selben 

Wellenlängenbereich fluoreszierende Eigenschaften haben. Für die Flüssigkulturen der 

Hefestämme wird deshalb 1xF1-Medium verwendet. Dieses Minimalmedium zeichnet sich 

durch eine sehr geringe Hintergrundfluoreszenz aus und ist daher für das Testsystem bestens 

geeignet.  (Afanassiev, et al. 2000) 
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1.7.3 Kontrollen 

In jeglichem Testsystem ist es wichtig, interne Kontrollen mitzuführen, die die Gültigkeit der 

durchgeführten Tests belegen können. Aus diesem Grund wird bei jedem Substanztest eine 

Zytotoxizitätskontrolle mit Methanol (MeOH) und eine Genotoxizitätskontrolle mit 

Methylmethansulfonat (MMS) in nachweislich toxischen Konzentrationen durchgeführt. Die 

beiden Kontrollen sollen einerseits das Ansprechen der Zellen auf das zytotoxische bzw. 

genotoxische Potential einer zu untersuchenden Substanz aufzeigen und andererseits erlauben 

sie einen Vergleich des Potentials der untersuchten Substanz mit den Standardsubstanzen.  

Eine Kontrolle der zu untersuchenden Substanzen auf absorbierende und fluoreszierende 

Eigenschaften, sowie eine Kontrolle des verwendeten Lösungsmittels sollten bereits im 

Vorfeld eines Versuches abgeklärt werden.  

Um überhaupt eine Aussage über das Potential einer zu untersuchenden Substanz treffen zu 

können, müssen immer Kontrollen mitgeführt werden, bei denen die Teststämme lediglich 

mit dem in den Substanzverdünnungen verwendeten Lösungsmittel behandelt werden. 

 

1.7.4 Wiederholungen 

Für ein aussagekräftiges Ergebnis sollten alle Substanzbehandlungen und Kontrollen als 

Triplikate durchgeführt werden. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unter Beweis zu 

stellen, sollten die Substanztests an verschiedenen Tagen wiederholt werden. 

 

1.7.5 Verdünnungsfaktor und Verdünnungsstufen der seriellen Verdünnung 

Sofern Substanzen untersucht werden sollen, die nur in geringen Mengen zur Verfügung 

stehen und deren Potential gänzlich unbekannt ist, sollte zunächst eine serielle Verdünnung 

mit wenigen Verdünnungsstufen und großem Verdünnungsfaktor gewählt werden, um einen 

breiten Konzentrationsbereich abzudecken. Zur genauen Identifikation der LEC kann dann 

die Anzahl der Verdünnungsstufen erhöht und der Verdünnungsfaktor verkleinert werden. 
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1.7.6 Layout des Testsystems 

Das Layout eines Testsystems ist von einigen der zuvor genannten Faktoren, so wie einigen 

weiteren Einflußgrößen abhängig und kann deshalb nur dann definitiv festgelegt werden, 

wenn alle bekannt sind : 

 

• Verwendeter Microplatten-Typ 

• Anzahl der Teststämme 

• Anzahl der zu testenden Substanzen 

• Anzahl der Kontrollen 

• Anzahl der Wiederholungen 

• Anzahl der Verdünnungsstufen 

• Verfügbarkeit der Testsubstanzen  

• Pre-Screening oder finaler Test 

 

Mit einem angepaßten, optimierten Layout soll erreicht werden, daß möglichst alle Wells der 

Microplatte für Substanztests oder Kontrollen verwendet werden. Unnötige Wiederholungen 

sollten vermieden werden, um Ressourcen zu schonen. 

Durch die sinnvolle Anordnung der Verdünnungsreihen und Kontrollen lassen sich die 

Pipettier-Routinen einfacher bei der Programmierung am Pipettier-Roboter umsetzen. 

Einfache Pipettier-Schemata sollten komplizierten vorgezogen werden. Sie resultieren in 

einem Zeitvorteil, da der Pipettier-Roboter weniger Zeit für die Fertigstellung benötigt.  

 

Das Layout für die im Rahmen der Arbeit durchgeführten Substanztests ist im Material- & 

Methoden-Teil unter 2.3.5 erläutert. Das für die Umsetzung am Pipettier-Roboter erstellte 

Programm kann im Kapitel Anhänge (8.9) eingesehen werden. 
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1.8 Automatisierung 

 

Bei der Automatisierung eines biologischen Testsystems ist das erklärte Ziel, wie bei der 

Hochdurchsatz-Analyse in der Pharmazeutischen Industrie, eine Vielzahl an Tests parallel 

durchführen zu können, um möglichst schnell und zuverlässig das toxische Potential von 

bekannten wie unbekannten Substanzen zu beurteilen.  

 

Mit der automatisierten Durchführung von biologischen Tests geht die Automatisierung der 

Auswertung der Tests einher. Je komplexer ein Testsystem, desto größer werden die 

Datenmengen sein, die mit dem Testsystem gewonnen werden. Da die Zeit in der Forschung, 

insbesondere in der industriellen Forschung, einen wichtigen Faktor darstellt, ist die zeitnahe 

Auswertung von Testergebnissen essentiell, um die Forschung zielgerichtet betreiben zu 

können. 

Die Umsetzung der Automatisierung des vorgestellten hefebasierten Reportergen-Testsystems 

erfolgte auf einem Tecan Pipettier-Roboter und einem Tecan Microplatten-Lesegerät. Die 

Programmierung und Bedienung des Pipettier-Roboters, wie auch die Datenerfassung mit 

dem Microplatten-Lesegerät wurde von einem mit beiden Geräten verbundenen Computer aus 

gesteuert. Beide Geräte sind im Material- & Methoden-Teil genauer erläutert. 

 

Das hefebasierte Reportergen-Testsystem wurde in 96-well-Microplatten bereits unter 

Verwendung von Einzel- und Multikanalpipetten durchgeführt, was gegenüber der reinen 

Verwendung von Einzelkanalpipetten eine enorme Erleichterung darstellt. Neben dem großen 

Zeitaufwand für den Anwender, ist auch ein hohes Maß an Konzentration gefordert. Deshalb 

ist die Methode in dieser Form für einen hohen Probendurchsatz ungeeignet.  

Die Erstellung der seriellen Verdünnungen der zu testenden Substanzen durch einen Pipettier-

Roboter erfolgt mit deutlich höherer Präzision und Zuverlässigkeit als dies per Hand mit 

Einzel- oder Multikanalpipetten bei einer großen Anzahl von zu pipettierenden Microplatten 

je möglich wäre. 

Für einen sinnvollen Umstieg vom 96-well-Format auf das 384-well-Format und der damit 

verbundenen Miniaturisierung war die Automatisierung des Testsystems erforderlich und 

stellte somit einen zentralen Punkt in der Arbeit dar. Dabei ist der Grad der Automatisierung, 

ebenso der Grad der Miniaturisierung, des Testsystems direkt vom Umfang und den 

Eigenschaften der vorhandenen technischen Ausrüstung abhängig. 
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1.9 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 

 

Etablierung des Testsystems 

Ein erster Schritt im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit stellte die Etablierung des 

bestehenden Testsystems in unserem Labor dar. Zu Beginn wurden Substanztests mit dem 

Testsystem im 96-well-Microplatten-Format per Hand mit Einzel- und Multikanalpipetten 

durchgeführt. Der nächste Schritt stellte die Umsetzung des bestehenden Testsystems auf die 

Verwendung mit dem Pipettier-Roboter dar. 

 

Optimierung des bestehenden Testsystems 

Zur Optimierung des unter 1.6 vorgestellten hefebasierten Reportergen-Testsystems ist 

zunächst die Suche nach weiteren Promotoren nötig, die uns ein differentielles Bild der von 

toxischen Substanzen ausgelösten Reaktionen in den substanzbehandelten Zellen aufzeigen 

können. Da es bereits zahlreiche Testsysteme gibt, die das direkte DNA-modifizierende 

Potential von Substanzen aufzeigen können, zielt die Erweiterung des Testsystems darauf ab, 

die Abläufe in den Zellen zu beleuchten.  

Nach der Suche nach neuen Promotoren müssen diese in das Testsystem integriert werden 

und in ersten Tests mit bekannten toxischen Substanzen ihr Potential als mögliche neue 

Indikatoren unter Beweis stellen. 

Neben der Integration neuer Promotoren in das Testsystem ist die Optimierung des 

erweiterten Testsystems ein weiteres Ziel dieser Arbeit. Bei der Umstellung vom 96-well-

Microplatten-Format hin zum 384-well-Microplatten-Format ist neben der Reduktion der 

eingesetzten Volumina gleichzeitig die Reduktion der in den Substanztests eingesetzten 

Substanzmengen angestrebt. 

 

Automatisierung des erweiterten, optimierten Testsystems 

Durch die Automatisierung des Testsystems soll ein höherer Probendurchsatz erreicht 

werden. Mit der Nutzung eines Liquid-Handling-Systems soll auch eine bessere 

Reproduzierbarkeit der gewonnen Ergebnisse erzielt werden. Die Automatisierung der 

Auswertung soll dazu dienen, das standardisierte Testverfahren schnell und zuverlässig 

auswerten zu können. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1 Material 
 

2.1.1 Bakterien- und Hefestämme  

Bakterienstamm Beschreibung Quelle 

E.coli DH5a chemisch kompetente Zellen selbst hergestellt, Laborbestand 

E.coli TOP10 chemisch kompetente Zellen aus Invitrogen TA Cloning Kit 

Hefestamm Beschreibung Quelle 

Saccharomyces cerevisiae 

FF 18984 (WT) 

MATa, leu2-3, leu2-112,  

ura3-52, lys2-1, his7-1 

Zur Verfügung gestellt durch  

Prof.Dr. R.Walmsley,  

Manchester, UK 

 

2.1.2 Standard-Plasmide 

 

2.1.3 Neue Plasmide 

Das pUMGP5-RNR2-Plasmid diente als Ausgangspunkt für die Herstellung weiterer 

Plasmide, die sich von diesem lediglich dadurch unterscheiden, daß die RNR2-Sequenz 

ausgeschnitten und durch andere aktivierbare Promotoren ersetzt wurde. Die Plasmidkarte 

von pUMGP5-RNR2 befindet sich im Kapitel Anhänge (8.1). 

Plasmid Beschreibung Quelle 

pCR2.1 TA-Vektor Invitrogen TA Cloning Kit 

pUMGP5-RNR2 

2µ-Reportergen-Plasmid 

Selektion in Hefe : URA3 

Selektion in E.coli : Ampicillin 

aktivierbarer Promotor : RNR2 

Reportergen: yEGFP 

Zur Verfügung gestellt durch 

Prof.Dr. R.Walmsley, 

Manchester, UK 
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2.1.4 PCR-Primer (Alphabetische Auflistung der Primer) 

Gen Chromosom Primer Sequenz der PCR-Primer Länge des PCR-Produktes 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)TTTACCGATGTACTGCGACAT 
ANT1 16 

REV TGCAGACC(GGATCC)ATAAACTGCAATATTGG C 
566 bp 

FWD TGCAGACC(GGATCC)GCACTTTTGAAAGACATT 
ARP2 4 

REV TGCAGACC(TTAATTAA)AATTGGATTATGTGGGTCCAT 
521 bp 

FWD CGTAGATT(GGATCC)AAATTTTGTTGTTTTCATTAGG 
DIN7 4 

REV GCCCTCC(TTAATTAA)CATTCCTATCGAATAATAATGTTC 
497 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)TCCATTTACTAGAGTTGGCAT 
FBP1 7 

REV TGCAGACC(GGATCC)TGAGTTCTTCGAATTTTC 
604 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)TTGCCAGCAACTTAGTCACAT 
HAL1 16 

REV TGCAGACC(GGATCC)TCCTAAATCTTTGAAATG 
591 bp 

FWD TGCAGACC(GGATCC)TGGATGGAGATTATTCGG 
HOG1 12 

REV TGCAGACC(TTAATTAA)GAATTCCTCGTTAGTGGTCAT 
423 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)ATACTCCCTTTTTAGTTTCAT 
MAG1 5 

REV TGCAGACC(GGATCC)CTAATCAATAATAAGTCA 
524 bp 

FWD TGCAGACC(GGATCC)CGCAAAGGTTTACTAATC 
NHX1 4 

REV TGCAGACC(TTAATTAA)CTATATTCAGCAATACCTTG 
683 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)GTCTCTGATATCTGATGACAT 
PDR15 4 

REV TGCAGACC(GGATCC)AAGGTTTCCCATTCCACC 
793 bp 

FWD CGTAGATT(GGATCC)CACAAGAGGAACAGGTCTTC 
PLM2 4 

REV GCCCTCC(TTAATTAA)CATAACCAAAATTGTGACGATTTTGTC 
1003 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)TTCAAATTTTGCTTCTAACAT POL30 2 
REV TGCAGACC(GGATCC)CCTATGAATCTAAGGCTC 

521 bp 



2. Material & Methoden 

 

 23 

Fortsetzung (Alphabetische Auflistung der Primer) 

Gen Chromosom Primer Sequenz der PCR-Primer Länge des PCR-Produktes 
FWD TGCAGACC(GGATCC)AATGTTCCTTTTGATCGC 

QDR1 9 
REV TGCAGACC(TTAATTAA)CAGAAGTTTGTTGTTTGG 

539 bp 

FWD TGCAGACC(GGATCC)TATCCCTTCCTAACCTTC 
QDR2 9 

REV TGCAGACC(TTAATTAA)TACTTGATGTTGCTCCTG 
558 bp 

FWD TGCAGACC(GGATCC)TTCCACGAACGATAATAC 
RIM101 8 

REV TGCAGACC(TTAATTAA)TAAGCAGATCTTCCAATG 
527 bp 

FWD TGCAGACC(GGATCC)TATCTTTACCGGCCTTTC 
SAL1 14 

REV TGCAGACC(TTAATTAA)TCTCGCAATTTTCAGCAG 
278 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)GCAACTCCTCAATGTGTC 
SIR2 4 

REV TGCAGACC(GGATCC)CCTTATTTTCGCTAGTCTTTG 
477 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)ATCACCAACCGATTTAGTCAT 
SNG1 7 

REV TGCAGACC(GGATCC)CCAAAGCTTCATCATTTG 
1372 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)AACTGTTCCGCTTCATAG 
SOP2 2 

REV TGCAGACC(GGATCC)CTTCAAATGCCTGCTTTTC 
329 bp 

FWD TGCAGACC(GGATCC)AGATTACTTTTTTAATTT 
THI4 7 

REV TGCAGACC(TTAATTAA)AGCAGTAGAGGTAGCAGACAT 
732 bp 

FWD TGCAGACC(TTAATTAA)CTGTGTGTCCATCGCTCTCAT 
VID22 12 

REV TGCAGACC(GGATCC)CGCTCGCTGCACATGCCA 
350 bp 

FWD TGCAGACC(GGATCC)CTTACTCTCGCTTCTCGAAAAC YAP1 13 
REV TGCAGACC(TTAATTAA)CTTGGCGGTAGACACACTCAT 

546 bp 

 
Alle Primer wurden über die MWG-Biotech AG bezogen. Eingeführte Schnittstellen : BamHI(GGATCC) / PacI (TTAATTAA).  

Die in der PCR amplifizierten Sequenzen befinden sich im Kapitel Anhänge (8.2) 
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2.1.5 Kulturmedien  

 

LB-Medium (Lysogeny Broth nach Miller)    LB-Agar 

Ad 1000ml         Ad 1000ml 

10,0g    Trypton        10,0g     Trypton 

10,0g    NaCl        10,0g  NaCl 

  5,0g    Hefe-Extrakt       10,0g  Agar 

            5,0g  Hefe-Extrakt 

Zur Selektion werden 2ml Ampicillin (50mg/ml Stammlösung) zu 1000ml Medium zugeben 

 

SD-URA Medium (Synthetic Defined)    SD-URA-Agar 

Ad 1000ml         Ad 1000ml 

100ml   10x YNB       100ml 10x YNB 

  50ml   40% Glukose             50ml  40% Glukose 

  10ml    Lysin (1%)               10ml  Lysin (1%) 

  10ml    Leucin (1%)             10ml  Leucin (1%) 

  10ml    Histidin (1%)             10ml Histidin (1%) 

            › 650ml 3% Agar 

 

YPD-Medium        YPD-Agar   

Ad 1000ml         Ad 1000ml 

20,0g  Pepton       20g  Pepton 

20,0g  Glukose             20g  Glukose 

10,0g  Hefe-Extrakt            10g  Hefe-Extrakt 

          10g  Agar 

TSB-Medium (modifiziert) 

Ad 1000ml 

500,00ml    LB-Medium 

  89,30ml    PEG4000 

  50,00ml    DMSO 

    1,20g     MgSO4 

    0,93g     MgCl2 
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2x F1 Medium 

Ad 1000ml 

300,0ml Salzlösung 

295,0ml Phosphat-Puffer 

100,0ml Glukose (40%) 

  20,0ml Lysin (1%) 

  20,0ml Leucin (1%) 

  20,0ml Histidin (1%) 

    3,3ml Vitamin-Lösung 

    0,2ml Spurenelemente 

    0,2ml Eisen(III)Chlorid-Lösung 

Das Medium kann bei +4°C gelagert werden. 

 

2.1.6 Stamm-Lösungen 

 

Bestandteile des F1-Mediums 

 

Salzlösung        Spurenelemente-Lösung  

Ad 1000ml                    End-Konz.    Ad 1000ml             End-Konz. 

20,88g (NH4)2SO4  3,13g/l   0,7g ZnSO4 * 7H2O  0,07mg/l 

13,33g KH2PO4  2,00g/l   0,5g FeCl3 * 6H2O  0,05mg/l 

  3,66g MgSO4* 7H2O 0,55g/l   0,1g CuSO4 * 5 H2O  0,01mg/l 

  0,67g  NaCl   0,10g/l   0,1g H3BO3   0,01mg/l 

  0,60g CaCl2* 2H2O 0,09g/l   0,1g KI    0,01mg/l 

 

Vitaminlösung       Na-Phosphat-Puffer 

Ad 1000ml     End-Konz.  Ad 1000ml 

18,60g Inositol   31,0mg/l  27,6g Na2HPO4  

  8,40g Thiamine/HCl  14,0mg/l 

  2,40g Pyridoxin     4,0mg/l  Kalium-Phosphat-Puffer 

  2,40g Calcium-Pantothenat   4,0mg/l  Ad 1000ml  

  0,18g Biotin     0,3mg/l  90,8g KH2PO4 
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Phosphat-Puffer (Mischungsverhältnis), 295ml 

173,8 ml  KH2PO4-Puffer 

121,2 ml Na2HPO4-Puffer 

Der pH-Wert des Phosphat-Puffers wurde mit 10N NaOH auf pH 6,0 eingestellt.  

 

E.Coli-Transformation     Hefe-Transformation 

 

KCM-Puffer       40%PEG/100mM LiAc 

Ad 30ml             End-Konz.   Ad 5ml 

7,5ml MgCl2  (aus 1M)   0,25M   4,0ml PEG  (aus 50%) 

5,0ml KCl  (aus 3M)  0,50M   0,5ml LiAc  (aus 1M) 

4,5ml CaCl2  (aus 1M)  0,15M 

 

Minipräparation nach Birnboim und Doly 

 
Lösung 1 :      Lösung 2 : 

Ad 1000ml             End-Konz.  Ad 2ml         End-Konz. 

9,01g  Glukose   50mM  0,10ml SDS aus 20% 1,0% 

3,72g  EDTA   10mM  0,08ml NaOH aus 5M 0,2M 

3,03g  Tris/HCl pH 8,0  25mM  

 

Lösung 3 

Ad 1000ml             End-Konz. 

204g  Na-Acetat pH 5,3   3M 

pH-Wert der Lösung 3 mit Essigsäure einstellen, nur ca. 3/4 H2O vorlegen. 
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2.1.7 Weitere Chemikalien und Substanzen 

4-NQO 

Ampicillin 

Camptothecin 

Ethanol 

G418 

Menadion 

MMS 

Methanol 

MMS 

RNAse A 

Wasserstoffperoxid 

X-Gal 

Zeocin 

 

Die verwendeten Chemikalien wurden direkt bestellt bei : 

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Kappelweg1, Industriegebiet Süd, D-91625 Schnelldorf 

 

2.1.8 Verwendete Kits : 

QIAquick Gelextraktions Kit  No. 28706 

QIAquick PCR Purification Kit  No. 28106 

QIAprep spin Miniprep Kit  No. 27106 

 

Die verwendeten Kits wurden direkt bestellt bei :  

QIAGEN GmbH Germany, QIAGEN Strasse 1, D-40724 Hilden 
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2.1.9 Laborgeräte und Verbrauchsmaterial (Alphabetische Auflistung) 

Bezeichnung Kennung Hersteller 

Bakterien-Schüttelinkubator 3033 GFL  

Bakterienbrutschrank BE 400 Memmert  

Einzelkanalpipetten Research Eppendorf  

Elektrophorese-Kammern Sub-cell GT Biorad  

Eppendorf Reaktionsgefäße 1,5 ml / 2,0 ml Eppendorf  

Feinwaage CP124S Sartorius  

Gasdurchlässige Membran Breathe-Easy Diversified Biotech 

Gefrierschrank -20°C Liebherr  

Gefrierschrank -80°C Thermo Forma 

Geldokumentation DigiPrint R3000 peqLab 

Hefe-Schüttelinkubator 3031 GFL 

Hefebrutschrank CO2 UNITHERM 150 UNIEQUIP  

Kühlschrank Comfort, +4°C Liebherr  

Kühlzentrifuge EPPI 5415R Eppendorf  

Kühlzentrifuge FALCON Multifuge 1 L-R Heraeus  

Mastercycler Mastercycler epgradient Eppendorf  

Microplatten 96-well/ 384-well µclear Greiner bio-one  

Microplatten-Lesegerät Tecan Ultra Tecan  

Microplatten-Zentrifuge 5804 Eppendorf  

Mikrowelle NN E-233 Panasonic 

Multikanalpipetten Finnpipette Labsystems  
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Fortsetzung (Alphabetische Auflistung) 

Bezeichnung Kennung Hersteller 

Netzteil Gelelektrophorese E 835 Consort  

Orbitalschüttler Environmental Shaker 20 G.Kisker  

Parafilm Parafilm M Pechiney 

Petrischalen  d = 100 mm Greiner bio-one 

pH-Meter pH211 Hanna Instruments  

Photometer Genesys 10-S Thermo Spectronic 

Pipettenspitzen 10 µl, 100 µl, 1000 µl Gilson  

Pipettier-Roboter Genesis RSP150 Tecan  

Reinstwasseranlage Easypure II UV/UF Werner  

Stabpipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner bio-one  

Standautoklav V-75 Systec  

Sterile Einmal-Impfösen 1µl Carl Roth  

Sterilfilter 0,22 µm Carl Roth  

Thermomixer Comfort 1,5 ml / 2,0 ml Eppendorf  

Tischautoklav 2540 EL Systec  

Tischzentrifuge EPPI Biofuge Pico Heraeus  

Vortex 7-2020 NeoLab  

Waage CP2202S Sartorius  

Wasserbad 1003 GFL 

 
Genaue Angaben zu den Herstellern befinden sich im Kapitel Anhänge (8.3) 
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2.2  Microplatten, Microplatten-Lesegerät und Pipettier-Roboter 

 

2.2.1 Microplatten 

Für die Hochdurchsatz-Analyse wurden spezielle Platten, so genannte Microplatten, 

entwickelt. Diese Microplatten werden in der Regel aus Polypropylen hergestellt.  

Die Etablierung der Microplatten für die Hochdurchsatz-Analyse begann 1994 mit dem 96-

well-Format. Diese Microplatten haben ein Arbeitsvolumen von 100 - 200µl. Im Jahr 1998 

folgte das 384-well-Format mit einem reduzierten Arbeitsvolumen von 30 - 100µl. Eine 

weitere Reduktion stellte das im Jahr 2000 auf den Markt gebrachte 1536-well-Format dar. 

Diese Microplatten haben ein Arbeitsvolumen von 2,5 - 10µl.  

Das momentan kleinste Format, auch Ultra-High-Density-Format genannt, stellen 3456-well-

Microplatten (Arbeitsvolumen 1-2µl) dar. Auch wenn derzeit an noch kleineren Formaten 

geforscht wird, konzentriert sich die Industrie auf die Nutzung der etablierten 384- und 1536-

Well-Formate, da es Bedenken bezüglich der Verläßlichkeit von Aussagen gibt, die mit 

diesen Ultra-High-Density-Formaten erzielt werden können. Da die aus dem sehr geringen 

Volumen-zu-Oberfläche-Verhältnis resultierenden Auswirkungen auf die Absorption und 

Stabilität von Substanzen noch nicht ausreichend erforscht sind, bleibt dieser Trend 

abzuwarten. (Mayr und Fuerst 2008) 

 

Alle großen Hersteller bieten ihre Microplatten mit speziell beschichteten Oberflächen an. Für 

alle gängigen Meßmethoden wurden spezielle Platten entwickelt, z.B. transparente 

Microplatten für Absorptionsmessungen, weiße Microplatten für Lumineszenzmessungen und 

schwarze Microplatten für Fluoreszenzmessungen. Daneben gibt es noch weitere 

Microplatten, die mehrere Eigenschaften in sich vereinen, wie die von uns verwendeten 

schwarzen Microplatten mit transparentem Boden, für gleichzeitige Messung von Fluoreszenz 

und Absorption. So unterschiedlich die Anwendungsbereiche und die damit verbundenen 

Eigenschaften der Microplatten auch sind, die äußeren Abmessungen stellen eine zwingende 

Gemeinsamkeit der Microplatten dar, die in ihrer universellen Verwendbarkeit auf 

verschiedenen Liquid-Handling-Systemen und daran angeschlossenen Microplatten-

Lesegeräten begründet ist. Um Standardgeräte für das Auslesen der Microplatten verwenden 

zu können, haben Microplatten in Länge, Breite und Höhe die gleichen Abmessungen, mit 

lediglich geringen Abweichungen, die durch die Geräte ausgeglichen werden können. Für die 

gängigsten Microplatten gibt es Dateien in der Software von Microplatten-Lesegeräten 
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führender Hersteller, in denen die genauen Daten der Microplatten hinterlegt sind.  

Dadurch wird ein präzises Ansteuern der einzelnen Wells auf einer Microplatte beim 

Auslesen der Daten im Microplatten-Lesegerät möglich. Bei Liquid-Handling-Systemen 

müssen die Microplatten bezüglich der Lage der Wells auf der Platte und ihrer Tiefe zunächst 

in einem Lehrmodus im System gespeichert werden.  

 

2.2.1.1 Layout der Microplatten  

 Eine 96-well-Microplatte ist in 8 Zeilen (A-H, vertikal) und 12 Spalten (1-12, horizontal) 

aufgeteilt, bei einer 384-well-Microplatte sind es 16 Zeilen (A-P, vertikal) und 24 Spalten (1-

24, horizontal). Somit stellt eine 384-well-Microplatte vier ineinander verschachtelte 96-well-

Microplatten dar. Dadurch ist es möglich, ohne eine Veränderung am Layout eines 

Testsystems im 96-well-Format, vier 96-well-Microplatten direkt auf eine 384-well-

Microplatte zu übertragen. Eine 1536-well-Microplatte stellt die nächste Verkleinerung nach 

der 384-well-Microplatte dar. Sie ist in 32 Zeilen und 48 Spalten aufgeteilt, und kann somit 

vier 384-well-Microplatten oder 16 96-well-Microplatten aufnehmen. Alle Platten haben die 

gleichen Abmessungen in Länge und Breite. Lediglich die Anzahl und Größe der 

Vertiefungen (Wells) sowie deren Abstand untereinander unterscheiden sich. 

 

 
Abb. 1 : Greiner 96- / und 384-well-Microplatte 
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2.2.2 Tecan Ultra  

 

Der Tecan Ultra ist ein High-End Microplatten-Lesegerät, das für die Hochdurchsatz-Analyse 

in der Pharmazeutischen Industrie entwickelt wurde. Mit diesem Gerät können viele 

verschiedene Microplatten-Formate verwendet werden. Das kleinste lesbare Format auf 

diesem Gerät stellen 384-well-Microplatten dar.  

Alle gängigen Formate sind in einer Datenbank in der Software als PDF-Datei hinterlegt, die 

Angaben zu den spezifischen Parametern der Microplatten enthält. Das Gerät bietet aber auch 

die Möglichkeit, über eine Zusatzsoftware anwenderspezifische Microplatten zu definieren 

und diese in die Datenbank aufzunehmen. Einziges Kriterium dabei sind die bereits unter 

2.2.1 angesprochenen Konventionen zu den äußeren Abmessungen der Microplatten.  

 

2.2.2.1 Meßmethoden 

Mit dem Tecan Ultra können folgende Messungen durchgeführt werden :  

 

• Absorptionsmessung 

• Fluoreszenzmessung 

• Fluoreszenz-Polarisationsmessung 

• Lumineszenzmessung 

• Aufnahme von Kinetiken 

 

Das Gerät arbeitet mit Filtern auf Filterschlitten. Dadurch können nur Messungen bei 

Wellenlängen durchgeführt werden, für die auch entsprechende Filtereinheiten vorhanden 

sind. Einzige Ausnahme stellt die Lumineszenzmessung dar. Die Emission der Photonen im 

gesamten Wellenlängenbereich (ohne Filter) wird über die Zeit integriert.  

Im Gegensatz zu anderen Microplatten-Lesegeräten wird beim Tecan Ultra die Microplatte 

relativ zur Meßeinrichtung bewegt. Weil auf diese Weise die Meßeinrichtung keinen 

Beschleunigungskräften ausgesetzt wird, ist das Gerät sehr viel weniger störanfällig.  

Für Fluoreszenz- und Fluoreszenz-Polarisations-Messungen kann es wichtig sein, in welcher 

Ebene innerhalb der Flüssigkeitssäule in einem Well gemessen wird. Hierfür bietet der Tecan 

Ultra eine Z-Achsen-Fokusierung. Ein Scan in der Vertikalen ermittelt die Ebene mit dem 

stärksten Signal bzw. den optimalen Abstand zur Meßeinrichtung. Das Ergebnis des Scans 

wird graphisch dargestellt und kann direkt für die Messung verwendet werden.  
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2.2.2.2 Fluoreszenz-Polarisation 

Im Gegensatz zur Messung der reinen Fluoreszenz werden für die Fluoreszenz-Polarisation 

spezielle Filter benötigt. Neben den eigentlichen Fluoreszenzfiltern, die die spezifische  

Anregungs- und Emissionswellenlänge für ein Fluorophor definieren, werde zusätzlich 

sogenannte Polarisationsfilter verwendet. Der erste Polarisationsfilter A macht aus dem 

unpolarisierten Anregungsstrahl einen linear polarisierten Anregungsstrahl. Das bedeutet, daß 

das Licht nach dem Polarisationsfilter nur in einer definierten Ebene A schwingt.  

Zwei weitere Polarisationsfilter befinden sich vor dem Detektor, der die vom Fluorophor 

emittierte Lichtintensität mißt. Es werden zwei Messungen durchgeführt. Nach der ersten 

Anregung wird die Lichtintensität durch einen Polarisationsfilter A' gemessen. wobei dieser 

Filter nur Licht durchläßt, das in der Ebene A schwingt. Bei einer zweiten Messung wird ein 

Polarisationsfilter B verwendet. Er läßt nur Licht durch, welches in einer zu A bzw. A' 

orthogonalen (perpendikularen) Ebene B schwingt. Über die beiden Intensitäten des 

emittierten Lichts in den Ebenen A und B kann die Polarisation berechnet werden. Sie ist das 

Maß für die Rotationsfreiheit des Fluorophors. Wird ein großes Fluorophor mit geringer 

Rotationsfreiheit mit linear polarisiertem Licht angeregt, so wird es hauptsächlich linear 

polarisiertes Licht emittieren. Dadurch wird nur in einer der beiden Polarisationsebenen eine 

hohe Intensität gemessen. Ein kleines Fluorophor hat eine hohe Rotationsfreiheit und wird 

nach Anregung mit linear polarisiertem Licht hauptsächlich depolarisiertes Licht emittieren. 

Dadurch wird man in beiden Polarisationsebenen nahezu identische Intensitäten messen.  

Im vorgestellten Testsystem wird das Reportergen yEGFP genutzt. Durch seine Größe (10 Å) 

und die Tatsache, daß es intrazellulär vorliegt, hat es eine sehr geringe Rotationsfreiheit und 

wird aus diesem Grund hauptsächlich polarisiertes Licht emittieren.  

Um auch fluoreszierende Substanzen mit dem Testsystem erfassen zu können, wird stets die 

Fluoreszenz-Polarisation gemessen. Wird eine fluoreszierende Substanz getestet, so wird 

diese eine höhere Rotationsfreiheit als yEGFP besitzen und folglich depolarisiertes Licht 

emittieren. Durch die Subtraktion der Intensitäten der beiden Ebenen A und B wird die 

Fluoreszenz der Substanz eliminiert. 

Dadurch kann mit der Anwendung der Fluoreszenz-Polarisation das unter 1.6 erwähnte 

Problem mit Substanzen, die im selben Spektrum wie das Reportergen fluoreszierende 

Eigenschaften besitzen umgangen werden. Mit Beginn der Arbeiten zur Erweiterung des 

Testsystems wurde deshalb statt der normalen Fluoreszenz die Fluoreszenz-Polarisation 

gemessen. 
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2.2.2.3 Steuerung des Gerätes 

Die Steuerung des Gerätes erfolgt über das von Tecan bereitgestellte Excel-Makro XFLUOR4 

Version 4.51. Über die Menüleiste werden alle Einstellungen für die Durchführung einer 

Messung getätigt und die Messung anschließend gestartet. Die Meßergebnisse werden in 

Excel-Tabellen ausgegeben und können so bequem weiterverarbeitet werden. Da das Gerät 

für die Verwendung unter GMP-Richtlinien konzipiert ist, werden auf den Datenblättern 

neben den Ergebnissen der Messung detaillierte Angaben zum Gerät, wie Name und 

Seriennummer, zur verwendeten Firm- und Software, zu Datum und Uhrzeit der Messung, 

sowie Angaben zur Meßmethode und die zugehörigen Parameter dargestellt.  

 

 

2.2.2.4 Weitere Eigenschaften 

Der Tecan Ultra bietet sowohl die Option, eine Microplatte im Gerät zu inkubieren, als auch 

diese vor einer Messung zu schütteln. Beide Optionen können bei der Messung einer Kinetik 

über mehrere Stunden sehr hilfreich sein. Es muß jedoch beachtet werden, daß die 

Inkubationstemperatur über der Raumtemperatur liegen muß und nicht höher als 42°C 

gewählt werden kann.  

 

 
Abb. 2 : Tecan Ultra 
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2.2.3 Tecan Genesis RSP 150  

 

Für die Automatisierung standardisierter Abläufe im Labor wurde ein Pipettier-Roboter der 

Firma Tecan angeschafft. Das System besteht aus der Pipettiereinheit, dem so genannten 

Liquid Handling-Arm (LiHA) und einem Microplatten-Greifarm, dem so genannten Robotic 

Manipulating-Arm (RoMA), sowie einer Waschstation zur Reinigung der Pipettierspitzen und 

zur Entsorgung von Flüssigabfällen. Ein Vorratsbehälter für die Systemflüssigkeit, und ein 

Vorratsbehälter für den Flüssigabfall komplettieren die Pipettierstation. Der Tecan Genesis 

RSP 150 hat eine Arbeitsflächenbreite von 150cm. Tecan bietet den Genesis auch in anderen 

Breiten an, und durch die modulare Bauweise können viele verschiedene Komponenten 

zusätzlich installiert werden. 

 

2.2.3.1 Liquid Handling-Arm (LiHA) 

"Liquid Handling" beschreibt den Umgang mit Flüssigkeiten. Darunter fällt die Aufnahme, 

der Transfer, die Abgabe sowie das Vermischen von Flüssigkeiten. Aus diesem Grund 

werden Pipettier-Roboter oft auch als "Liquid Handling Systeme" bezeichnet, weil sie genau 

diese Aufgaben erfüllen.  

Der Tecan Genesis ist für die Nutzung von 96- und 384-well-Microplatten ausgelegt. Das 

kleinere 1536-well-Format kann nicht pipettiert werden. 

In der Basisausstattung verfügt die Pipettiereinheit über 8 Edelstahl-Pipettierspitzen, die von 

außen mit Teflon beschichtet sind. Durch die Beschichtung soll ein Verschleppen von 

Substanzgemischen an der Außenseite der Pipettierspitzen bei seriellen Verdünnungen, 

ebenso wie Kreuzkontaminationen beim Pipettieren von Mikroorganismen verhindert werden. 

Die Anordnung der Pipettierspitzen ist orthogonal zur Bewegungsrichtung des LiHA. In der 

Grundstellung entspricht der Abstand der Pipettierspitzen dem  Abstand der Mittelpunkte der 

Wells einer 96-well-Microplatte. Die Pipettierprotokolle können somit spaltenweise 

abgearbeitet werden. 

Die Pipettierspitzen werden einzeln, in Gruppen, oder als Gesamtes angesteuert. Die 

Abstände der Pipettierspitzen untereinander sind variabel, aber stets proportional.  Um 

gleichzeitig Flüssigkeit aus Vorratsgefäßen aufzunehmen, können die Pipettierspitzen den 

Abstand untereinander entsprechend vergrößern.  

Das maximal mögliche Volumen je Pipettierschritt ist mit 1000µl erreicht, das 

kleinstmögliche Volumen je Pipettierschritt, das noch zuverlässig pipettiert werden kann, 

beträgt 3µl. Durch die Verwendung von Edelstahl-Pipettierspitzen ist es möglich, den 
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Flüssigkeitsspiegel einer leitenden Flüssigkeit zu detektieren. Dies stellt sicher, daß die 

Pipettierspitzen beim Aufnehmen der Flüssigkeit mit dem Flüssigkeitsspiegel absinken und so 

stets Flüssigkeit und keine Luft aufnehmen. Ebenso können dadurch Flüssigkeiten an der 

Oberfläche appliziert werden. Wird die Option, den Flüssigkeitsspiegel zu detektieren, nicht 

genutzt, so greift das System auf intern gespeicherte, definierte z-Achsen-Werte für die 

Aufnahme und Abgabe von Flüssigkeiten zurück. 

Verantwortlich für das Liquid Handling im Tecan Genesis ist ein Verbund aus Schläuchen, 

Präzisionspumpen, Ventilen, Dilutoren (Glaszylinder und Metallkolben) sowie einem 

hochpräzisen Stellmotor. Eine Schemazeichnung des Liquid Handling System befindet sich 

im Kapitel Anhänge (8.4). 

Die Aufnahme und Abgabe des Pipettiergutes wird von diesem Stellmotor gesteuert. Nach 

dem Prinzip einer Spritze zieht er die Systemflüssigkeit über Metallkolben in Zylinder 

(Aufnahme) oder drückt die Systemflüssigkeit heraus (Abgabe). Als Systemflüssigkeit wird 

Wasser verwendet. Es dient einerseits als Kolben in den Pipettierspitzen, und wird 

andererseits zum Spülen dieser verwendet. Ein definiertes Luftpolster zwischen der 

Systemflüssigkeit und dem Pipettiergut sorgt dafür, daß die beiden Phasen sich nicht 

vermischen. 

Es ist darauf zu achten, daß die Systemflüssigkeit nicht kontaminiert wird, wodurch sich 

beispielsweise ein Biofilm in den Versorgungsleitungen bildet könnte, der zum Verblocken 

des Systems führen kann. Wir haben deshalb nur Wasser aus unserer Reinstwasseranlage als 

Systemflüssigkeit verwendet. Trotzdem sollte in regelmäßigen Abständen das gesamte 

System mit einer verdünnten Hypochlorid-Lösung durchgespült werden, in Abhängigkeit der 

Frequentierung der Pipettierstation. 

Bei Arbeiten mit Mikroorganismen sollte zum Abschluß der Arbeiten ein Spülprogramm mit 

70% Ethanol gefahren werden, um Kontaminationen der Systemflüssigkeit und 

Kreuzkontaminationen mit anderen Testsystemen zu verhindern.  

Undefinierte Lufteinschlüsse, die eventuell beim Wechsel des Systemflüssigkeitsbehälters in 

das System gelangen, können durch die Komprimierbarkeit von Gasen zu Pipettierfehlern 

führen. Daher sollte vor Beginn jeglicher Pipettierschritte das System gründlich gespült 

werden.  

Alternativ zu den Edelstahl-Pipettierspitzen bietet Tecan verschiedene andere Pipettier-

Module für den Genesis an, wie z.B. ein Modul für die Verwendung von Einmal-Spitzen mit 

automatischer Abwurfvorrichtung, oder ein 96-Pipettierspitzen-Modul zum Vervielfältigen 

von Microplattentests.  



2. Material & Methoden 

 

 37 

2.2.3.2 Robotic Manipulating-Arm (RoMA) 

Um Microplatten auf der Arbeitsfläche während der Durchführung eines Tests koordiniert zu 

verschieben, verfügt der Pipettier-Roboter über einen RoMA. Seine Ausgangsposition ist im 

ganz rechten Bereich der Arbeitsfläche. Mit dem RoMa können Microplatten gegriffen, 

angehoben und räumlich versetzt werden. Sollen beispielsweise mehr Microplatten im 

Programmablauf automatisch pipettiert werden, als es mögliche Ablageflächen für 

Microplatten auf der Arbeitsfläche gibt, so können Microplatten mit dem RoMA gestapelt 

werden. Ebenso ist es möglich, mit dem RoMA Microplatten direkt nach dem Pipettieren in 

das Microplatten-Lesegerät einzulegen, bzw. wieder heraus zu nehmen. Dazu bedarf es 

allerdings der Koordination beider Geräte über eine  externe Software.  

 

2.2.3.3 Arbeitsfläche  

Die Arbeitsfläche ist in drei Bereiche unterteilt. Die linke Seite ist für die Unterbringung von 

Vorratsgefäßen vorgesehen. Für alle gängigen, im Labor verwendeten Glas- oder Kunststoff-

Reaktionsgefäße können Halterungen von Tecan bezogen werden, die auf der Arbeitsfläche 

des Pipettier-Roboters plaziert werden können, und somit als Vorratsgefäße für Versuche 

dienen können. Müssen größere Volumen auf der Arbeitsfläche untergebracht werden, um 

viele Microplatten nacheinander pipettieren zu können, stehen so genannte Troughs zur 

Verfügung, die ein Volumen von bis zu 100 ml aufnehmen können.  

Den mittleren Bereich der Arbeitsfläche stellt die Waschstation für die Pipettierspitzen dar.  

Ihr ist ein eigener Absatz gewidmet.  

Der rechte Bereich ist für die Microplatten, die für die Tests verwendet werden, vorgesehen.  

Auf unserer Arbeitsfläche gibt es 9 mögliche Ablageflächen für Microplatten. Somit können 

maximal 9 Microplatten automatisch nacheinander pipettiert werden, ohne den RoMA 

einzusetzen.  

 

2.2.3.4 Waschstation  

Die Waschstation dient zum Waschen der Pipettierspitzen und zum Entsorgen nicht mehr 

benötigter Flüssigkeiten in den Abfallbehälter. Der Abfluß befindet sich in der Mitte der 

Waschstation. Im hinteren Bereich der Waschstation befindet sich eine Einrichtung die als 

„Cleaner shallow“ bezeichnet wird, und nur die ersten 1,5 cm der Pipettierspitzen von außen 

abwaschen kann. Sind die Pipettierspitzen tiefer in einen Flüssigkeitsbehälter eingetaucht, 

und müssen gesäubert werden so steht im vorderen Bereich der Waschstation die als „Cleaner 
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deep“ bezeichnete Einrichtung zur Verfügung, in der die Pipettier-Spitzen auf einer Länge 

von 5,5 cm von außen abgewaschen werden können. Beide Einrichtungen geben das 

verbrauchte Wasser zur Mitte hin ab, von wo es in den Abfallcontainer läuft. 

Während dem Pipettieren eines Substanztests werden durch Spülvorgänge Mikroorganismen 

in den Flüssigabfall gespült. Damit diese beim Entleeren des Abfallbehälters nicht 

unbehandelt in den Abwasserkreislauf gelangen, wurde vor Beginn der Arbeiten dem leeren 

Vorratsbehälter für den Flüssigabfall stets eine ausreichende Menge eines 

Bodendesinfektionsmittels auf Formaldehyd-Basis zugegeben. 

 

 
Abb. 3 : Tecan Genesis RSP 150 mit Abdeckung und Tecan Ultra (ganz rechts am Bildrand) 

 

2.2.3.5 Abdeckung 

Der Tecan Genesis ist für die Aufstellung in Reinsträumen konzipiert. Er verfügt daher über 

keine obere Abdeckung. In Ermangelung eines Reinstraumes in der Arbeitsgruppe wurde er 

in einem Geräteraum aufgestellt. Um eine Verschmutzung des Systems von oben zu 

verhindern, habe ich Pflanzenrankgitter an der hinteren Raumwand befestigt, die Gitter in 

Form gebogen und mit Kunststoff-Folie bespannt. 
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2.3 Methoden 

 

2.3.1 Herstellung neuer Teststämme für das Reportergen-Testsystem 

Die Auflistung der Methoden erfolgt entsprechend der Abfolge der Arbeiten im Labor zur 

Herstellung der neuen Teststämme. Eine schematische Übersicht dazu befindet sich im 

Kapitel Anhänge (8.5). 

 

2.3.1.1 PCR der Promotorsequenzen 

 

Promotor-PCR-Protokoll : 

38,0µl H2O / Probe 

  5,0µl 10x Puffer (Qiagen) / Probe 

  2,0µl Taq-Polymerase (Qiagen) (5u/µl) / Probe 

  2,0µl MgSO4 / Probe 

  1,0µl 10mM dNTPs / Probe 

  1,0µl Y486 Chr. DNA Template 1:5 verdünnt  

  0,5µl Forward-Primer 100pmol / µl / Probe 

  0,5µl Reverse-Primer 100pmol / µl / Probe 

 

  

PCR-Programm : 

1. 95°C für   2min  1. Denaturierungsschritt 

2. 95°C für 30sec  2. Denaturierungsschritt  

3. 60°C für 30sec  3. Annealing    40 Zyklen 

4. 72°C für  1min  4. Elongation 

5. 72°C für 20min  5. Final Elongation 

6.   4°C HOLD 

 

Die unter 3. aufgeführte Temperatur für das Annealing wurde für die verschiedenen Primer-

Paare individuell angepaßt, wenn die Standardtemperatur kein oder nur unzureichend PCR-

Produkt lieferte.  
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2.3.1.2 Gelkontrolle / Gelaufreinigung der PCR-Fragmente 

 

Zur Kontrolle, ob mit den Primern nur das entsprechende DNA-Stück amplifiziert wurde, 

wurden je PCR-Ansatz 2µl auf ein 1% Agarose-Gel aufgetragen und bei 130V für 30 Minuten 

aufgetrennt. Zeigte sich bei der Gelkontrolle nur eine Bande, entsprechend der erwarteten 

Größe des PCR-Produktes, so wurde der restliche PCR-Ansatz für die weiteren Schritte 

verwendet. Andernfalls wurde der restliche PCR-Ansatz auf ein 1% Agarose-Gel aufgetragen 

und bei 110V 1 Stunde aufgetrennt. Die dem gesuchten PCR-Produkt entsprechende Bande 

wurde ausgeschnitten und mit dem Qiagen Gelextraktions-Kit aufgereinigt und dann für die 

weiteren Schritte verwendet. 

 

 

2.3.1.3 Ligation in TA-Vektor 

 

Zur weiteren Amplifikation der PCR-Produkte wurden diese in den Invitrogen pCR2.1-

Vektor aus dem Invitrogen TA-Cloning Kit nach dem Standardprotokoll ligiert. Die in der 

PCR gewonnenen Promotor-DNA-Fragmente wurden alle durch Ligation in den TA-Vektor 

und anschließender E.Coli-Transformation amplifiziert. Mit diesem Schritt wurde ausreichend 

Promotor-DNA hergestellt und ein zuverlässiger Verdau an den beiden durch die Primer in 

das PCR-Produkt eingeführten Schnittstellen des Promotor-DNA-Fragments konnte dadurch 

gewährleistet werden.  

 

Ligation für TA-Vektor nach Invitrogen Standardprotokoll : 

5,0µl H2O steril 

2,0µl pCR©2.1-Vektor (25ng / µl) 

1,0µl 10x-Ligationspuffer 

1,0µl frisches PCR-Produkt (Insert) 

1,0µl T4-DNA-Ligase 

 

Die Ligation erfolgte über Nacht bei 14°C auf dem Thermomixer. Im Kühlschrank bei 4°C 

(1-2 Tage) oder bei –20°C über längeren Zeitraum bis zur Verwendung lagern. 
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2.3.1.4 E.coli-Transformation (1. Trafo) 

 

70,0µl H2O steril 

20,0µl KCM-Puffer (5x) 

10,0µl Ligationsansatz (TA-Vektor + Insert) 

 

Durchführung : 

100µl Transformationsansatz auf Eis stellen, Eppendorf-Tube mit 100µl chemisch 

kompetenten Zellen auf Eis auftauen. Wenn die Zellen aufgetaut sind, den 

Transformationsansatz zu den Zellen zugeben, vorsichtig mischen und weitere 40 Minuten 

auf Eis inkubieren. Dieser Schritt ist gefolgt von einem Hitzeschock für 40 Sekunden bei 

42°C im Wasserbad. Nun wird 1ml vorgewärmtes LB-Medium (37°C) zu den Zellen 

zugegeben und der Ansatz auf dem Thermomixer für 1 Stunde bei 37°C und 550 U/min 

inkubiert. Nach der Inkubation wird der Ansatz für 10 Minuten bei 3000 U/min in der 

Tischzentrifuge sedimentiert. Das überstehende Medium wird schnell abgegossen, das 

entstandene Pellet im zurückgebliebenen Rest Medium resuspendiert. 

10 – 100µl der resuspendierten Zellen werden auf LB-AMP + X-Gal ausplattiert und im 

Bakterienbrutschrank bei 37°C inkubiert. Die Selektion erfolgt über Blau/Weiß-Selektion. 

Die Vektoren, die das Insert tragen, können keine β-Galaktosidase (lacZ) bilden, da das Insert 

in die codierende Sequenz für lacZ ligiert wird. X-Gal wird nicht hydrolysiert, der 

wasserunlösliche Indigofarbstoff wird nicht gebildet und folglich bleiben die Kolonien, die 

den Vektor mit Insert tragen, weiß. Nach 1-2 Tagen werden die Agarplatten aus dem 

Inkubator für 2 Stunden in den Kühlschrank gelegt, um den Farbunterschied zu intensivieren. 

Die weißen Klone werden von den Platten gepickt und die enthaltenen Plasmide mit dem 

nachfolgenden Minipräparationsprotokoll wieder aus den Bakterien isoliert.  
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2.3.1.5 Minipräparation nach Birnboim/Doly, modifiziert  

 

Je 2ml LB-Medium wurden mit den Klonen aus der Transformation (2.3.1.4) angeimpft und 

über Nacht bei 37°C auf dem Schüttelinkubator bei 220U/min inkubiert. Die Kulturen wurden 

am nächsten Tag in sterile 2ml-Eppendorf-Tubes überführt und für 2 Minuten bei 13000 

U/min sedimentiert, der Übersand wurde verworfen.  

 

Durchführung : 

Lösung 1 direkt vor der Verwendung mit RNAse A versetzen ((3µl (10mg/ml RNAse A) auf 

1ml Lösung)). Das Bakterien-Zellpellet in 1ml Lösung 1 resuspendieren und kurz vortexen. 

Die Suspension für 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (alternativ 5-10 Minuten bei 

37°C). Anschließend werden 200µl der frisch angesetzten Lösung 2 zugegeben. Die 

Suspension wird durch Zelllyse klar. Dazu wird das Eppendorf-Tube mehrfach invertiert, bis 

die Suspension klar ist. Durch Zugabe von 300µl kalter Lösung 3 werden Proteine und 

genomische DNA ausgefällt. Nach Zugabe der Lösung 3 sofort das Eppendorf-Tube 

mehrfach invertieren um vollständige Durchmischung zu gewährleisten. Der Ansatz wird 

danach maximal 5 Minuten auf Eis inkubiert. Die Plasmide bleiben dabei in Lösung. Protein 

und genomische DNA werden im darauf folgenden Zentrifugationsschritt für 10 Minuten bei 

13000 U/min sedimentiert. Der Überstand wird in ein neues Eppendorf-Tube überführt. 

Durch Zugabe von 600µl 96% Ethanol werden die Plasmide aus dem Ansatz gefällt. Dazu 

wird nach Zugabe das Eppendorf-Tube geschwenkt und 5 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Im folgenden Zentrifugationsschritt für 20 Minuten bei 13000 U/min und 4°C 

werden die Plasmide pelletiert. Der Überstand wird verworfen. Mit zwei Waschschritten 

(jeweils Zugabe von 500µl 70% Ethanol, Zentrifugation für 5 Minuten bei 13000 U/min) 

werden Reste von Protein aus dem Pellet gelöst. Der Überstand wird nach jedem 

Waschschritt verworfen und das Eppendorf-Tube abschließend noch einmal für 1 Minute bei 

13000 U/min zentrifugiert. Der restliche Überstand wird mit einer Pipette vorsichtig 

abgenommen und das Pellet bei Raumtemperatur (alternativ bei 65°C im Thermomixer) 

getrocknet. Schließlich wird das Pellet in 50µl sterilem H2O resuspendiert. Das Plasmid kann 

im Kühlschrank bei 4°C (1-2 Tage) oder bei –20°C über längeren Zeitraum bis zur 

Verwendung gelagert werden. 
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2.3.1.6 Schneiden des TA-Vektors + Insert / Zielplasmid 

 

12,0µl TA-Vektor + Insert    12,0µl   Zielplasmid 

  5,0µl H2O               5,0µl   H2O 

  2,0µl BamHI-10x Puffer + BSA       2,0µl   BamHI-10x Puffer + BSA 

  0,5µl BamHI          0,5µl   BamHI 

  0,5µl PacI               0,5µl   PacI 

 

Inkubation bei 37°C 2-3 Stunden auf dem Thermomixer 

 

2.3.1.7 Gelaufreinigung TA-Vektor / Zielplasmid 

 

Um das Insert (Promotor-Fragment) vom TA-Vektor zu trennen, wird der Verdau auf ein 1%-

Agarose-Gel aufgetragen und bei 110V 1 Stunde aufgetrennt. 

 

Insert: Aus dem Gel wird die untere, kürzere Bande ausgeschnitten und über das QIAquick 

Gelextraktions-Kit aufgereinigt. Das Promotor-Fragment kann entweder anschließend direkt 

verwendet oder bei -20°C gelagert werden. 

 

Zielplasmid: Aus dem Gel wird die obere Bande ausgeschnitten und über das QIAquick 

Gelextraktions-Kit aufgereinigt. Das geschnittene Zielplasmid wird anschließend nach dem 

folgenden Protokoll dephosphoryliert. 

 

2.3.1.8 Dephosphorylieren des Zielplasmids 

 

20,0µl Zielplasmid geschnitten (BamHI/PacI) 

  6,0µl  H2O steril 

  3,0µl 10x Antarctic Phosphatase-Puffer 

  1,0µl Antarctic Phosphatase 

 

Bei 37°C für 1 Stunde auf dem Thermomixer inkubieren, im Anschluß Hitze-Inaktiverung des 

Enzyms bei 65°C für 5 Minuten im Wasserbad. Das Zielplasmid steht nun für den letzten 

Ligationsschritt bereit oder kann bei -20°C bis zur Verwendung gelagert werden. 
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2.3.1.9 Ligation der Promotor-Sequenz in Zielplasmid 

 

  4,0µl H2O steril 

  3,0µl Promotor-Sequenz-Lösung 

  2,0µl Zielplasmid (BamHI/PacI verdaut, dephosphoryliert) 

  0,5µl T4-DNA-Ligase-Puffer 

  0,5µl T4-DNA-Ligase-Enzym 

 

Inkubation bei 16°C auf dem Thermomixer für 16-18 Stunden. Im Kühlschrank bei +4°C (1-2 

Tage) oder bei –20°C über längeren Zeitraum bis zur Verwendung lagern. 

 

2.3.1.10 E.coli-Transformation (2.Trafo) 

 

Die Transformation erfolgt nach dem gleichen Protokoll wie unter 2.3.1.4 beschrieben. 

Lediglich die Selektion erfolgt nur über Ampicillin, da dem Zielplasmid die Eigenschaft der 

Blau-Weiß-Selektion fehlt. 

 

2.3.1.11 Minipräparation nach Birnboim/Doly, modifiziert 

 

Protokoll zur Minipräparation siehe 2.3.1.5 

 

2.3.1.12 Verifikation des Promotors im Zielplasmid 

 

Um sicherzustellen, daß in der nachfolgenden Hefe-Transformation auch wirklich ein Plasmid 

mit dem entsprechenden Promotor übertragen wird, wurde je ein Aliquot der im 

vorhergehenden Schritt (2.3.1.11) aufgereinigten Plasmide mit BamHI und PacI geschnitten 

(2.3.1.6) und der Verdau auf ein Agarose-Gel (2.3.1.7) aufgetragen und bei 110 V 1h 

aufgetrennt. Sofern zwei Banden in der erwarteten Größe sichtbar waren, wurden die 

Plasmide für die Hefe-Transformation verwendet.   
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2.3.1.13 Hefe-Transformation 

 

Den letzten Schritt in der Abfolge der Protokolle stellt die Hefetransformation dar : 

Vorkultur : 

3ml YPD-Medium mit 1 Kolonie des Saccharomyces cerevisiae – Wildtyp (FF18984) 

animpfen und bei 30°C auf dem Hefe-Schüttelinkubator bei 220 U/min ü/N inkubieren. 

Hauptkultur : 

50ml YPD-Medium mit 3µl der Vorkultur animpfen, erneut bei 30°C auf dem 

Schüttelinkubator bei 220 U/min ü/N inkubieren. 

 

Durchführung : 

Überführen der Hauptkultur in ein 50ml Falcon-Zentrifugationsröhrchen. Zentrifugation bei 

3700 U/min für 5 Minuten. Überstand abgießen und das Pellet in 20ml sterilem H2O 

resuspendieren. Erneute Zentrifugation bei 3700 U/min für 5 Minuten. Überstand verwerfen, 

Zellpellet in 1ml sterilem H2O resuspendieren, in steriles Eppendorf-Tube überführen und bei 

7000 U/min für 1 Minute zentrifugieren. Je 100µl Hefezellen gibt man 500µl LiAc (100mM) 

zu und resuspendiert das Zellpellet. Anschließend bei 30°C für 20 Minuten auf dem 

Thermomixer bei 450 U/min inkubieren. Zum Denaturieren der Carrier-DNA (Hering-

Sperma) wird diese für 10 Minuten auf 98°C erhitzt und danach sofort auf Eis gestellt. 

Zu jedem aufgereinigten Plasmid (aus 2.3.1.11) werden 5µl Carrier-DNA zugegeben und 

vorsichtig gemischt (5µl Hering-Sperma + 0,5 – 1,0 µg Plasmid).  

Zugabe von je 100µl Hefezellen (aus LiAc) pro Ansatz und anschließender Inkubation bei 

30°C für 20 Minuten. Zugabe von 600µl 40%PEG/100mM LiAc, vorsichtig mischen, nicht 

pipettieren (Zellwände zu labil durch LiAc-Behandlung), im Anschluß bei 30°C für 20 

Minuten auf dem Thermomixer bei 450 U/min inkubieren. Zugabe von 71µl DMSO (100%) 

⇒ Endkonzentration 10%. Hitzeschock bei 42°C für 15 Minuten (im Wasserbad), gefolgt von 

einem Zentrifugationsschritt bei 7000 U/min für 1 Minute. Den Überstand verwerfen, 

Hefezellen in 800µl YPD-Medium vorsichtig resuspendieren, in ein zuvor mit 800µl YPD-

Medium befülltes Kulturröhrchen überführen und bei 30°C für 2 Stunden auf dem 

Schüttelinkubator inkubieren. Die Kulturen werden danach in 2ml-Eppendorf-Tubes  

überführt und bei 3700 U/min für 2 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird abgegossen 

und die Hefezellen im verbleibenden Rest resuspendiert. 10 - 100µl dieser Hefesuspension 

werden auf normalem YPD-Agar ausplattiert und bei 30°C im Hefebrutschrank inkubiert.  
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Die aus der Hefe-Transformation hervorgegangenen neuen Teststämme wurden anhand des 

im Plasmid befindlichen Promotors benannt. Nach 3-4 Tagen wurden die Klone zur Selektion 

auf SD-URA-Platten überimpft. Nach weiteren 3-4 Tagen im Brutschrank waren die Klone 

ausreichend gewachsen, um Flüssigkulturen für Testreihen anzusetzen.  

Die Kultivierung der Hefen erfolgte weiterhin auf SD-URA-Platten. Die Agarplatten wurden 

nach der Inkubation im Brutschrank mit Parafilm verschlossen, bei +4°C im Kühlschrank 

aufbewahrt und jeden Monat einmal auf neue SD-URA-Platten überimpft.  

 

2.3.1.14 Selektion geeigneter Klone für das erweiterte Reportergen-Testsystem 

 

Nach erfolgreicher Transformation auf SD-URA-Platten gewachsene Klone wurden mit den 

Standardsubstanzen 4-NQO, H2O2, MeOH und MMS getestet. Zur weiteren Kultivierung 

wurden Klone ausgewählt, die unter allen untersuchten Klonen eines neuen Teststammes 

durchschnittliche Werte in Proliferation und Induktion des Promotors zeigten.  
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2.3.2 Pipettieren von 384-well-Platten mit Einzel- und Multikanal-Pipetten per Hand 

 

Das Pipettieren per Hand erfordert vom Anwender ein hohes Maß an Konzentration und 

akkurates Arbeiten. Sofern ein einmaliger Versuch auf nur einer 96-well-Microplatte 

durchgeführt werden soll, kann selbst bei Zugang zu einem Pipettier-Roboter das Pipettieren 

per Hand durch einen geübten Anwender schneller und ebenso zuverlässig sein. Die 

Hochdurchsatz-Analyse bleibt aber Besitzern eines Pipettier-Roboters vorbehalten.  

Aufgrund der großen Anzahl an Wells und der vielen verschiedenen Schritte beim Pipettieren 

eines Substanztests per Hand kann es leicht zu Fehleinträgen kommen, beim 384-well-Format 

noch mehr als beim 96-well-Format. Das führt unweigerlich zu falschen, nicht 

reproduzierbaren Ergebnissen. Neben dem daraus resultierenden Zeitaufwand für die 

Wiederholung eines Substanztests, stellt die Verschwendung kostbarer Testsubstanzen das 

größte Problem dar.  

Bevor der Arbeitsgruppe ein Pipettier-Roboter zur Verfügung stand, wurde das Pipettieren 

von Substanztests in 96-well-Microplatten von Hand durchgeführt. Dazu wurden manuelle 

Einzel- und elektronische Multikanal-Pipetten und entsprechend geeignete Vorratsbehälter 

verwendet. Bei Einführung der 384-well-Microplatten im Labor wurden die bislang in 96-

well-Microplatten durchgeführten Substanztests ohne Umstellung des Testlayouts auf 384-

well-Microplatten pipettiert. Wie unter 2.2.1.1 erläutert, stellt die 384-well-Microplatte vier 

ineinander verschachtelte 96-well-Microplatten dar. Eine erste Reduktion der eingesetzten 

Volumina war auf Grund des geringeren Volumens der 384-well-Microplatte nötig. Um nun 

Pipettierfehler bei Substanztests auf einer 384-well-Microplatte zu minimieren, habe ich mir 

ein einfaches System mit vier Schablonen ausgedacht, die sich farblich unterscheiden und 

jeweils für eine der vier 96-well-Microplatten auf der 384-well-Microplatte stehen.  

 

2.3.2.1 Anfertigung der Schablonen  

Zur Anfertigung der Schablonen wurden vier Microplatten-Deckel verwendet. Die Deckel 

wurden nacheinander auf eine 384-well-Microplatte aufgelegt. Mit einem Dremel Minibohrer 

und einem Fräser-Aufsatz (d = 3,2 mm), von Dr. Jürgen Schneele aus dem Arbeitskreis von 

Prof. Reichling am IPMB geliehen, wurden die Löcher in die Kunststoffdeckel mit hoher 

Drehzahl gefräst.  
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2.3.2.2 Vorgehensweise  

Für Schablone S1 für die 96-well-Microplatte 1 wurde das erste Loch bei Well A1 gefräst. 

Danach wurde in x- und y-Richtung bei jedem 2. Well ein Loch in den Deckel gefräst. Das 

letzte Loch der Schablone S1 befindet sich demnach bei Well O23. Die weiteren Schablonen 

S2 - S4 wurden sinngemäß nach dem gleichen Prinzip angefertigt. Die Schablone S2 beginnt 

mit Well B1 und endet mit Well P23, S3 beginnt mit Well A2 und endet mit Well O24 und 

die letzte Schablone S4 beginnt mit Well B2 und endet mit Well P24.  

Kleine Grate wurden mit feinem Schleifpapier entfernt und die Deckel mit 70% Ethanol 

abgerieben, um Schmutz und Staub zu entfernen. Zum Schluß wurden die gefrästen Deckel 

entsprechend der Lochung für die jeweilige 96-well-Microplatte mit einem farbigen 

Klebeband umrandet. S1 = rot / S2 = gelb / S3 = grün / S4 = blau 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
A                         
B                         
C                         
D                         
E                         
F                         
G                         
H                         
I                         
J                         
K                         
L                         
M                         
N                         
O                         
P                         

 
Abb. 4 : Verschachtelung der vier 96- auf einer 384-well-Microplatte 
 

2.3.2.3 Vereinigung von vier 96-well-Microplatten auf einer 384-well-Microplatte 

Die Schablonen werden nacheinander auf die 384-well-Microplatte gelegt und die jeweilige 

96-well-Platte übertragen. Da durch jede Schablone nur jene Vertiefungen der 384-Well-

Microplatte zugänglich bleiben, die der zu pipettierenden 96-well-Microplatte entsprechen, 

werden Pipettierfehler, die ein Vermischen der verschiedenen Plattentests zur Folge hätten, 

verhindert. 



2. Material & Methoden 

 

 49 

2.3.3 Messen der Optischen Dichte von Hefekulturen in Microplatten 

 

Gewöhnlich wird die Optische Dichte (OD) von Bakterien- oder Hefekulturen in einem 

Photometer gemessen. Sollen jedoch viele Hefekulturen möglichst gleichzeitig gemessen 

werden, bietet es sich an, auf ein alternatives Bestimmungssystem umzusteigen, welches 

zudem noch eine Dreifachbestimmung jeder Probe ohne größeren Zeitaufwand ermöglicht. 

Da in den Substanztests ohnehin die OD der Hefekulturen direkt in der Microplatte im Tecan 

Ultra gemessen wird, liegt der Schluß nahe, das Microplatten-Lesegerät auch für die initiale 

OD-Bestimmung der Hefekulturen zu verwenden.  

 

Aus dem Lambert-Beerschen Gesetz (Abb. 5) geht hervor, daß die Schichtdicke des 

durchstrahlten Körpers in die Berechnung der Konzentration einer Suspension einfließt.   

 
       c  : Konzentration der Suspension 

       d  : Schichtdicke des durchstrahlten Körpers 

       ε  : spezifischer Extinktionskoeffizient 

       I0 : Intensität des einfallenden Lichtstrahls 

       I1 : Intensität des transmittierten Lichtstrahls 

Abb. 5 : Lambert-Beersches Gesetz, umgestellt nach c 

 

Standardmäßig werden in Photometern Küvetten mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. 

Dieser Wert ist als Konstante in der Software des Photometers hinterlegt. Die Messung der 

Proben erfolgt in horizontaler Orientierung. Dadurch spielt die Zeit zwischen Befüllen der 

Küvette und dem eigentlichen Messen eine Rolle, da sich z.B. Hefezellen sehr schnell 

absetzen und dann eventuell nicht mehr zur Abschwächung des Lichtstrahls beitragen.  

 

Bei Absorptionsmessungen in Microplatten wird vertikal durch die Probe gemessen. Die Zeit 

zwischen Befüllen und Messen spielt in diesem Fall eine untergeordnete Rolle. Aus der 

vertikalen Meßrichtung ergibt sich, daß nur das Volumen der Suspension im Well der 

Microplatte die „Schichtdicke“ bzw. die Strecke bestimmt, die der Lichtstrahl durch die Probe 

zurücklegen muß. Diese Variabilität ist der Grund, wieso ein Microplatten-Lesegerät keine 

reale OD ausgibt. Bei der Auswertung der Substanztests ist nur das Verhältnis der Start-OD 

zur OD zu bestimmten Meßzeitpunkten relevant, nicht aber der reale OD-Wert. Daher wird in 

diesem Fall auch kein Korrekturfaktor benötigt.  

€ 

c = − lg I1
I0

 

 
 

 

 
 ×

1
d × ε
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Will man aber die reale OD einer Hefekultur bestimmen, um z.B. die OD der Testkultur auf 

einen bestimmten Wert für die Start-OD in einem Substanztest einzustellen, wird die reale 

OD einer Kultur, und damit ein Korrekturfaktor zur Berechnung dieser benötigt.  

In allen bis zu diesem Zeitpunkt durchgeführten Meßreihen hat sich gezeigt, daß eine 

Proportionalität zwischen den gemessenen Photometer- und Tecan Ultra-Werten besteht. 

Die Berechnung der realen OD aus den Tecan Ultra-Werten kann über eine 

Regressionsgeraden-Gleichung erfolgen. Dazu wurde eine Hefeverdünnung mit dem OD-

Wert  0,5 (am Photometer ermittelt) hergestellt und von dieser ausgehend weitere 6 

Verdünnungen im Verhältnis 1:2 mittels serieller Verdünnung. In Dreifachbestimmung 

wurden je 60µl der 7 Hefeverdünnungen auf eine 384-well-Microplatte übertragen. Zur 

Bestimmung des Nullwertes, der sich aus der Absorption des Lösungsmittels und der 

Absorption des Microplattenbodens zusammensetzt, wurden dreimal 60µl 1xF1-Medium auf 

die Microplatte pipettiert. Anschließend wurde die Microplatte bei 620nm im Tecan Ultra 

vermessen. Der Nullwert wurde von den Meßwerten abgezogen und die resultierenden Werte 

wurden als Schaubild (im Kapitel Anhänge (8.6)) dargestellt.  

Mittels der Excel-Funktion wurde die Regressionsgeraden-Gleichung berechnet : 
 

  

€ 

y = 3, 261x + 0, 002  

Abb. 6 : Gleichung der Regressionsgeraden 

Das Bestimmtheitsmaß der Gleichung wird von Excel mit R2 = 99,95% angegeben. 

Für die Umrechnung der Optischen Dichte ergibt sich daraus folgende Formel : 
 

  

€ 

ODreal = (3, 261× (ODTecan − 0, 0345) + 0, 002) × f  
   

Abb. 7 : Umrechnung der Optischen Dichte, worin f den Verdünnungsfaktor bezeichnet und 

0,0345 den Hintergrund der Microplatte darstellt. 

Um mit Formel in Abb. 7 reale OD-Werte berechnen zu können, müssen folgende 

Bedingungen erfüllt sein: 

 

  Die Messung erfolgt in einer Greiner 384-well-Microplatte mit µclear-Boden 

  Das Volumen der Probe je Well beträgt 60µl 

  Zur Verdünnung der Kultur wird 1xF1-Medium verwendet 

 

Alle OD-Werte wurden fortan mit dieser Formel berechnet. 
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2.3.4 Substanztests mit dem hefebasierten Reportergen-Testsystem 

 

Die einzelnen Schritte in der Durchführung des Substanztests sind nachfolgend gemäß der 

Abfolge der Arbeiten im Labor aufgeführt. Eine schematische Übersicht dazu befindet sich 

im Kapitel Anhänge (8.7). 

 

2.3.4.1 Ansetzen der Flüssigkulturen 

Für die im Testsystem benötigten Flüssigkulturen der Teststämme wurden von den 

entsprechenden SD-URA-Platten einzelne Klone gepickt. Mit diesen Klonen wurden je 3ml 

1xF1-Medium, in Kulturröhrchen vorgelegt, inokuliert. Die Kulturen wurden auf einem 

Schüttelinkubator bei 220 U/min bis zum Erreichen einer OD von 1,7 - 2,5 inkubiert. Das 

entspricht der ausgehenden mid-log-Phase hin zur late-log-Phase. 

 

2.3.4.2 Messen der Absorption der Flüssigkulturen 

Die Absorption der gewachsenen Hefekulturen wird in einer Microplatte mit dem 

Microplatten-Lesegerät gemessen. In der Microplatte werden dazu je Well 54µl H2O 

vorgelegt und je 6µl der Hefekulturen zugegeben. Daraus ergibt sich ein Verdünnungsfaktor 

von 1:10. Die OD jeder Hefekultur wird als Triplikat gemessen. Zur Bestimmung der realen 

OD wird die Formel in Abb. 7 unter 2.3.3 verwendet.  

 

2.3.4.3 Ansetzen der Hefesuspensionen 

Für die Verwendung im Testsystem werden die Hefekulturen auf eine Optische Dichte von 

OD620nm = 0,2 mit 2xF1-Medium eingestellt. Durch die Vermischung der Hefekultur mit der 

Verdünnung der zu untersuchenden Substanz ergibt sich die Endkonzentration des Mediums 

wieder auf 1xF1 und die resultierende Start-OD beträgt OD620nm = 0,1. 

 

2.3.4.4 Ansetzen der Stammlösungen für den Substanztest 

Die zu untersuchenden Substanzen werden in 4% DMSO in H2O dest. gelöst. Sofern die 

Substanzen darin nicht löslich sind, werden sie in 100% DMSO gelöst und dann auf 4% 

DMSO mit H2O dest. verdünnt. Die Konzentration der Stammlösung wurde bei bekannten 

Substanzen anhand von bereits gewonnenen Ergebnissen zur Zytotoxizität in anderen 
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Testsystemen eingestellt. Bei unbekannten Substanzen wurde die Konzentration in 

Abhängigkeit der zur Verfügung stehenden Menge der unbekannten Substanz gewählt. 

Da die Substanzkonzentrationen durch die Applikation der Hefesuspensionen 1:2 verdünnt 

werden, müssen die Stammlösungen der zu testenden Substanzen in der zweifachen 

Konzentration, bezogen auf die höchste im Test verwendete Konzentration, angesetzt werden. 

 

2.3.4.5 Vorlegen des Lösungsmittels  

Zur Erstellung der seriellen Verdünnungen von Substanzen wird in den entsprechenden Wells  

der Microplatten das Lösungsmittel, 4% Dimethylsulfoxid (DMSO) in H2O dest., vorgelegt. 

Das Lösungsmittel dient ebenso als erster Volumenteil für die unbehandelte Kontrolle.  

 

2.3.4.6 Pipettieren der Stammlösungen 

Die vorbereiteten Stammlösungen der zu testenden Substanzen werden in die entsprechenden 

Wells der Microplatten pipettiert. Das vorgelegte Volumen ist dabei vom Microplatten-

Format und dem angestrebten Verdünnungsfaktor abhängig.  

 

2.3.4.7 Erstellen der seriellen Verdünnungen 

Ein Volumenteil der Stammlösung wird aus dem Well aufgenommen und in das rechts davon 

gelegene Well abgegeben. Durch dreifaches Auf- und Abpipettieren wird der Volumenteil 

Stammlösung mit dem vorgelegten Lösungsmittelvolumen durchmischt. Danach wird wieder 

ein Volumenteil aus dem Well aufgenommen, in das rechts davon gelegene Well abgegeben 

und durch Auf- und Abpipettieren mit dem vorgelegten Lösungsmittel durchmischt. Dies 

wird fortgesetzt, bis die letzte Verdünnungsstufe erreicht ist. Aus dem letzten Well wird nach 

dem Durchmischen wieder ein Volumenteil aufgenommen und in den Abfluß der 

Waschstation abgegeben. Somit ist das Volumen in allen Verdünnungen einheitlich. Nach 

dem Erstellen einer seriellen Verdünnung und der Abgabe des überschüssigen Volumens aus 

dem letzten Well werden die Pipettierspitzen in der Waschstation von außen abgespült.  

 

2.3.4.8 Pipettieren der Hefesuspensionen 

Vor jeder Aufnahme der Hefesuspensionen werden diese durch dreimaliges Auf- und 

Abpipettieren in den Vorratsbehältern durchmischt. Bei jeder Aufnahme wird jeweils das 

dreifache Volumen der für ein Well benötigten Hefesuspension aufgenommen. Die 
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Applikation der Hefen erfolgt dann in 3-Well-Schritten, d.h. drei Spalten der Microplatte 

werden direkt nacheinander pipettiert, bevor erneut Hefesuspension aus dem Vorratsbehälter 

aufgenommen werden muß.  

 

2.3.4.9 Zentrifugation der Microplatten vor den Messungen 

Direkt nach dem Pipettieren der Microplatten, aber auch nach den beiden Inkubationsschritten 

werden die Microplatten in einer Zentrifuge mit speziellen Microplatten-Trägern für 1 Minute 

bei 600 U/min zentrifugiert. Dieser Schritt dient dazu, eventuell in den Wells befindliche 

Luftblasen zu entfernen. Sie führen beim Messen der Absorption zu falschen Werten. 

Nach der 16h / 40h-Inkubation soll damit auch das Abtropfen von evtl. an der Membran 

kondensiertem Wasser zurück in die Wells erreicht werden. Dadurch bleibt die Schichtdicke 

für die Absorptionsmessung vergleichbar. 

  

2.3.4.10 Messen der initialen Absorption 

Für die Auswertung des Testsystems wird der 0h-Wert der Absorption benötigt. Deshalb muß 

vor Beginn der ersten Inkubationsphase die Absorption bei 620nm gemessen werden. 

 

2.3.4.11 Verschließen der Microplatten vor den Inkubationsphasen 

Um das Verdunsten von Flüssigkeit aus den Wells während der Inkubationszeit zu 

verhindern, wird die Oberseite der Microplatten nach dem Messen der initialen Absorption 

sowie der 16h- und 40h-Messung mit einer selbstklebenden Membran verschlossen. Diese 

Membran erlaubt einen Gasaustausch, verhindert aber die Verdunstung. Dieser Schritt ist 

nötig, da bei einer Inkubationstemperatur von 30°C, die für Hefe als ideal angesehen wird, 

über die Dauer der Inkubation zuviel Flüssigkeit verdunsten und zu einer Verfälschung der 

Ergebnisse führen würde. 

 

2.3.4.12 Inkubation der Microplatten für 16h / 40h 

Bis zur Messung der ersten Werte werden die Microplatten bei 30°C in einem 

Schüttelinkubator bei 220 U/min für 16 Stunden inkubiert. Nach der Messung der 16h-Werte 

werden die Microplatten erneut mit einer Membran verschlossen und weitere 24 Stunden 

inkubiert, bevor die 40h-Werte gemessen werden. Die Microplatten werden in einem 
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Schüttelinkubator inkubiert, um eine gute Durchmischung der Hefen mit der zu 

untersuchenden Substanz zu gewährleisten und anaerobe Verhältnisse im Well zu vermeiden. 

 

2.3.4.13 Absorptions- und Fluoreszenz-Polarisations-Messungen nach 16h / 40h 

Nach der ersten (16h) bzw. zweiten (40h) Inkubationsphase werden die Microplatten kurz 

zentrifugiert (unter 2.3.4.9 beschrieben) und anschließend die Absorption bei 620nm und die 

Fluoreszenz-Polarisation (Anregung bei 485nm, Emission bei 535nm) gemessen. 

 

 

2.3.5 Layout der Substanztests 

 

Das für die Substanztests verwendete Layout des Testsystems erlaubt die gleichzeitige 

Untersuchung von drei Substanzen in 7 Konzentrationsstufen an 16 Teststämmen. Die 

unbehandelten Kontrollen jedes Teststammes sind als Triplikate aufgetragen. Das Layout des 

Substanztests befindet sich als schrittweise Übersicht im Kapitel Anhänge (8.8). 

Alternativ dazu können auf der Microplatte auch nur fünf Teststämme verwendet werden, die 

dann als Triplikate aufgetragen werden. Für diese Alternative muß lediglich die Vorlage der 

Hefesuspensionen angepaßt werden. Das verwendete Programm am Pipettier-Roboter ändert 

sich dadurch nicht. Lediglich bei der Auswertung muß auf die alternative Belegung geachtet 

werden. Weitere Variationen sind möglich und können an spezielle Fragestellungen angepaßt 

werden. 

 

Bei einigen im Ergebnisteil aufgeführten Standardsubstanzen (4-NQO, Camptothecin, G418, 

H2O2 und Menadion) wurde ein alternatives Layout verwendet, das die Untersuchung von 7 

Substanzen in 3 Konzentrationsstufen an 16 Teststämmen ermöglicht.  

Dieses Layout ist besonders geeignet, bei einer sehr großen Anzahl unterschiedlicher 

Substanzen einen schnellen Überblick über die durch die Substanz hervorgerufenen Effekte 

bei den unterschiedlichen Teststämmen zu erhalten. 
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2.3.6 Auswertung des Testsystems 

 

Zur Beurteilung des toxischen Potentials einer Substanz im hefebasierten Reportergen-

Testsystem werden Absorption und Fluoreszenz-Polarisation gemessen. Die Messung der 

Absorption dient zur Beurteilung des proliferationshemmenden Potentials der untersuchten 

Substanz(en), Absorptionsmessungen in Verbindung mit Fluoreszenz-Polarisationsmessungen 

zur Beurteilung des genotoxischen Potentials.  

Durch die Verwendung weiterer Promotoren, die nicht direkt in den DNA-

Reparaturmechanismus eingebunden sind, muß der Begriff des "genotoxischen Potentials" 

bezüglich einiger Promotoren durch "induzierendes Potential" erweitert werden, da es sonst 

zu Mißdeutungen kommen kann. 

 

Für die Auswertung des Testsystems sind relevant : 

•   0h-Absorptionsmessung  

• 16h-Absorptionsmessung 

• 16h-Fluoreszenz-Polarisationswerte (parallel und perpendikular) 

• 40h-Absorptionsmessung 

• 40h-Fluoreszenz-Polarisationswerte (parallel und perpendikular) 

 

Neben der Verwendung der 0h-Absorptionsmessung für die nachfolgend aufgeführten 

Berechnungen werden die Werte zur Kontrolle des Pipettier-Roboters verwendet, da 

unregelmäßige Absorptions-Werte auf Probleme im Liquid-Handling-System oder der 

Durchführung des Substanztests hindeuten.  

 

2.3.6.1 Rechenoperationen 

Die ersten Rechenschritte stellen die Subtraktion der 0h-Absorptionswerte von den 16h-

Absorptionswerten bzw. den 40h-Absorptionswerten und die Subtraktion der perpendikularen 

Fluoreszenz-Polarisationswerte von den parallelen Fluoreszenz-Polarisationswerten dar.  
 

€ 

Absres = Abs16h(40h) − Abs0h    

€ 

Fluores = FluoPolpara −FluoPolperp  

Abb. 8 : Berechnung der resultierenden Absorptionswerte und Fluoreszenz-Intensitäten. 
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Den nächsten Schritt stellt die Normalisierung der Fluoreszenz-Intensitäten der unbehandelten 

Kontrolle und der substanzbehandelten Proben mit den entsprechenden Absorptionswerten 

dar.  

€ 

Norm.Fluounbehandelt =
Fluores unbehandelt
Absres unbehandelt

  

€ 

Norm.Fluobehandelt =
Fluores behandelt
Absres behandelt

 

Abb. 9 : Normalisierung der Fluoreszenz-Intensitäten (unbehandelt und behandelt) 

 

Danach folgen die Berechnung der prozentualen Absorption der substanzbehandelten Proben 

bezogen auf die unbehandelte Kontrolle und die Berechnung der GFP-Induktion. 
 

€ 

%Absbehandelt =
Absbehandelt
Absunbehandelt

× 100  

€ 

IndGFP =
Norm.Fluobehandelt
Norm.Fluounbehandelt

  

Abb. 10 : Berechnung der prozentualen Absorption und der GFP-Induktion  

 

2.3.6.2 Beurteilung der Proliferationshemmung 

Die gemessenen Absolutwerte der Absorption der substanzbehandelten Proben werden 

einerseits direkt graphisch aufgetragen und im direkten Vergleich mit den Werten der 

unbehandelten Kontrolle kann das proliferationshemmende Potential einer Substanz optisch 

beurteilt werden.  

Andererseits werden die Prozentwerte der Absorption der substanzbehandelten Proben im 

Verhältnis zur unbehandelten Kontrolle berechnet. Die unbehandelte Kontrolle stellt dabei 

den 100%-Wert dar. Ein proliferationshemmendes Potential der untersuchten Substanz in der 

entsprechenden Konzentration liegt vor, wenn die Absorptionswerte der substanzbehandelten 

Proben auf einen Wert unterhalb des Schwellenwertes von 80% bezogen auf die unbehandelte 

Kontrolle abgesunken sind. (Cahill, et al. 2004) 
 

   

Abb. 11 : Kriterium / Schwellenwert der Proliferationshemmung 
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2.3.6.3 Beurteilung der Genotoxizität / des induzierenden Potentials 

Wie in Kapitel 1.6.1 dargestellt, beruht das Testsystem auf der Aktivierung induzierbarer 

Promotoren und der Messung der Fluoreszenz des in Folge der Aktivierung exprimierten 

Reportergens yEGFP. Zunächst werden die Fluoreszenzwerte von substanzbehandelter Probe 

und unbehandelter Kontrolle durch Division mit den entsprechenden Absorptionswerten 

normalisiert. Dadurch wird die Fluoreszenz in Relation zur Zellzahl gesetzt, die das 

Fluoreszenzsignal verursacht. Die normalisierte Fluoreszenz der unbehandelten Kontrolle 

wird als 100%, oder 1 angesehen.  

Überschreitet der normalisierte Fluoreszenzwert der substanzbehandelten Probe den 

Schwellenwert von 1,3 bezogen auf den normalisierten Fluoreszenzwert der unbehandelten 

Kontrolle, so liegt ein genotoxisches / induzierendes Potential bei der entsprechenden 

Substanzkonzentration vor.  (Cahill, et al. 2004) 
 

   

Abb. 12 : 1. Kriterium / Schwellenwert der Gentoxizität / Induktion 

 

Jedoch kann allein durch die Berechnung der Induktion und der Anwendung dieses 

Kriteriums nicht zweifelsfrei beurteilt werden, ob der Wert für die Induktion einen richtig 

positiven oder einen falsch positiven Wert darstellt, da die Berechnung und das Kriterium den 

biologischen Hintergrund nicht berücksichtigen.  

Es müssen zusätzlich die Absorptionswerte der behandelten Proben, der der Berechnung der 

Induktionen zugrundeliegen, einbezogen werden. Ein zusätzlicher 30%-Schwellenwert 

(Absorptionswert der behandelten Probe bezogen auf die unbehandelte Kontrolle) wird hierzu 

eingeführt. Unterschreiten die Absorptionswerte einer Substanzkonzentration diesen 30%-

Schwellenwert, so wird eine positive GFP-Induktion für diese Konzentration verworfen und 

nicht als positives Signal gewertet.  
 

  

€ 

IndGFP(Ci )
≥ 1, 3 und Abs(Ci ) > 0, 3× Absunbehandelt  

Abb. 13 : 2. Kriterium / Schwellenwert der Genotoxizität / Induktion 

 

Dieser 30%-Wert ist einerseits durch die Limitierung der Meßanordnung begründet, da bei 

sehr geringen Absorptionen das Meßergebnis signifikant durch die Absorption der 

Microplatte selbst und Variationen der Hintergrundreflexion verfälscht wird. Andererseits 
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muß davon ausgegangen werden, daß bei Absorptionswerten unter dem 30%-Schwellenwert 

die Hefezellen keinen vollständigen Generationszyklus durchlaufen haben und es durch 

Zusammenbruch der Zellintegrität zu unspezifischer DNA-Schädigung kommen kann, die 

dann nicht direkt auf die Behandlung mit der Substanz zurückgeführt werden kann.  

(Cahill, et al. 2004) 

2.3.6.4 Fehlerbetrachtung 

Aus der Auftragung der Substanztests als Triplikate ergibt sich die Notwendigkeit Mittelwerte 

zu bilden. Mit dem Mittelwert wird die Standardabweichung berechnet. 

Dies ist für die Darstellung der Proliferationshemmung ausreichend, solange zunächst die 

entsprechenden Werte subtrahiert und danach Mittelwert und Standardabweichung berechnet 

werden. 

Bei der Berechung der Normalisierung und den Induktionen werden mit Unsicherheiten 

(Standardabweichung) behaftete Werte (Mittelwerte) dividiert. Eine einfache Division der 

Standardabweichung wäre mathematisch falsch.  

Um den Fehlerwert für den Wert des Quotienten richtig zu berechnen, muß eine 

Fehlerfortpflanzungsrechnung durchgeführt werden.  

Ich habe mich für die Verwendung des Gauß'schen Fehlerfortpflanzungsgesetzes entschieden.  

Die Formel lautet : 
 

  

€ 

uGesamt =
∂y
∂x1

× u1
 

 
 

 

 
 

2

+
∂y
∂x2

× u2
 

 
 

 

 
 

2

 

Abb. 14 : Gauß'sches Fehlerfortpflanzungsgesetz, worin uGesamt den Fehlerwert des Quotienten 

y darstellt, x1 und x2 die Ausgangsgrößen und u1 und u2 die zugehörigen Unsicherheiten. 

 

 

Die berechneten Fehlerwerte waren durchweg gering. Sie lagen zwischen 0% und 10% der 

angegebenen Werte. Die Fehlerwerte, ebenso wie die Werte der unbehandelten Kontrollen, 

wurden nicht in die Übersichten und Ergebnistabellen aufgenommen. 
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2.4 Automatisierte Auswertung 

 

Wie in Kapitel 2.2.2.3 bereits erwähnt, werden die Meßdaten am Tecan Ultra in Form von 

Excel-Dateien ausgegeben. Durch eine Option in der XFLUOR4-Software (zur Steuerung des 

Tecan Ultra) wird die Darstellung der Meßdaten in den Datenblättern standardisiert.  

 

Während den Arbeiten zur Optimierung und Automatisierung des hefebasierten Reportergen-

Testsystems war es nötig, flexibel auf die Gegebenheiten, die sich bei den Arbeiten mit 

biologischen Systemen ergeben, reagieren zu können. Aus diesem Grund habe ich mich dafür 

entschieden, die Auswertung in Excel-Arbeitsmappen zu erstellen. Durch die Arbeit mit 

verschiedenen Datenblättern und Querverweisen zwischen entsprechenden Zellbereichen in 

den Datenblättern konnten schnell und unkompliziert Anpassungen durchgeführt werden. 

Abhängig vom Layout des durchgeführten Substanztests stehen deshalb auch verschiedene 

Auswertungsmappen, auf das Layout des Substanztests abgestimmt, zur Verfügung. 

Unabhängig vom Layout des Testsystems enthalten alle Auswertungsmappen ein Datenblatt 

"AF", in das die Datentabellen der Absorptionsmessungen und der Fluoreszenz-

Polarisationsmessungen eingetragen werden.  

In diesem Datenblatt werden bereits die resultierende Absorption (Abs16h - Abs0h bzw. Abs40h - 

Abs0h) und die resultierende Fluoreszenz (FluoPolpara - FluoPolperp) berechnet. 

Angaben zu den getesteten Substanzen, den Konzentrationen und den verwendeten 

Teststämmen werden im Datenblatt "DATA" vorgenommen.  

Die Berechnungen zur Proliferationshemmung und Genotoxizität / Induktion des Promotors 

unter Verwendung der in 2.3.6 angeführten Formeln und Kriterien, die grafische Darstellung 

der Ergebnisse, sowie eine Ergebnistabelle erfolgen in den weiteren Datenblättern der 

Auswertungsmappen. 
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3. Ergebnisse 

 

3.1 Optimierung des hefebasierten Reportergen-Testsystems 

 

3.1.1 Umstellung des Microplatten-Formates / Volumenreduktion 

Ein erster Schritt auf dem Weg zur Optimierung des hefebasierten Reportergen-Testsystems 

war die Umstellung vom 96-well- zum 384-well-Microplattenformat und der damit 

verbundenen Reduktion des Gesamtvolumens. 

Das Gesamtvolumen von 150µl im 96-well-Microplattenformat wurde auf 60µl im 384-well-

Microplattenformat reduziert. Das neue Volumen von 60µl wurde als erster Schritt auf dem 

Weg zur Miniaturisierung gewählt. Dieses Volumen orientiert sich am mittleren Bereich des 

Arbeitsvolumens von 30-100µl einer 384-well-Microplatte. 

Durch die Verwendung von 384-well-Microplatten werden die eingesetzten Volumina je 

pipettiertem Well demnach um 60% gegenüber einer 96-well-Microplatte reduziert, bei einer 

gleichzeitigen Kostenersparnis für die Microplatten von 70%. Diese Kostenersparnis ergibt 

sich aus dem geringfügig höheren Preis einer 384-well-Microplatte gegenüber einer 96-well-

Microplatte.  

 

3.1.2 Inkubation der Microplatten 

Im Gegensatz zum ursprünglichen Testsystem werden die Microplatten über den Verlauf der 

Inkubationsphasen auf einem Orbitalschüttler mit Temperierhaube inkubiert. Dabei werden 

die Microplatten moderat mit 220 U/min bewegt. Im ursprünglichen Testsystem wurden die 

Microplatten lediglich in einen normalen Inkubator gestellt und nicht geschüttelt. 

Hefezellen haben eine starke Tendenz, schnell auf den Boden des Wells zu sinken. Durch das 

moderate Schütteln soll verhindert werden, daß es auf dem Grund des Wells zu 

Zellaggregationen kommt, und in der Folge zu einer schlechten Durchmischung der 

Hefezellen mit der zu untersuchenden Substanz.  

Während einem Laborpraktikum unter meiner Leitung konnte durch die unterschiedliche 

Inkubation von identisch pipettierten Microplattentests gezeigt werden, daß die unter 

Schütteln inkubierten Microplattentests zu 2-fach höheren Induktionswerten führten, als die 

Microplatten, die nicht schüttelnd inkubiert wurden. Das zugehörige Schaubild befindet sich 

im Kapitel Anhänge (8.10). 
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3.2 Neue Promotoren 

 

Die bei der Datenbank- und Literaturrecherche gefundenen Gene / Promotoren werden 

nachfolgend vorgestellt. Sie sind bezüglich ihrer Zugehörigkeit zu verschiedenen 

Stoffwechselwegen und Aufgaben in zellulären Mechanismen gruppiert. 

 

3.2.1 Zelluläre Transporter 

3.2.1.1 ANT1 

Ant1p gehört zur MCF (Mitochondrial Carrier Family), ist aber an der peroxisomalen 

Membran lokalisiert. Es konnte gezeigt werden, daß Ant1p essentiell für das Wachstum der 

Hefe auf Basis von Fettsäuren mittlerer Kettenlänge als einziger Energiequelle ist. Ant1p ist 

an der β-Oxidation dieser Fettsäuren insofern beteiligt, daß es dafür benötigtes ATP in die 

Peroxisomen transportiert. ANT1 ist ähnlich dem humanen PMP34-Gen, welches ein 

peroxisomales Membranprotein in Humanzellen codiert. (van Roermund, et al. 2001) 

Eine neuere Arbeit zeigt, daß das durch ANT1 codierte Protein den unidirektionalen Transport 

von Adenin-Nukleotiden sowie deren Austausch katalysiert. Der unidirektionale Transport ist 

dabei stark vom transmembranen pH-Gradienten abhängig, wobei Ant1p selbst am Aufbau 

dieses Gradienten beteiligt ist. (Lasorsa, et al. 2004) 

 

3.2.1.2 HAL1 

HAL1 vermittelt bei Überexpression Toleranz gegenüber NaCl in S. cerevisiae. Der 

intrazelluläre Na+-Spiegel wird durch die Aktivierung weiterer Gene, PMR2/ENA1, die ein 

bedeutendes Na+-Efflux-System darstellen, abgesenkt. Der intrazelluläre K+-Gehalt wird 

gleichzeitig erhöht, jedoch unabhängig von dem bedeutenden K+-Aufnahme-System, welches 

durch die Gene TRK1 und TOK1 reguliert wird. (Rios, Ferrando und Serrano 1997) 

Die Expression von HAL1p ist unabhängig vom HOG-Signalweg. (Marquez, et al. 1998) 
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3.2.1.3 NHX1 

Das durch NHX1 codierte Protein ist für die zelluläre Selbstregulation des pH-Wertes nötig. 

Das Protein ist ein an den Endosomen lokalisiertes Mitglied der allgegenwärtigen NHE-

Familie der Na+/Protonen-Austauscher und reguliert dort den luminalen und 

cytoplasmatischen pH, um den Vesikelverkehr aus den Endosomen zu vermitteln. 

(Brett, et al. 2005) 

Nhx1p zeigt große Homologie zum Na+/ Protonen-Austauscher der NHE-Familie in 

Säugerzellen. (Bowers, et al. 2000) 

 

3.2.1.4 SAL1 

Sal1p gehört zur MCF (Mitochondrial Carrier Family), ist an der inneren Mitochondrien-

Membran lokalisiert und bindet Ca2+, was wiederum für seine Funktion als Suppressor 

essentiell ist. Weiter wurde gezeigt, dass Sal1p einen eigenständigen Transportweg für ATP 

darstellt, der in seiner Funktionsweise unterschiedlich von den ADP/ATP-Austauschern ist. 

(Chen 2004) 

Der ATP- und ADP-Transport des Hefe ATP-Mg/Pi Transporters Sal1p ist streng 

Ca2+abhängig. In Mitochondrien von Zellen von S.cerevisiae, die aerob auf Glucose-Medium 

wachsen, wird ATP verbraucht, welches durch Sal1p aus dem Zytosol importiert wird. Die 

Mechanismen der Adenosin-Nukleotid-Aufnahme in die Mitochondrien und ihre Regulation 

könnten möglicherweise für die Krebsforschung interessant sein. 

(Traba, et al. 2008) 

 

3.2.2 Zelluläre Bestandteile 

3.2.2.1 ARP2 

Das Arp2p (Actin related protein) gehört zur Familie der "Actin-related proteins" und bildet 

zusammen mit Arp3p einen Komplex, der die Organisation der Actin-Filamente koordiniert. 

Zusätzlich wurde Arp2p an den Mitochondrien in S.cerevisiae lokalisiert. Die Mitochondrien 

in S.cerevisiae nutzen das Actin-Zytoskelett um von Mutter- zu Tochterzelle zu wandern. 

(Machesky und Gould 1999) 

Das Arp2p wurde entlang der gesamten Oberfläche der Mitochondrien-Tubuli gefunden, was 

darauf schliessen lässt, dass in S.cerevisiae die Arp2/3 Komplex vermittelte Actin 

Nukleierung und nachfolgende Actin Polymerisation an verschiedenen Stellen entlang der 

Mitochondrien auftreten kann. (Boldogh, et al. 2001) 
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3.2.3 DNA-Reparatur 

3.2.3.1 DIN7 

Din7p gehört zur Familie der durch DNA-Schäden induzierbaren Gene, die in die DNA-

Reparatur und Replikation involviert sind. Die DIN7-Expression steigt nach Behandlung mit 

DNA-schädigenden Substanzen und UV-Licht an. Das Din7p ist wie viele andere durch 

DNA-Schäden aktivierte Genprodukte mit einer DNAse-Aktivität ausgestattet. Homologien 

der DIN7-Sequenz wurde in S.cerevisiae RAD2 und in den humanen Homologen RAD13 und 

XPGC gefunden, die in die Reparatur UV-induzierter DNA-Schäden involviert sind. 

(Mieczkowski, Fikus und Ciesla 1997) 

Eine neuere Arbeit zeigt, daß das Din7p als Nuklease besonders Auswirkungen auf die 

mitochondriale DNA hat. Es konnte gezeigt werden, daß das Din7p spezifisch in den 

Mitochondrien vorkommt und bei Überexpression zur Bildung von "petite"-Zellen führt. 

(Fikus, et al. 2000) 

Im Zuge der Telomerase Deletion Response (TDR) wird die Expression von DIN7 ebenfalls 

hochreguliert. (Nautiyal, DeRisi und Blackburn 2002) 

 

3.2.3.2 MAG1 

Mag1p (3-Methyladenin DNA-Glykosylase) dient dem Schutz der DNA bei Angriff durch 

alkylierende Substanzen, indem es alkylierte Basen aus der DNA entfernt. Dabei stellt MAG1 

jedoch einen anderen Signalweg als die Gene der RAD-Familie dar, da MAG1 nicht bei UV-

induzierten DNA-Schäden aktiviert wird. (Chen, Derfler und Samson 1990) 

 

3.2.3.3 PLM2 

PLM2 wird unter anderem im Zuge der Telomerase Deletion Response (TDR) hochreguliert. 

(Nautiyal, DeRisi und Blackburn 2002) 

PLM2 stellt aber auch einen downstream-Transkriptionsfaktor des SBF (Swi4-Swi6 cell cycle 

box binding factor) beim START des Zellzyklus dar, der weitere Gene reguliert. Diese Gene 

sind in den Prozess der Genomreplikation involviert, sowie in der Überwachung der 

Zuverlässigkeit dieser. (Horak, et al. 2002) 

Schließlich gehört PLM2 zur DNA-Schaden-Signatur, bestehend aus verschiedenen Genen, 

die über Mec1p/Rad53p/Dun1p aktiviert werden. (Gasch, et al. 2001) 
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3.2.3.4 POL30 

POL30 codiert für ein Protein (Proliferating cell nuclear antigen), das der ε-DNA-Polymerase 

als Cofaktor dient und damit essentiell für die DNA-Replikation und die sogenannte DNA-

Mismatch-Reparatur (Basenfehlpaarungsreparatur) ist. (Johnson, et al. 1996) 

Eine neuere Studie legt nahe, daß das Protein noch weitere Interaktionen eingeht und in 

verschiedene weitere Aufgaben involviert ist, wie z.B. DNA-Methylierung, Zellzyklus-

Regulierung oder den Chromatin-Metabolismus. (Maga und Hubscher 2003) 

 

3.2.3.5 THI4 

Das THI4-Gen codiert ein Enzym des Thiamin-Biosyntheseweges. Zusätzlich vermittelt das 

Thi4p bei Anwesenheit DNA-schädigender Substanzen den Schutz der mitochondrialen DNA 

und erhält so die Funktion der Mitochondrien aufrecht. (Machado, et al. 1997) 

 

3.2.4 Resistenz-vermittelnde Proteine 

3.2.4.1 PDR15 

PDR15 codiert einen ATP-Binding-Cassette (ABC) Transporter für Zell-Detoxifikation / 

Pleiotropic Drug Resistance und ist in der Plasmamembran lokalisiert. Im Gegensatz zu dem 

stark homologen Pdr15p (Multi Drug Efflux Transporter für hunderte unterschiedliche 

Substanzen), das nur bis zur exponentiellen Phase vorkommt, liegt Pdr15p auch nach der 

exponentiellen Phase vor und wird durch verschiedene Streßfaktoren wie Hitzeschock, 

alkalischer pH, schwache Säuren und hohen osmotischen Druck induziert. Damit ist PDR15 

der erste in Hefe entdeckte ABC-Transporter, der in die generelle Streßantwort involviert ist. 

(Wolfger, Mamnun und Kuchler 2004) 

 

3.2.4.2 QDR1 

QDR1 codiert einen plasmamembranständigen Transporter der MFS (Major Facilitator 

Superfamilie), der für die Multi Drug Resistance notwendig ist und eine Efflux-Pumpe 

darstellt. (Nunes, Tenreiro und Sa-Correira 2001) 

QDR1 gehört zur DHA1 (Drug/H+-Antiporter 1)-Familie innerhalb der MFS mit 12-

Transmembran-Domänen und vermittelt in S.cerevisiae Resistenz gegen Quinidin, Barban 

und die Krebstherapeutika Cisplatin und Bleomycin. (Gbelska, Krijger und Breunig 2006) 
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3.2.4.3 QDR2 

QDR2 codiert, wie QDR1, einen plasmamembranständigen Transporter der MFS und gehört 

zur DHA1. Allerdings ist QDR2 effektiver im aktiven Transport von Quinidin aus der Zelle 

als QDR1. QDR2 vermittelt in S.cerevisiae, ebenso wie QDR1, Resistenz gegen Barban und 

die Krebstherapeutika Cisplatin und Bleomycin. (Gbelska, Krijger und Breunig 2006) 

Im Gegensatz zu QDR1 spielt QDR2 eine wichtige Rolle in der Homeostase der 

intrazellulären K+-Konzentration unter dem Einfluß von Quinidin, indem Qdr2p selbst als K+-

Transporter fungiert. (Vargas, et al. 2007) 

 

3.2.4.4 SNG1 

SNG1 codiert eine membranständige Permease der MFS. Überexpression von Sng1p verleiht 

S.cerevisiae Hyper-Resistenz gegen MNNG (N-methyl-N' nitro-N-nitrosoguanidine) durch 

den Export von MNNG. (Grey, et al. 1995) 

 

3.2.5 Energie-Stoffwechsel 

3.2.5.1 FBP1 

Die Aufnahme des Promotors von FBP1 (Fructose-1,6-bisphosphatase) in die Erweiterung 

des Testsystems resultierte aus der Dissertation von Dr. Ana Kitanovic (Kitanovic, 2006). Sie 

konnte zeigen, daß das intrazelluläre Level von Fbp1p nach Behandlung mit alkylierenden 

Substanzen und dem Auftreten von Streß in der Zelle ansteigt. Neben der eigentlichen 

Funktion als Schlüsselenzym in der Glukoneogenese hat das Fbp1p noch eine weitere 

Funktion als Mediator für das Überleben der Zellen bei DNA-Schädigung, Altern und 

oxidativem Streß hat. 

 

3.2.5.2 VID22 

Das durch VID22 (Vacuole Import und Degradation) codierte Protein Vid22p wurde an der 

Plasmamembran lokalisiert und ist indirekt in den Abbau der Fructose-1,6-bisphosphatase 

involviert, indem es die Expression von Cpr1p kontrolliert. Crp1p (Isomerase) und das 

Hitzeschock-Protein Ssa2p sind für den Import der FBPase in Vid-Vesikel zuständig. (Brown, 

et al. 2002), (Brown, Cui, et al. 2001) 
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3.2.6 Signal-Wege 

3.2.6.1 HOG1 

HOG1 – High Osmolarity / Osmosensory signaling pathway. 

Die MAP-Kinase p38 ist das humane Homolog zu HOG1. Als Antwort auf osmotischen Streß 

produziert die Hefe Glycerol, um dem osmotischen Gefälle entgegenzuwirken. 

(Westfall, Ballon und Thorner 2004) 

Die Aktivierung von HOG1 ist essentiell für das Überleben der Hefezelle als Antwort auf 

stark osmotische extrinsische Bedingungen, indem sie ein umfangreiches Programm zur 

Zelladaption startet, das Genexpression, Translation und Zellzyklusprogression umfaßt. 

(Clotet, et al. 2006) 

 

3.2.6.2 RIM101 

RIM101 - pH-Signalweg.  Die Signaltransduktion des RIM-Signalweges ist sehr komplex und  

nach wie vor noch unklar. Er wird speziell bei extrinsisch auftretendem alkalischem pH 

aktiviert und resultiert in Zusammenarbeit mit dem PKC-Signalweg in der Umstrukturierung 

der Zellwand. (Castrejon, et al. 2006) 

Das Rim101-Zink-Finger-Protein wirkt auf verschiedenen Genen als Repressor in der 

Promotor-Region, die ihrerseits Repressoren weiterer Gene darstellen. Als indirekter 

Aktivator begünstigt das Rim101p die Induktion von ENA1 (Na+-Pumpe, ermöglicht 

Salztoleranz durch Na+-Efflux) bei alkalischem pH durch die Repression des Repressors 

NRG1. (Lamb und Mitchell 2003) 

 

3.2.6.3 SOP2 

SOP2 ist in den durch hohe Salzgehalte ausgelösten, Apoptose-ähnlichen Zelltod in der Hefe 

involviert.  (Wadskog, et al. 2004) 

Eine weitere wichtige Funktion des Sop2p ist die Interaktion mit dem t-SNARE-Protein 

Sec9p der Plasmamembran. So spielt Sop2p eine Rolle in der Bindung und Fusion von post-

Golgi-Vesikeln mit der Plasmamembran und damit der Exozytose. (Lehman, et al. 1999) 
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3.2.7 Transkriptionsfaktoren 

3.2.7.1 SIR2 

SIR2 codiert eine (NAD)+-abhängige Histon-Deacetylase und reguliert unter anderem auch 

die Lebenserwartung der Zelle.  (Buck, Gallo und Smith 2004) 

Sir2p spielt im Nucleolus, dem Ort der rDNA-Vervielfältigung, eine wichtige Rolle. Es sorgt 

für die Unterdrückung der Rekombination und wirkt als Silencer. (Park, Defossez und 

Guarente 1999) 

 

3.2.7.2 YAP1 

Das Yap1p wird als Antwort auf Substanzen aktiviert, die das Redox-Potential der Zelle 

verändern, und deshalb als Auslöser von oxidativem Streß angesehen werden. 

(Gasch, et al. 2001) 

Yap1p aktiviert als Transkriptionsfaktor die Expression Antioxidantien-codierender Gene 

(TRX2 codiert Thioredoxin) als Antwort auf Oxidativen Streß und reichert sich im Zellkern 

an. Thioredoxin und Thioredoxin Reduktase modulieren die Aktivität des Yap1p 

Transkriptionsfaktors. (Carmel-Harel, et al. 2001) 

Yap1p selbst fungiert als H2O2-Sensor, indem es durch H2O2 oxidiert wird. Dabei wird 

zwischen zwei Aminosäure-Resten am N-terminalen und C-terminalen Ende des Proteins eine 

reversible Disulfidbrücke gebildet, wodurch sich eine Konformationsänderung des Proteins 

ergibt. (Delaunay, Isnard und Toledano 2000) 

Yap1p ist das Hefe-Homolog zum Transkriptionsfaktor AP-1 (bZip-Typ) in Säugerzellen. 

(Brombacher, et al. 2006) 
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3.3 Beispiel zur Auswertung und Darstellung der Ergebnisse  

 

3.3.1 Auswertungsbeispiel 

 

Am Beispiel des Teststammes P(rnr2)-yEGFP und der Standardsubstanz MMS nach 16h 

Inkubation wird kurz erläutert, wie die Ergebnistabellen zustande kommen. 

In diesem Fall wurde der Teststamm nicht als Triplikat, sondern als Quadrupel aufgetragen. 

Die verwendeten Rechenoperationen sind in 2.3.6.1 bereits erläutert.  

 

Rohdaten : 

 
 

1. Subtraktion :  

16h-Absorptionswerte - 0h-Absorptionswerte = ABSres 

 Fluoreszenz (parallel) - Fluoreszenz (perpendikular) = Fluores 
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2. Division : 

Fluo res / ABS res = Normalisierung (kurz : Norm.), auch spezifische Fluoreszenz genannt 

 
 

3. Mittelwert und Standardabweichung der Normalisierung: 

 
 

4. Berechnung der Induktion : 

Normalisierung / Kontrolle = Induktion des Promotors (Ind.) 

 
Die Berechnung der hier angegebenen Fehlerwerte wird unter 2.3.6.4 erläutert. 

 

5. Berechnung der Proliferationshemmung : 

Bildung des Mittelwertes der ABSres - Werte und die zugehörige Standardabweichung 

 
 

6. Umrechung der absoluten Absorptions-(ABS)-Werte in %-Werte : 

 
 

7. Kriterium für die Proliferationshemmung angewendet: 

ABSbehandelt ≤ 0,8*ABSunbehandelt 
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8. Kriterien für die Gültigkeit der Induktion des Promotors angewendet: 

Ind. ≥ 1,3 und ABSbehandelt > 0,3*ABSunbehandelt  

 
 

Die Werte aus den Übersichten unter 7. und 8. wurden dann in die Ergebnistabelle für MMS 

unter 8.11.7 übernommen. Im Unterschied zur obigen Darstellung ist dort die 

Substanzkonzentration aufsteigend aufgetragen.  

 

Auf die Angabe der Werte für die unbehandelten Kontrollen wurde in den Ergebnistabellen 

verzichtet, da sie stets 100% (Proliferationshemmung) oder 1 (GFP-Induktion) betragen.  

 

 

3.3.2 Schaubilder zu P(rnr2)-yEGFP bei MMS-Behandlung 

Im Folgenden sind die Schaubilder zum Auswertungsbeispiel 3.3.1 mit P(rnr2)-yEGFP nach 

MMS-Behandlung dargestellt. 

Absorption / Fluoreszenz / Induktion in Folge von MMS-Behandlung 
(nach 16h Inkubation)
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Dargestellt ist das prozentuale, konzentrationsabhängige Wachstum (blaue Linie) und die 

zugehörige Fluoreszenz-Intensität (grüne Linie), jeweils bezogen auf die unbehandelte 

Kontrolle (N.T.). Die orangefarbenen Balken stellen die yEGFP-Induktion (berechnet aus 

Absorption und Fluoreszenz) dar. Die rote Linie gibt den Schwellenwert (1,3) wieder. 
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Absorption / Fluoreszenz / Induktion in Folge von MMS-Behandlung  
(nach 40h Inkubation)
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Dargestellt ist das prozentuale, konzentrationsabhängige Wachstum (blaue Linie) und die 

zugehörige Fluoreszenz-Intensität (grüne Linie), jeweils bezogen auf die unbehandelte 

Kontrolle (N.T.). Die orangefarbenen Balken stellen die yEGFP-Induktion (berechnet aus 

Absorption und Fluoreszenz) dar. Die rote Linie gibt den Schwellenwert (1,3) wieder. 

 

 

3.3.3 Muster-Darstellung , Übersichten und Wertetabellen 

 

Um den Erkenntnisgewinn durch das erweiterte Reportergen-Testsystem angemessen zeigen 

zu können, werden die Ergebnisse aus den Substanztests im Ergebnisteil (3.6) in Form von 

Mustern mit unterschiedlicher Auflösung dargestellt. Diese Muster erlauben einen direkten 

Vergleich der substanzinduzierten Effekte zwischen Standardsubstanzen und bislang nicht 

charakterisierten Substanzen. 

Die Ergebnisse aus den Substanztests in Form von Übersichten und Wertetabellen für die 

einzelnen untersuchten Substanzen wurden in das Kapitel Anhänge (8.11) verschoben. Sie 

dienen als Grundlage für die im Ergebnisteil aufgeführten Auswertungen und im weiteren 

Verlauf gezeigten Muster-Darstellungen. 

Wenngleich in der Ergebnispräsentation nur die Muster für die Proliferationshemmung und 

die Promotor-Induktion präsentiert werden, soll an dieser Stelle kurz darauf eingegangen 

werden, wie die Übersichten und Wertetabellen im Kapitel Anhänge aufgebaut sind. 
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Um ein möglichst übersichtliches Bild der Wirkungen der getesteten Substanzen auf die 

Teststämme zu präsentieren, sind die jeweiligen Ergebnisse für alle Promotoren nach 

Substanzen getrennt dargestellt. So können direkt Vergleiche zwischen den Teststämmen 

angestellt und Unterschiede im Ansprechen der Teststämme auf die jeweils getestete Substanz 

leicht identifiziert werden. 

 

Zu jeder getesteten Substanz sind zwei Übersichten dargestellt : 

 

• Die erste Übersicht gibt an, bei welchen Substanzkonzentrationen im jeweiligen 

Teststamm eine Proliferationshemmung (Prolif.) bzw. eine Induktion (Ind.) des 

Promotors aufgetreten ist. Konzentrationsabhängig nimmt die Färbung der Zellen mit 

steigender Konzentration zu. 

• Die zweite Übersicht stellt eine Wertetabelle dar. Sie gibt die Zahlenwerte für die 

Proliferationshemmung (Prolif.) als Prozentwert (%Abs bezogen auf die unbehandelte 

Kontrolle, die den 100%-Wert darstellt) bzw. die Induktion (Ind.) des Promotors als 

Faktor (x-fach bezogen auf die unbehandelte Kontrolle, die den Wert 1 darstellt) bei 

den verschiedenen Substanzkonzentrationen an. 

 

In allen Übersichten und Wertetabellen sind nur die Kurzbezeichnungen (ANT1, ARP2, 

DIN7 usw.) der Test- und Referenzstämme angegeben. Die beiden etablierten Hefestämme 

P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP sind in den Übersichten und Wertetabellen als Referenz 

in den beiden letzten Zeilen aufgeführt. 

 

Auf eine klassische Darstellung der Ergebnisse in Form der zuvor gezeigten Schaubilder 

(3.3.2) wurde im Rahmen der Arbeit gänzlich verzichtet, da diese Darstellungsform den 

Nutzen des erweiterten hefebasierten Reportergen-Testsystems nicht ausreichend sichtbar 

machen kann. 
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3.4 Getestete Substanzen 

 

3.4.1 Standardsubstanzen 

 

Um ein besseres Verständnis für die durch toxische Substanzen ausgelösten Effekte in den 

Zellen zu bekommen, wurden die neuen Promotoren bzw. die neuen Teststämme mit den 

folgenden Substanzen behandelt, deren toxisches Potential weitgehend bekannt ist. 

 

4-Nitroquinolin-1-Oxid (4-NQO) bewirkt wie MMS eine Alkylierung der DNA, was in 

diesem Fall zu den sogenannten "Bulky Adducts" führt. Dadurch wird die DNA verzerrt und 

die Replikation wird verhindert. 

Camptothecin (CMPT) stellt ein Topoisomerase I - Gift dar. CMPT bindet an das Enzym 

Topoisomerase I und verhindert die Wiederverknüpfung der DNA beim Ablösen des Enzyms.  

In der Folge ergeben sich Einzelstrangbrüche.  

G418 ist ein Aminoglykosid-Antibiotikum, das durch Interaktion mit der kleinen Untereinheit 

der Ribosomen die Proteinbiosynthese stört. Es wirkt auf proliferierende Zellen, aber auch auf  

Zellen in Ruhephase. 

Wasserstoffperoxid (H2O2) führt zu oxidativem Streß in der Zelle. Die beim Zerfall 

auftretenden Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) führen zu Schäden an der Plasmamembran, 

Zellorganellen, sowie DNA und RNA.  

Menadion ist eine Vorstufe zu Vitamin K. Die Wirkung von Menadion beruht auf der 

vermehrten Bildung von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Die Wirkung dieser ist bereits 

unter Wasserstoffperoxid erläutert.  

Die Toxizität von Methanol (MeOH) als Standard für Zytotoxizität / Proliferationshemmung 

beruht auf den Metaboliten Formaldehyd und Formalinsäure, die beim Abbau von Methanol 

durch die Alkoholdehydrogenase (ADH) entstehen.  

Methylmethansulfonat (MMS) als Standard für Genotoxizität / Induzierendes Potential ist 

ein alkylierendes Agens und methyliert die Basen der DNA, bevorzugt Guanin und Adenin 

und führt dadurch zu Strangbrüchen. 

Zeocin ist ein weiteres Glykosid-Antibiotikum der Bleomycin-Gruppe. Zeocin wirkt als 

DNA-Interkalator und führt zu Doppelstrangbrüchen. Auf diese Weise wird die DNA- 

Replikation behindert. 
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3.4.2 Organo-Metallkomplexe 

 

Die Arbeitsgruppe von Prof. Wölfl ist Mitglied der Forschergruppe 630 (FOR630) der 

Deutschen Forschungsgesellschaft (DFG), die sich im Speziellen mit der Erforschung der 

biologischen Funktion(en) von Organo-Metallkomplexen befaßt. Ein Ziel ist es dabei 

mögliche neue Substanzen für die Krebstherapie zu finden.  

Die hier vorgestellten Organo-Metallkomplexe werden von Synthese-Chemikern anderer 

Arbeitsgruppen synthetisiert und im Verbund der Mitglieder der FOR630 hinsichtlich ihres 

toxischen Potentials untersucht. In diesem Rahmen werden in der Arbeitsgruppe Wölfl 

Zytotoxizitätsstudien mit den Krebszellinien HT-29 (Kolonkarzinom) und MCF7 

(Adenokarzinom) zur Ermittlung der IC50 (Inhibitory Concentration) mittels MTT-Test 

durchgeführt. Ferner wird in Jurkatzellen (T-Zell Lymphom) die substanzinduzierte Bildung 

von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch FACS-Analytik bestimmt und PARP-Cleavage 

(Apoptose-Indikator) mit Hilfe der Westernblot-Methode. 

 

Viele dieser synthetisierten Organo-Metallkomplexe sind nur in geringen Mengen verfügbar, 

da die Synthesen im Labormaßstab durchgeführt werden und zum Teil nur geringe Ausbeuten 

liefern. Diese nur in geringen Mengen verfügbaren Verbindungen wurden mit den oben 

genannten Methoden auf den etablierten Säugerzellkulturen der Arbeitsgruppe Wölfl getestet. 

 

Die nachfolgend angeführten Organo-Metallkomplexe waren in ausreichender Menge 

verfügbar und wurden auch mit den neuen Hefe-Teststämmen untersucht. Die jeweilige 

Strukturformel befindet sich im Kapitel Anhänge (8.13). Bei den angegebenen Namen handelt 

es sich um Trivialnamen (Akronyme der Namen der Synthese-Chemiker). Die 

Summenformeln der Organo-Metallkomplexe sind in Klammer dahinter angegeben.   

 

MH3 (mer-(RhCl3(DMSO)3)), ist ein Linker-Isomer mit Rhodium als Zentralatom. Es dient 

als Edukt für anorganische Synthesen und wird zur Bildung von Rhodiumkomplexen mit 

Polypyridyl-Liganden verwendet. Rhodium ist ein Platinmetall und wird Bezug nehmend auf 

Platin und den Einsatz von Platin-Verbindungen in der Krebstherapie für die Verwendung als 

Krebstherapeutikum an Krebszelllinien untersucht. 
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YG04 (mer-[IrCl3(tpy)]) und YG07 (mer-[IrBr3(tpy)]) stellen meridionale Iridium-

Polypyridyl-Komplexe mit unterschiedlichen Liganden (-Cl3 bzw. -Br3) dar.  

YG19 (fac-[IrCl3(phen)(H2O)]) stellt einen facialen Iridium-Phenanthrolin-Komplex mit 

Chlorliganden dar. Ebenso wie Rhodium gehört Iridium zu den Platinmetallen. 

Auch Iridium-Verbindungen werden auf die Verwendung als mögliche Krebstherapeutika an 

Krebszelllinien untersucht. (Dobroschke, et al. 2009) 

 

Einige Substanzen aus den Anfängen der FOR630 wurden mit den bereits etablierten 

Teststämmen P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP auf ihr toxisches Potential untersucht. 

Die Ergebnisse dieser Substanztests werden im Kapitel Anhänge (8.12) gezeigt. Die im 

Kapitel 6 angeführte Publikation ging aus dieser Zusammenarbeit mit der FOR630 hervor. 

 

Nachfolgend werden die ersten Ergebnisse aus den Substanztests mit den Standardsubstanzen 

und den Organo-Metallkomplexen dargestellt. Nach einer Darstellung in Textform befinden 

sich am Ende des Kapitels die Proliferationshemmungsmuster und die Promotor-

Induktionsmuster, nach Standardsubstanzen und den Organo-Metallkomplexen getrennt, 

jeweils in 16h- und 40h-Inkubation unterteilt. 
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3.5 Ergebnisse der Substanztests 

 

3.5.1 4-Nitroquinolin-1-Oxid (4-NQO) 

 

4NQO wurde als 500µM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 3 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 7 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 250,0µM ; 35,7µM ; 5,1µM 

 

Alle Test- und Referenzstämme werden durch die Behandlung mit 4-NQO in der Proliferation 

gehemmt. Nach 16h Inkubation liegt eine starke Hemmung der Proliferation vor, nach 40h 

Inkubation steigen die Wachstumsraten wieder deutlich an. P(thi4)-yEGFP fällt durch die 

größten Wachstumsraten nach 16h/40h Inkubation auf. 

Durch die Substanzbehandlung mit 4-NQO werden die Promotoren von 15 Teststämmen 

induziert, 8 zeigen keine Induktion. Nach 16h Inkubation zeigen nur P(thi4)-yEGFP und 

P(yap1)-EGFP eine Induktion des Promotors, die übrigen 12 Induzierten zeigen diese  erst 

nach 40h Inkubation. Die Promotoren von P(arp2)-yEGFP, P(mag1)-yEGFP, P(plm2)-

yEGFP, P(pol30)-yEGFP, P(sal1)-yEGFP und P(sng1)-yEGFP, sowie die der beiden 

Referenzstämme P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP zeigen keine Induktion in Folge der 

Substanzbehandlung.  

Die starke Induktion der Promotoren von P(din7)-yEGFP, P(pdr15)-yEGFP, P(qdr1)-yEGFP, 

P(qdr2)-yEGFP, P(thi4)-yEGFP sprechen für das nachweislich toxische / genotoxische 

Potential von 4-NQO. 

 

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(yap1)-yEGFP (2,8) / P(qdr2)-yEGFP (4,1) 

2. P(thi4)-yEGFP (2,1) / P(qdr1)-yEGFP (3,9)  

3. keine Induktion  / P(pdr15)-yEGFP (3,3) 
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3.5.2 Camptothecin (CMPT) 

 

CMPT wurde als 100µM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 3 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 7 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 50,0µM ; 7,1µM ; 1,0µM 

 

Nur die Teststämme P(hal1)-yEGFP, P(mag1)-yEGFP, P(nhx1)-yEGFP, P(pdr15)-yEGFP, 

P(plm2)-yEGFP und P(pol30)-yEGFP, werden durch die Behandlung mit Camptothecin in 

der Proliferation nach 16h Inkubation gehemmt. Die übrigen Teststämme und die beiden 

Referenzstämme P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP werden durch Camptothecin nicht 

gehemmt. Nach 40h zeigen nur noch drei Teststämme (P(hal1)-yEGFP, P(nhx1)-yEGFP und 

P(qdr1)-yEGFP) ein vermindertes Wachstum. Die Wachstumseinschränkung liegt in allen 

Fällen sehr nah (0,4 - 18%) unterhalb des Schwellenwertes für das Vorliegen einer 

Proliferationshemmung.  

Bis auf P(arp2)-yEGFP, P(pol30)-yEGFP, P(sal1)-yEGFP, P(sng1)-yEGFP und den 

Referenzstamm P(rnr2)-yEGFP werden die Promotoren aller weiteren Teststämme durch 

wenigstens eine Substanzkonzentration nach 16h und/oder 40h Inkubation induziert. Damit 

werden durch Camptothecin, zusammen mit H2O2, die meisten Promotoren von allen 

untersuchten Substanzen induziert 

Die Promotoren von P(din7)-yEGFP, P(pdr15)-yEGFP und P(plm2)-yEGFP werden durch 

alle Substanzkonzentrationen induziert. 

Die starke Induktion der Promotoren von P(din7)-yEGFP und P(plm2)-yEGFP, als auch die 

Induktion der Promotoren von P(mag1)-yEGFP, P(pdr15)-yEGFP, P(qdr1)-yEGFP, P(qdr2)-

yEGFP, P(thi4)-yEGFP und des Referenzstammes P(rad54)-yEGFP sprechen für das 

genotoxische Potential von Camptothecin. 

 

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(din7)-yEGFP (4,2) / P(din7)-yEGFP (4,5) 

2. P(hal1)-yEGFP (3,2) / P(plm2)-yEGFP (2,6) 

3. P(nhx1)-yEGFP (2,8) / P(hal1)-yEGFP (2,6) 
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3.5.3 G418 

 

G418 wurde als 1mM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 3 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 7 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 500,0µM ; 71,4µM ; 10,2µM 

 

Lediglich drei Teststämme (P(sir2)-yEGFP, P(sop2)-yEGFP und P(yap1)-yEGFP), sowie der 

Referenzstamm P(rad54)-yEGFP, werden nach 16h Inkubation durch die Behandlung mit 

G418 in der Proliferation gehemmt. Nach 40h Inkubation zeigen sich nur noch die 

Teststämme P(sir2)-yEGFP, P(sop2)-yEGFP und P(yap1)-yEGFP im Wachstum 

eingeschränkt. P(sir2)-yEGFP fällt durch stark vermindertes Wachstum gegenüber den 

anderen auf.  

Nur der Teststamm P(sir2)-yEGFP und der Referenzstamm P(rad54)-yEGFP zeigen eine 

Induktion des Promotors. Damit werden durch G418-Behandlung im Vergleich zu den 

anderen untersuchten Substanzen die wenigsten Promotoren induziert. 

Die Promotoren der beiden Hefestämme werden erst nach 40h Inkubation induziert, dabei 

zeigt P(rad54)-yEGFP jedoch nur eine schwache Induktion. 

Die Promotoren der übrigen Teststämme und der zweite Referenzstamm P(rnr2)-yEGFP 

zeigen in Folge der Behandlung mit G418 keine Induktion.  

 

Höchste Induktionen nach 40h Inkubation: 

1. P(sir2)-yEGFP (3,0) 

2. P(rad54)-yEGFP (1,3) 
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3.5.4 Wasserstoffperoxid (H2O2) 

 

H2O2 wurde als 4mM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 3 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 7 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 2000,0µM ; 285,7µM ; 40,8µM 

 

Bis auf den Teststamm P(sop2)-yEGFP werden nach 16h Inkubation alle weiteren Test- und 

Referenzstämme wenigstens durch die höchste getestete Substanzkonzentration von H2O2 im 

Wachstum gehemmt. Nach 40h Inkubation zeigen nur noch P(hal1)-yEGFP, P(qdr1)-yEGFP, 

P(thi4)-yEGFP und P(yap1)-yEGFP ein vermindertes Wachstum durch die 

Substanzbehandlung. Die stärkste Wachstumshemmung zeigt der Teststamm P(thi4)-yEGFP, 

sowohl nach 16h als auch nach 40h.  

Mit 18 induzierten Promotoren in Folge der Substanzbehandlung werden durch H2O2, neben 

Camptothecin, die meisten Promotoren aller untersuchten Substanzen induziert. Nicht 

induziert werden die Promotoren von P(arp2)-yEGFP, P(fbp1)-yEGFP, P(pdr15)-yEGFP, 

P(qdr1)-yEGFP und der Promotor von P(yap1)-yEGFP.   

Die starke Induktion der Promotoren von P(din7)-yEGFP, P(pol30)-yEGFP und P(thi4)-

yEGFP als auch die Induktion der Promotoren von P(mag1)-yEGFP,  P(plm2)-yEGFP und die 

der beiden Referenzstämme P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP sprechen für ein 

genotoxisches Potential von H2O2 bzw. der Metabolite. 

 

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(pol30)-yEGFP (4,4) / P(pol30)-yEGFP (2.7) 

2. P(din7)-yEGFP (3,8) / P(din7)-yEGFP (2,0) 

3. P(thi4)-yEGFP (2,6) / P(hog1)-yEGFP (1,9) 
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3.5.6 Menadion 

 

Menadion wurde als 100µM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 3 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 7 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 50,0µM ; 7,1µM ; 1,0µM 

 

Im untersuchten Konzentrationsbereich zeigt sich Menadion als einzige der getesteten 

Substanzen als proliferationsfördernd, mit Ausnahme einer marginalen Inhibierung des 

Wachstums bei P(mag1)-yEGFP und P(yap1)-yEGFP, sowie den Referenzstämmen P(rnr2)-

yEGFP und P(rad54)-yEGFP.  

Alle anderen Stämme zeigen ein verstärktes Wachstum. Berechnet man die spezifische 

Fluoreszenz (Normalisierung der Fluoreszenz), so zeigt sich bei den Teststämmen P(rim101)-

yEGFP, P(ant1)-yEGFP und P(hal1)-yEGFP ein Rückgang der Fluoreszenz.  

Es ist keine Induktion der Promotoren zu beobachten. 
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3.5.7 Methanol (MeOH) 

 

Methanol wurde als 20%ige Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 7 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 3 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 10,0% ; 3,33% ; 1,11% ; 0,37% ; 0,12% ; 0,04% ; 0,01%  

 

Alle Test- und Referenzstämme werden nach 16h unter Einfluß der Standardsubstanz 

Methanol in der Proliferation gehemmt. Die größte Sensitivität gegenüber Methanol, nach 

16h/40h, zeigt P(yap1)-yEGFP. 

Die Proliferationshemmung durch Methanol zeigt einen konzentrationsabhängigen Verlauf. 

Nach 40h wird das Wachstum der Test- und Referenzstämme nur noch durch die höchste 

Substanzkonzentration gehemmt, mit Ausnahme von P(yap1)-yEGFP (bereits bei 3,33µM 

gehemmt) und P(qdr1)-yEGFP und P(thi4)-yEGFP, die nach 40h keine Hemmung der 

Proliferation mehr aufweisen.  

Durch Methanol werden die Promotoren von 10 der verwendeten Test- und Referenzstämme 

induziert. Bis auf P(rnr2)-yEGFP zeigen alle nach 16h induzierten Promotoren auch nach 40h 

Inkubation noch eine Induktion durch eine oder mehrere Substanzkonzentrationen. Die 

Promotoren von P(mag1)-yEGFP und P(sop2)-yEGFP werden erst nach 40h durch Methanol 

induziert. Der Promotor von P(sal1)-yEGFP fällt durch seine (wenn auch schwache) 

Induktion über ein breites Konzentrationsspektrum nach 40h Inkubation auf. 

Die starke Induktion der Promotoren von P(din7)-yEGFP und P(mag1)-yEGFP, als auch die 

Induktion der Promotoren von P(pol30)-yEGFP und der beiden Referenzstämme P(rnr2)-

yEGFP und P(rad54)-yEGFP sprechen für ein genotoxisches Potential von Methanol bzw. 

der Metabolite. 

 

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(din7)-yEGFP (4,3) / P(din7)-yEGFP (3,3) 

2. P(rad54)-yEGFP (1,7) / P(sng1)-yEGFP (3,2) 

3. P(yap1)-yEGFP (1,4) / P(rad54)-yEGFP (2,3) 
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3.5.8 Methylmethansulfonat (MMS) 

 

MMS wurde als 1mM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 7 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 3 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 500,0µM ; 166,7µM ; 55,6µM ; 18,5µM ; 6,2µM ; 2,1µM ; 

0,7µM 

 

Bis auf P(qdr1)-yEGFP und P(thi4)-yEGFP werden alle übrigen Test- und Referenzstämme 

durch die höchste getestete Substanzkonzentration von 500µM nach 16h und/oder 40h 

Inkubation in der Proliferation gehemmt. Die Wachstumsraten steigen nach 40h Inkubation 

an. 

Mit 11 induzierten Promotoren in Folge der Substanzbehandlung mit MMS wird durch sie ein 

Promotor mehr induziert als durch Methanol. Einige Promotoren fallen durch Induktionen in 

einem breiten Konzentrationsbereich, sowohl nach 16h Inkubation, als auch nach 40h 

Inkubation auf. Dies sind die Promotoren von P(plm2)-yEGFP, P(pol30)-yEGFP, P(rim101)-

yEGFP, P(sal1)-yEGFP, sowie die beiden Referenzstämme P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-

yEGFP.  

MMS beweißt durch die stärksten Induktionen der spezifischen, durch DNA-Schäden 

induzierten Promotoren von P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP, P(plm2)-yEGFP, als auch 

durch die Induktion von P(pol30)-yEGFP das hohe genotoxische Potential dieser Substanz.      

 

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(rad54)-yEGFP (8,5) / P(rad54)-yEGFP (6,3) 

2. P(rnr2)-yEGFP (5,9) / P(rnr2)-yEGFP (3,4) 

3. P(plm2)-yEGFP (5,1) / P(plm2)-yEGFP (3,2) 
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3.5.9 Zeocin 

 

Zeocin wurde als 1µg/µl Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 7 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 3 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 500,0ng/µl ; 166,7ng/µl ; 55,6ng/µl ; 18,5ng/µl ; 6,2ng/µl ; 

2,1ng/µl ; 0,7ng/µl 

 

Bis auf P(yap1)-yEGFP werden alle anderen Test- und Referenzstämme durch die 

Behandlung mit Zeocin in der Proliferation gehemmt. P(din7)-yEGFP, P(hal1)-yEGFP, 

P(mag1)-yEGFP, P(pdr15)-yEGFP, P(thi4)-yEGFP und P(yap1)-yEGFP fallen durch 

stärkeres Wachstum im Vergleich zu den übrigen Hefestämmen auf. 

Mit 12 induzierten Promotoren in Folge der Substanzbehandlung wird durch Zeocin ein 

Promotor mehr induziert als durch MMS. Die Höhe der Induktionen durch MMS wird jedoch 

nicht erreicht. Ebenso zeigt sich die Großzahl der durch Zeocin ausgelösten Induktionen erst 

nach 40h Inkubation. Nach 16h Inkubation werden lediglich die Promotoren von P(plm2)-

yEGFP, P(thi4)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP induziert. Weitere 9 Promotoren werden erst 

nach 40h Inkubation induziert. Die Promotoren von P(qdr1)-yEGFP und P(sal1)-yEGFP 

werden durch die meisten Substanzkonzentrationen induziert. 

Die Behandlung mit Zeocin induziert einige durch DNA-Schäden induzierte Promotoren, wie 

P(rad54)-yEGFP, P(plm2)-yEGFP und P(pol30)-yEGFP und deutet damit auf das 

genotoxische Potential dieser Substanz hin.  

    

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(plm2)-yEGFP (3,0) / P(sir2)-yEGFP (3,0) 

2. P(thi4)-yEGFP (1,4) / P(nhx1)-yEGFP (2,9) 

3. P(rad54)-yEGFP (1,4) / P(sal1)-yEGFP (2,4) 
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3.5.10 MH3 mer-(RhCl3(DMSO)3) 

 

MH3 wurde als 200µM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 7 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 3 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 100,0µM ; 33,3µM ; 11,1µM ; 3,7µM ; 1,2µM ; 0,4µM ; 0,1µM 

 

Alle Test- und Referenzstämme werden durch die Behandlung mit MH3 nach 16h/40h durch 

eine oder mehrere Substanzkonzentrationen im Wachstum gehemmt.  

Der Referenzstamm P(rad54)-yEGFP und die Teststämme P(thi4)-yEGFP, P(qdr1)-yEGFP 

und P(yap1)-yEGFP zeigen die größten Wachstumsraten im Vergleich mit den anderen 

Stämmen nach 16h/40h Inkubation. Die durch MH3 ausgelöste Proliferationshemmung 

nimmt in den beiden höchsten Konzentrationsstufen nach 40h Inkubation noch weiter zu, 

wohingegen die Wachstumsraten in den Substanzkonzentrationsstufen 0,1µM - 3,7µM 

gegenüber den 16h-Werten ansteigen. 

Von allen untersuchten Organo-Metallkomplexen werden mit 11 induzierten Promotoren  

durch MH3 die meisten Promotoren induziert.  

Dabei fällt auf, daß lediglich die Promotoren von P(hog1)-yEGFP und P(yap1)-yEGFP, nach 

16h und 40h Inkubation induziert werden, die weiteren nur nach 16h oder nur nach 40h 

Inkubation. Nach 16h sind P(ant1)-yEGFP, P(mag1)-yEGFP, P(plm2)-yEGFP, P(pol30)-

yEGFP, P(sal1)-yEGFP und P(sng1)-yEGFP induziert. Nach 40h sind es P(din7)-yEGFP, 

P(qdr1)-yEGFP und P(thi4)-yEGFP.  

Die Induktion der Promotoren von P(din7)-yEGFP, P(mag1)-yEGFP, P(plm2)-yEGFP, 

P(pol30)-yEGFP und P(thi4)-yEGFP deutet auf das genotoxische Potential von MH3 hin. 

 

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(mag1)-yEGFP (3,6) / P(hog1)-yEGFP (4,4) 

2. P(ant1)-yEGFP (3,5) / P(thi4)-yEGFP (2,9) 

3. P(hog1)-yEGFP (3,5) / P(yap1)-yEGFP (2,3) 
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3.5.11 YG04 (mer-[IrCl3(tpy)]) 

 

YG04 wurde als 200µM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 7 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 3 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 100,0µM ; 33,3µM ; 11,1µM ; 3,7µM ; 1,2µM ; 0,4µM ; 0,1µM 

 

Nach Behandlung mit YG04 zeigt sich ein einheitliches Bild der Proliferationshemmung 

bezüglich der wirksamen Konzentration, jedoch variieren die Werte innerhalb der 

Hefestämme. P(qdr1)-yEGFP, P(yap1)-yEGFP und P(thi4)-yEGFP zeigen wieder die größten 

Wachstumsraten nach 16h/40h Inkubation, P(plm2)-yEGFP weist die stärkste 

Proliferationshemmung nach 16h/40h Inkubation auf. 

Mit nur 6 induzierten Promotoren befindet sich YG04 nur auf dem dritten Platz innerhalb der 

Organo-Metallkomplexe. Dabei fällt bei dieser Substanz auf, daß alle nach 16h induzierten 

Promotoren (bis auf P(plm2)-yEGFP) bei exakt den gleichen Substanzkonzentrationen auch 

nach 40h Inkubation eine Induktion zeigen. P(plm2)-yEGFP zeigt nach 40h Inkubation keine 

Induktion mehr. Die Promotoren von P(arp2)-yEGFP, P(hog1)-yEGFP, P(sng1)-yEGFP und 

vom Referenzstamm P(rnr2)-yEGFP zeigen nach 40h eine verminderte Induktion gegenüber 

den 16h-Werten. Nur P(rad54)-yEGFP zeigt nach 40h bei 1,2µM einen höheren 

Induktionswert als nach 16h Inkubation. 

Die Induktion der Promotoren von P(plm2)-yEGFP und der beiden Referenzstämme P(rnr2)-

yEGFP und P(rad54)-yEGFP deutet auf das genotoxische Potential von YG04 hin. 

 

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(rad54)-yEGFP (3,0) / P(rad54)-yEGFP (3,5) 

2. P(sng1)-yEGFP (1,7) / P(sng1)-yEGFP (1,4) 

3. P(arp2)-yEGFP (1,6) / P(arp2)-yEGFP (1,3) und P(hog1)-yEGFP (1,3) 
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3.5.12 YG07 (mer-[IrBr3(tpy)]) 

 

YG07 wurde als 200µM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 7 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 3 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 100,0µM ; 33,3µM ; 11,1µM ; 3,7µM ; 1,2µM ; 0,4µM ; 0,1µM 

 

Die Behandlung mit YG07 liefert ebenfalls ein einheitliches Bild der Proliferationshemmung. 

Im Verhältnis zu den übrigen Test- und Referenzstämmen weist P(qdr1)-yEGFP die höchsten 

Wachstumsraten über einen breiten Substanzkonzentrationsbereich auf. P(plm2)-yEGFP und 

P(rim101)-yEGFP zeigen im Gegensatz dazu die geringsten Wachstumsraten nach 16h/40h 

Inkubation über einen breiten Substanzkonzentrationsbereich. 

Durch die stark proliferationshemmende Wirkung von YG07 zeigen nur wenige Promotoren 

eine Induktion. Mit nur 4 induzierten Promotoren liegt YG07 auf dem letzten Platz unter den 

untersuchten Organo-Metallkomplexen. Nach 16h Inkubation sind dies die Promotoren von 

P(hog1)-yEGFP, P(sng1)-yEGFP und den beiden Referenzstämmen P(rnr2)-yEGFP und  

P(rad54)-yEGFP. P(hog1)-yEGFP und P(rnr2)-yEGFP sind nach 40h nicht mehr induziert. 

P(sng1)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP zeigen auch nach 40h Inkubation noch eine Induktion.  

Die Induktion der Promotoren der beiden Referenzstämme P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-

yEGFP deutet auf ein genotoxisches Potential von YG07 hin. 

 

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(rad54)yEGFP (1,7) / P(rad54)-yEGFP (1,7) 

2. P(hog1)-yEGFP (1,6) / P(sng1)-yEGFP (1,4) 

3. P(sng1)-yEGFP (1,6) / keine Induktion 
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3.5.13 YG19 (fac-[IrCl3(H2O)(phen)]) 

 

YG19 wurde als 200µM Stammlösung angesetzt. Aus der seriellen Verdünnung auf der 

Microplatte in 7 Verdünnungsschritten mit dem Verdünnungsfaktor 3 ergeben sich die 

getesteten Konzentrationen : 100,0µM ; 33,3µM ; 11,1µM ; 3,7µM ; 1,2µM ; 0,4µM ; 0,1µM 

Die Substanz YG19 zeigt eine sehr einheitliche Proliferationshemmung. Alle Test- und 

Referenzstämme werden nach 16h und 40h Inkubation durch eine oder mehrere 

Substanzkonzentrationen im Wachstum gehemmt. P(nhx1)-yEGFP, P(din7)-yEGFP, P(qdr1)-

yEGFP und P(thi4)-yEGFP zeigen dabei das größte Wachstum nach 16h/40h Inkubation. Eine 

Adaption an die Substanz, verbunden mit steigenden Werten für die Proliferation zeigt sich 

nur bei 11,1µM nach 40h. In den höheren Substanzkonzentrationen verändern sich die 

Wachstumsraten nur marginal gegenüber den 16h-Werten. 

YG19 liegt mit 8 induzierten Promotoren in Folge der Substanzbehandlung auf Platz zwei 

hinter MH3. Bei diesem Organo-Metallkomplex werden die Promotoren der Test- und 

Referenzstämme nur bei der Substanzkonzentration 11,1µM induziert. Bei höheren 

Substanzkonzentrationen ist die Proliferationshemmung zu stark, bei geringeren eventuell das 

induzierende Potential zu schwach. Die Promotoren von P(mag1)-yEGFP, P(plm2)-yEGFP 

und P(sal1)-yEGFP zeigen im Gegensatz zu den weiteren induzierten Promotoren eine 

Induktion nur nach 16h (P(mag1)-yEGFP) oder nach 40h Inkubation (P(plm2)-yEGFP, 

P(sal1)-yEGFP. Die anderen induzierten Promotoren zeigen nach 40h verminderte 

Induktionswerte gegenüber den 16h-Werten. Diese weiteren Promotoren sind P(arp2)-yEGFP 

P(hog1)-yEGFP, P(pol30)-yEGFP,  P(sng1)-yEGFP und die beiden Referenzstämme P(rnr2)-

yEGFP und P(rad54)-yEGFP. 

Die starke Induktion der Promotoren von P(plm2)-yEGFP und der beiden Referenzstämme 

P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-yEGFP, so wie die Induktion des Promotors von P(pol30)-

yEGFP deutet auf das genotoxische Potential von YG19 hin. 

  

Höchste Induktionen nach 16h/40h : 

1. P(sng1)-yEGFP (2,8) / P(rad54)-yEGFP (2,1) 

2. P(rad54)-yEGFP (2,6) / P(pol30)-yEGFP (1,9) 

3. P(pol30)-yEGFP (2,5) / P(sng1)-yEGFP (1,7) und P(hog1)-yEGFP (1,7) 
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3.6 Proliferationshemmungsmuster und Promotor-Induktionsmuster 

3.6.1 Proliferationshemmung nach Substanzbehandlung 

 
Abb. 15 : Proliferationshemmungsmuster in hoher Auflösung 
Diese Darstellung gibt die Ergebnisse der Proliferationshemmung in Folge der Substanzbehandlungen bei den verschiedenen Teststämmen nach 16h/40h in 

höherer Auflösung wieder. Für die Test- und Referenzstämme ist nur die Kurzbezeichnung entsprechend dem Promotor des verwendeten Gens angegeben. 
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Abb. 16 : Proliferationshemmungshemmungsmuster 2 in geringer Auflösung 
Reduziert eine Substanzkonzentration die Proliferation nach 16h/40h auf/unter 80% (bezogen auf die unbehandelte Kontrolle : 100%), so wird dies als positives 

Signal (rot) übernommen. Reduziert keine Substanzkonzentration nach 16h/40h die Proliferation auf/unter 80% (bezogen auf die unbehandelte Kontrolle : 100%), 

so wird dies als negatives Signal (grün) übernommen. Darstellung in geringer Auflösung. 
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3.6.2 Induktion der Promotoren nach Substanzbehandlung  

 
 

Abb. 17 : Promotor-Induktionsmuster in hoher Auflösung  

Diese Darstellung gibt die Induktion der Promotoren in Folge der Substanzbehandlungen nach 16h/40h in höherer Auflösung wieder. Für die Test- und 

Referenzstämme ist nur die Kurzbezeichnung entsprechend dem Promotor des verwendeten Gens angegeben.  
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Abb. 18 : Promotor-Induktionsmuster 2 in geringer Auflösung 
Induziert eine Substanzkonzentration nach 16h/40h den Promotor größer/gleich 1,3-fach (bezogen auf die unbehandelte Kontrolle : 1), so wird dies als positives 

Signal (rot) übernommen. Induziert keine Substanzkonzentration nach 16h/40h den Promotor größer/gleich 1,3-fach (bezogen auf die unbehandelte Kontrolle : 

1), so wird dies als negatives Signal (grün) übernommen. Darstellung in geringer Auflösung. 
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3.7 Organo-Metallkomplexe und Standardsubstanzen 

 

3.7.1 Organo-Metallkomplexe im Vergleich untereinander 

 

Proliferationshemmung : 

MH3 zeigt, im Gegensatz zu den YG-Substanzen, bereits ab der ersten untersuchten 

Substanzkonzentration (0,1µM) eine Proliferationshemmung bei Teststamm P(plm2)-yEGFP 

und Referenzstamm P(rad54)-yEGFP. Auch in der nächsten Substanzkonzentration (0,4µM) 

werden durch MH3 mehr Hefestämme in der Proliferation gehemmt als durch die anderen 

Organo-Metallkomplexe. Bei der dritten Substanzkonzentration (1,2µM) zeigen auch YG04 

und YG07 eine proliferationshemmende Wirkung, die im Vergleich zu MH3 noch stärker ist. 

Mit steigender Substanzkonzentration bleibt dieser Sachverhalt bestehen. YG19 zeigt erst bei 

der 5. Substanzkonzentrationsstufe (11,1µM) eine proliferationshemmende Wirkung, die mit 

0,1µM MH3 oder 0,4µM YG04 / YG07 verglichen werden kann. In den beiden höchsten 

Substanzkonzentrationen zeigen die Test- und Referenzstämme ein geringeres Wachstum 

durch die Behandlung mit den YG-Substanzen als durch die Behandlung mit MH3. Die 

Unterschiede sind jedoch marginal. 

Offensichtlich hat das Rhodium in MH3 in den niedrigen Substanzkonzentrationen eine 

stärker proliferationshemmende Wirkung, die bei steigenden Substanzkonzentrationen dann 

gegenüber Iridium in den YG-Substanzen relativ schwächer wird.  

Die Test- und Referenzstämme zeigen nur bei YG04- und YG07-Konzentrationen unter 

1,2µM einen Anstieg des Wachstums nach 40h Inkubation gegenüber den 16h-Werten, bei 

MH3 unter 11,1µM, bei YG19 unter 33,3µM. 

 

Auf Grund dieser Erkenntnisse ergibt sich die Reihenfolge für die proliferationshemmende 

Wirkung der Organo-Metallkomplexe : MH3 > YG04 > YG07 > YG19 
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Induktion der Promotoren : 

Betrachtet man vor den genauen Einzelwerten zu jedem Teststamm das Promotor-

Induktionsmuster, so kann man deutlich sehen, daß die YG-Substanzen sich sehr ähnlich sind 

und gegenüber MH3 untereinander deutlich mehr Gemeinsamkeiten aufweisen. Dies ist durch 

das Iridium in den YG-Substanzen, gegenüber dem Rhodium in MH3, begründet. Allerdings 

zeigt MH3 mit den Standardsubstanzen Camptothecin und MMS mehr Gemeinsamkeiten als 

die YG-Substanzen. 

Durch MH3 werden auch die meisten Promotoren (11) induziert, gefolgt von YG19 (8), 

YG04 (6) und schließlich YG07 (4).  

Die beiden Referenzstämme werden, bis auf MH3, durch alle weiteren Organo-

Metallkomplexe induziert (wobei mit P(rnr2)-yEGFP keine Daten für MH3 gewonnen 

wurden). Bei YG04 und YG07 zeigte der Promotor von P(rad54)-yEGFP die höchsten 

Induktionen nach 16h und 40h Inkubation, bei YG19 nur nach 40h Inkubation. Innerhalb der 

YG-Substanzen induziert nur YG19 die Promotoren von P(mag1)-yEGFP und  P(pol30)-

yEGFP. Beide stehen als Indikatoren für ein DNA-modifizierendes/DNA-schädigendes 

Potential der untersuchten Substanz. Ebenso deutet die Induktion von P(plm2)-yEGFP  auf 

ein solches Potential hin. Auch YG04 induziert P(plm2)-yEGFP. 

Da durch alle YG-Substanzen die beiden Referenzstämme P(rnr2)-yEGFP und P(rad54)-

yEGFP induziert werden, liegt die Vermutung nahe, daß die YG-Substanzen ein 

genotoxisches Potential in den geringen Substanzkonzentrationen haben, welches bei 

steigenden Substanzkonzentrationen vom proliferationshemmenden Potential überdeckt wird.  

YG07 induziert als einzige Substanz innerhalb der YG-Substanzen nur die Promotoren der 

Referenzstämme, sowie die von P(hog1)-yEGFP und P(sng1)-yEGFP. Die alternative 

Komponente in diesem Organo-Metallkomplex stellen Brom-Liganden anstelle von Chlor-

Liganden dar.  

Angesichts der höheren Induktionen der entsprechenden Promotoren bei geringeren 

Substanzkonzentrationen muß YG04 gegenüber YG19 als potenter eingestuft werden, auch 

aufgrund der stärkeren Proliferationshemmung von YG04 in geringen 

Substanzkonzentrationen  

MH3 wird von mir auf Grund der starken Induktion von P(mag1)-yEGFP und der Induktion 

von P(pol30)-yEGFP, P(plm2)-yEGFP und P(thi4)-yEGFP potenter als die YG-Substanzen 

eingestuft, wenngleich P(rad54)-yEGFP nicht induziert wird.  

Im Hinblick auf ein mögliches genotoxisches / Promotor-induzierendes Potential der Organo-

Metallkomplexe ergibt sich die mögliche Reihenfolge : MH3 > YG07 > YG04 > YG19  
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3.7.2 Organo-Metallkomplexe im Vergleich mit den Standardsubstanzen 

 

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Substanztests der Organo-Metallkomplexe mit denen 

der Standardsubstanzen verglichen werden. Dies soll eine Beurteilung dieser Substanzen 

bezüglich ihres proliferationshemmenden und Promotor-induzierenden Potentials 

ermöglichen. 

 

Proliferationshemmung : 

Verglichen mit den untersuchten Standardsubstanzen haben alle Organo-Metallkomplexe eine 

deutlich stärkere proliferationshemmende Wirkung nach 16h Inkubation. Insbesondere nach 

40h Inkubation zeigen die Organo-Metallkomplexe eine gleichbleibende oder gar verstärkte 

Proliferationshemmung in den höchsten Substanzkonzentrationen gegenüber den 16h-Werten.  

Dieser Sachverhalt ist sicher auf die Metallkomponenten (Rhodium und Iridium) der 

Substanzen zurückzuführen, die nicht zu einem weniger toxischen Metabolit umgesetzt 

werden können. Die wirksamen Substanzkonzentrationen liegen dabei im niedrigen µM-

Bereich. 

 Bezüglich der Proliferationshemmung zeigte nur die Behandlung mit 4-NQO ähnliche Werte 

nach 16h Inkubation bei einer größeren Anzahl von Teststämmen und den beiden 

Referenzstämmen, wie die Behandlung mit den Organo-Metallkomplexen. Dabei waren die 

wirksamen Substanzkonzentrationen um ein Vielfaches höher. Nach 40h Inkubation waren 

die Wachstumsraten gegenüber den 16h-Werten jedoch deutlich angestiegen und nicht mehr 

mit denen der Organo-Metallkomplexe zu vergleichen.  

Bei der Behandlung mit H2O2 zeigten nur zwei Teststämme (P(thi4)-yEGFP und P(yap1)-

yEGFP) nach 16h Inkubation in der höchsten Substanzkonzentration (2000µM) mit ca.2% 

(P(thi4)-yEGFP) und ca. 8% (P(yap1)-yEGFP) sehr geringe Wachstumsraten im Bereich der 

durch die Organo-Metallkomplexe ausgelösten Proliferationshemmung. Jedoch zeigten sich 

auch bei H2O2, wie bei 4-NQO, deutlich höhere Wachstumsraten nach 40h Inkubation 

gegenüber den 16h-Werten. 

 

Zeocin ist die einzige Standardsubstanz, die in den hohen Substanzkonzentrationen 

(166,7ng/µl und 500ng/µl) nach 40h Inkubation zu einem weiteren Absinken der 

Wachstumsraten führt, wie dies auch bei den Organo-Metallkomplexen beobachtet werden 

kann. Dabei spielt die Substanzkonzentration jedoch eine Rolle. Bei den geringeren 

Substanzkonzentrationen (YG07: <1,2µM; MH3, YG04: <3,7µM; YG19: <33,3µM) zeigt 
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sich auch hier, wie bei den Standardsubstanzen, eine Erhöhung der Wachstumsraten nach 40h 

Inkubation gegenüber den 16h-Werten.  

 

Induktion der Promotoren : 

Eine spezifische Induktion bestimmter Promotoren, die nur bei den Organo-Metallkomplexen 

auftreten, nicht aber bei den Standardsubstanzen, konnte nicht beobachtet werden. 

Allerdings zeigten die Promotoren von P(ant1)-yEGFP, P(hog1)-yEGFP und P(mag1)-

yEGFP, sowie P(thi4)-yEGFP bei Behandlung mit dem Organo-Metallkomplex MH3 die 

höchsten Induktionen im Vergleich zu den Induktionen, die sie bei den anderen 

Substanzbehandlungen erreichten.  

Bei Betrachtung der durch die Substanzbehandlungen induzierten Promotoren fällt auf, daß 

die Organo-Metallkomplexe YG04 und YG07, sowie die Standardsubstanz G418 nur eine 

kleine Anzahl an Promotoren induzieren. Alle anderen Substanzen induzieren jeweils 

zahlreiche Promotoren, meist in mehreren Substanzkonzentrationen.  

 

Vergleicht man nur die Induktion des Referenzstammes P(rnr2)-yEGFP in Folge der 

verschiedenen Substanzbehandlungen, so zeigen sich bei MMS die höchsten Induktionswerte, 

gefolgt von YG19, YG04, H202, YG07 und schließlich Methanol. Ähnlich sieht der Verlauf 

der Induktionsstärken bei dem zweiten Referenzstamm P(rad54)-yEGFP aus. Die höchsten 

Induktionen bei diesem Stamm werden durch MMS, gefolgt von YG04, YG19, Methanol, 

Zeocin, YG07, H2O2 und in gleichem, geringem Maß durch Camptothecin und G418 

ausgelöst. MH3 zeigt bei P(rad54)-yEGFP keine Induktion des Promotors. 

Bezieht man aber die Beobachtungen aus 3.6.1 mit ein, so kann MH3 dennoch in die Reihe 

der Substanzen eingegliedert werden. Ebenso müssen auch bei 4-NQO und Camptothecin für 

eine objektive Einschätzung die weiteren Promotoren mit einbezogen werden, um diese 

richtig einordnen zu können. 

Somit ergibt sich bezüglich des genotoxischen Potentials der untersuchten Substanzen 

und/oder ihrer Metabolite die Reihenfolge :   

 

MMS > Camptothecin > 4-NQO > MH3 > (YG04/YG19) > H2O2 > MeOH > YG07 > 

Zeocin > G418 
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4. Diskussion 

 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erweiterung und Automatisierung des hefebasierten 

Reportergen-Testsystems.  

Dieses erweiterte hefebasierte Reportergen-Testsystem zielt auf den Einsatz zur Detektion 

toxischer Potentiale bislang nicht charakterisierter Substanzen in der Wirkstoffforschung im 

Rahmen präklinischer Studien ab. Ebenso ist ein Einsatz des Testsystems zur Beurteilung des 

toxischen Potentials von Umweltproben im Rahmen eines Biomonitoring vorstellbar.  

 

4.1 Erweiterung des Testsystems mit neuen Teststämmen 

 

Die Erweiterung des zugrundeliegenden Testsystems (1.6) zur Identifikation genotoxischer 

Potentiale mit neuen Teststämmen wird mit der Absicht verfolgt, zusätzlich 

substanzinduzierte Effekte in der Zelle durch die Auswahl entsprechender Promotoren 

darzustellen. Die Induktion von yEGFP auf Grund der Substanzbehandlung zeigt das 

induzierende Potential der betreffenden Substanz auf den jeweiligen Promotor an. Durch die 

geeignete Darstellung der Ergebnisse, wie unter 3.6 dargestellt, ergeben sich dann 

substanzspezifische Muster für die Proliferationshemmung und die Promotor-Induktion. 

Durch den Vergleich der Muster (Standardsubstanz / unbekannte Substanz) untereinander 

können Rückschlüsse auf das toxische Potential der unbekannten Substanzen gezogen 

werden. 

 

Unter 4.2.2 wird auf den durch das erweiterte Testsystem erreichten Erkenntnisgewinn 

genauer eingegangen. Durch den Vergleich der Promotor-Induktionsmuster am Beispiel der 

Standardsubstanzen Camptothecin und MMS  und dem Organo-Metallkomplex MH3 soll das 

Prinzip erläutert werden. 
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4.1.1 Neue Promotoren 

 

Neben den weiterhin verwendeten, etablierten Referenzstämmen P(rnr2)-yEGFP und 

P(rad54)-yEGFP, lassen auch einige der neuen Promotoren bereits direkte Rückschlüsse auf 

das genotoxische Potential einer untersuchten Substanz zu. Die zugehörigen Gene sind 

nachweislich in DNA-Reparaturmechanismen (DIN7, MAG1, POL30) oder in eine durch 

DNA-Schäden aktivierte Signalkaskade (PLM2) eingebunden.  

Die Gene aus der Gruppe der Resistenz-vermittelnden Proteine (PDR15, QDR1, QDR2 und 

SNG1) lassen Rückschlüsse auf ein nicht näher definiertes toxisches Potential zu. Sie sind für 

den verstärkten Export bestimmter Stoffgruppen mit toxischem Potential aus der Zelle 

verantwortlich.  

Des Weiteren kann der Promotor von P(yap1)-yEGFP ein verändertes Redox-Potential in der 

Zelle anzeigen, der Promotor von P(hog1)-yEGFP osmotischen Streß.  

Die weiteren Promotoren sollen den Einfluß der untersuchten Substanzen auf weitere 

Signalwege, Transkriptionsfaktoren und zelluläre Transporter in der Zelle anzeigen. 
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4.2 Ergebnisse der Substanztests 

 

4.2.1 Proliferationshemmung 

 

4.2.1.1 Das hefebasierte Reportergen-Testsystem im Vergleich 

Um eine Einschätzung dafür zu erhalten, wie die Sensitivität des hefebasierten Reportergen-

Testsystem einzuordnen ist, sollen hier die Ergebnisse für die Proliferationshemmung aus den 

Substanztests mit Ergebnissen aus den unter 3.4.2 erwähnten Untersuchungen der Organo-

Metallkomplexe in Krebszelllinien verglichen werden. 

Aus den für die FOR630 durchgeführten Studien zu den Organo-Metallkomplexen liegen für 

die Substanzen MH3, YG04 und YG07 Ergebnisse für die IC50-Werte, ermittelt in HT-29- 

und MCF7-Zellen durch MTT-Test, vor. Ergebnisse für YG19 lagen zum Zeitpunkt der 

Fertigstellung der Arbeit noch nicht vor und können deswegen nicht verglichen werden. 

 IC50 (HT-29) IC50 (MCF-7) 

MH3 39,75µM +/- 3,37 16,30µM +/- 1,28 

YG04 2,35µM +/- 0,25 5,71µM +/- 0,46 

YG07 4,33µM +/- 1,52 4,79µM +/- 0,72 

Da im hefebasierten Testsystem kein IC50-Wert bestimmt wird, ist im Folgenden das jeweilige 

Intervall angegeben, in dem die Proliferationshemmung einen Wert von 50% erreicht hat. 

Dazu wurden die Mittelwerte für die Proliferationshemmung bei jeder Substanzkonzentration 

aus allen Test- und Referenzstämmen, sowie die zugehörige Standardabweichung berechnet. 

 Hefebasiertes Reportergen-Testsystem (S. cerevisiae  FF 18984 (WT)) 

MH3 Intervall 0,4µM (59,1% +/- 9,5) bis 1,2µM (34,1% +/- 7,75) 

YG04 Intervall 0,4µM (67,8% +/- 0)    bis 1,2µM (28,2% +/- 7,7) 

YG07 Intervall 0,4µM (77,2% +/- 0,1) bis 1,2µM (17,5% +/- 3,0) 

Der Vergleich zeigt, daß die Werte für die IC50 in HT-29- und MCF-7-Zellen leicht über 

denen für das hefebasierte Reportergen-Testsystem liegen.  
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In der Regel zeigen sich Hefezellen als weniger sensitiv auf Substanzbehandlungen wie 

Krebszelllinien, insbesondere bei Substanzen, die speziell für die verbesserte Aufnahme in 

Säugerzellen modifiziert sind. Die Unterschiede in der Aufnahme resultieren aus 

unterschiedlichen Transportern und Transportmechanismen zwischen Hefezellen und 

Säugerzellen.  

Im vorliegenden Fall könnte die hohe Sensitivität der Hefezellen in der Verwendung von 

DMSO als Lösungsmittel begründet sein. Die Aufnahme vieler Substanzen in Hefezellen 

wird durch DMSO, das als Permeationsverstärker auf die Zellwand wirkt, deutlich verbessert. 

 

4.2.1.2 Einfluß der Promotoren auf die Sensitivität einzelner Teststämme 

Entgegen der Erwartung, daß die Teststämme und Referenzstämme mit einheitlichem 

Verhalten auf das proliferationshemmende Potential der untersuchten Substanzen reagieren, 

zeigten sich innerhalb der verschiedenen Hefestämme zum Teil deutliche Unterschiede. Dabei 

zeigten sich zwei auffällige Verhaltensweisen : 

 

1. Gesteigerte Proliferationsraten gegenüber dem Durchschnitt 

2. Verminderte Proliferationsraten gegenüber dem Durchschnitt  

 

Drei Beispiele für gesteigerte Proliferationsraten gegenüber dem Durchschnitt bei mindestens 

5 der 12 untersuchten Substanzen stellen P(qdr1)-yEGFP, P(thi4)-yEGFP und P(yap1)-

yEGFP dar. Zudem zeigen sie bei drei der Substanzen (MMS, MH3 und YG19) ein 

identisches Verhalten. 

Zwei Beispiele für eine stark verminderte Proliferationsrate gegenüber dem Durchschnitt bei 

der selben Substanz zeigen P(thi4)-yEGFP und P(yap1)-yEGFP. Durch die Behandlung mit 

H2O2 erreichen die beiden Teststämme eine Proliferationsrate von ca.2% (P(thi4)-yEGFP) 

und ca.8% (P(yap1)-yEGFP) gegenüber einer durchschnittlichen Proliferationsrate von ca. 

50% bei den übrigen Teststämmen. 

 

Beide Beobachtungen, eine substanzspezifisch gesteigerte, als auch verminderte Sensitivität, 

lassen sich ohne weiterführende Untersuchungen nicht sicher begründen.  

Die veränderte Sensitivität bestimmter Teststämme bei den durchgeführten Substanztests muß 

jedoch auf die jeweilige Promotorsequenz auf dem 2µ-Plasmid zurückzuführen sein, da sich 

die Teststämme lediglich durch diese voneinander unterscheiden.  
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Sofern nicht nur die jeweilige Promotorsequenz, sondern das gesamte Gen auf dem 2µ-

Plasmid vorhanden wäre und es zu einer Expression der entsprechenden Gene kommen 

würde, so könnte man das Verhalten der Teststämme leichter erklären. Die meisten der 

weniger sensitiven Teststämme tragen die Promotorsequenzen für Gene im 2µ-Plasmid, die 

direkt in DNA-Reparaturmechanismen involviert sind, oder bei Expression des Proteins einen 

Schutz für die Zellen beim Angriff durch toxische Substanzen darstellen.  

Dennoch scheint das Vorliegen bestimmter Promotorsequenzen einen Einfluß auf die 

Sensitivität der Hefezellen gegenüber bestimmten Substanzen zu haben. 

 

Eine mögliche Erklärung könnte ein Titrationseffekt der Transkriptionsfaktoren sein. Das 

verwendete Reportergen-Plasmid ist ein sogenanntes "High-copy"-Plasmid, und liegt in jeder 

transformierten Zelle in mehreren hundert Kopien vor. Dadurch liegt auch die in das Plasmid 

klonierte Promotorsequenz in dieser großen Zahl vor. Weist nun diese Promotorsequenz 

Bindungsmotive verschiedener weiterer Transkriptionsfaktoren auf, so treten diese 

zusätzlichen Bindungsstellen mit den genomischen Bindungsstellen in Konkurrenz. Dadurch 

könnte eine so große Zahl eines bestimmten Transkriptionsfaktors aus dem limitierten Pool 

entfernt werden, daß der eigentlich erfolgende Effekt nicht ausgelöst wird. Eine erhöhte 

Proliferation gegenüber anderen Teststämmen (verminderte Sensitivität) könnte die Folge 

sein, wenn Signalwege unterbrochen werden, die ansonsten zu einem Zellzyklus-Arrest oder 

zur Apoptose führen würden. Eine verstärkte Sensitivität würde resultieren, wenn durch 

fehlende Transkriptionsfaktoren, die als Repressor fungieren, Signalwege aufrecht erhalten 

bleiben, die eigentlich abgeschaltet werden sollten. Das Testsystem ist jedoch nicht darauf 

ausgelegt, diese Fragestellung zu beantworten.  

Um diesen Sachverhalt zu klären, müßten die Promotorsequenzen auf das Vorhandensein von 

Bindestellen für weitere Transkriptionsfaktoren untersucht werden. Ein Vergleich der 

Promotorsequenzen der Teststämme mit identischem Verhalten auf die Substanzbehandlung 

könnte diesen Sachverhalt ebenfalls erläutern. 

 

Zur eindeutigen Bestimmung des zytotoxischen / proliferationshemmenden Potentials einer 

Substanz sei an dieser Stelle auf die unter 1.4.1 beschriebenen Testsysteme zur Zytotoxizität 

verwiesen. Um zweifelsfreie Aussagen treffen zu können, sollten neue Substanzen auf 

verschiedenen Testsystemen parallel getestet werden, wenngleich die mit dem erweiterten 

hefebasierten Reportergen-Testsystems gewonnenen Ergebnisse reproduzierbar sind.  
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4.2.2 Promotor-Induktionsmuster 

 

Die zusätzlich in das Testsystem aufgenommenen Promotoren und die daraus resultierenden 

Teststämme erlauben durch den Vergleich der Promotor-Induktionsmuster bislang nicht 

charakterisierte Substanzen bezüglich ihres toxischen Potentials zu beurteilen. Wenngleich 

die Proliferationshemmungsmuster einen wichtigen Beitrag zur Gesamtbeurteilung des 

toxischen Potentials einer Substanz leisten, zielt das erweiterte Testsystem vor allem auf die 

durch den Vergleich der Promotor-Induktionsmuster gewonnenen Erkenntnisse ab.   

An dieser Stelle werden beispielhaft die Promotor-Induktionsmuster der beiden 

Standardsubstanzen Camptothecin und MMS im Vergleich mit dem Muster des Organo-

Metallkomplex MH3 gezeigt und kurz erläutert.  

Camptothecin und MMS sind beide für ihr genotoxisches Potential bekannt. Camptothecin 

wirkt dabei indirekt, MMS direkt auf die DNA. MH3 ist ein Organo-Metallkomplex mit 

Rhodium als Zentralatom, 3 Chlor-Liganden und 3 DMSO-Gruppen. Rhodium als 

Platinmetall werden Eigenschaften, ähnlich dem Zytostatikum Cisplatin, zugeschrieben.  

 

 
Abb. 19 : Promotor-Induktionsmuster von CMPT, MMS und MH3 im Vergleich 
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Auf den ersten Blick zeigen sich bei den drei untersuchten Substanzen unterschiedliche 

Muster aufgrund der induzierten / nicht induzierten Promotoren. Zusätzlich können aus 

diesem Muster noch weitere Parameter entnommen werden, wie die Legende unter dem 

Muster verdeutlicht. 

 

Vergleicht man nun die Muster untereinander, so stellt man fest, daß einige Promotoren durch 

jeweils zwei der drei Substanzen induziert werden, andere aber durch alle drei Substanzen 

gleichzeitig. Für CMPT, MMS und MH3 sind dies :  

P(ant1)-yEGFP, P(din7)-yEGFP, P(hog1)-yEGFP, P(plm2)-yEGFP, P(yap1)-yEGFP 

Diese Gemeinsamkeiten deuten auf gleiche, durch die Substanzen in den Zellen 

hervorgerufene Effekte hin.  

Zusätzlich werden durch MH3 noch die Promotoren von P(mag1)-yEGFP (auch durch 

CMPT) und P(pol30)-yEGFP (auch durch MMS), sowie P(sng1)-yEGFP (auch durch MMS) 

induziert.  

Diese Beobachtungen lassen insgesamt, durch die zahlreichen Übereinstimmung mit den 

Mustern der als genotoxisch eingestuften Substanzen Camptothecin und MMS, insbesondere 

im Hinblick auf die Induktion der Promotoren von P(din7)-yEGFP, P(mag1)-yEGFP, 

P(plm2)-yEGFP und P(pol30)-yEGFP auf ein genotoxisches Potential von MH3 schließen.  
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4.3 Das erweiterte Testsystem im Vergleich mit anderen Testsystemen 

 

Um den Stellenwert des erweiterten hefebasierten Reportergen-Testsystems einzuordnen, soll 

hier kurz auf die Vorteile und Nachteile gegenüber anderen bereits etablierten Testsystemen 

zur Identifikation des genotoxischen Potentials von Substanzen eingegangen werden.  

 

Wenngleich der Ames-Test lange Zeit für die Wissenschaftler das Testsystem der Wahl zur 

Identifikation genotoxischer Potentiale von Substanzen war, so eingeschränkt erscheint der 

Ames-Test heute nach über 30 Jahren im Vergleich zum hier vorgestellten Testsystem. Da er 

ein prokaryotisches Testsystem darstellt, das nur auf der Rückmutation eines Gens basiert, ist 

er in seiner Aussagekraft stark eingeschränkt. Wie bereits in der Veröffentlichung von 

Afanassiev et al. im Jahr 2000 gezeigt wurde, kann mit dem hefebasierten Reportergen-

Testsystem ebenso zuverlässig das genotoxische Potential von Substanzen bestimmt werden 

wie mit dem Ames-Test. Gegenüber Ames-Test, Mutatox-Test, Umu-Test, SOS-

Chromotest als Ein-Parameter-Testsystemen, stellt das hefebasierte Testsystem ein Zwei-

Parameter-Testsystem dar, in der erweiterten Form sogar ein Mehr-Parameter-Testsystem. 

Zusätzlich erlaubt das hefebasierte Reportergen-Testsystem einen wesentlich höheren 

Probendurchsatz, basiert auf einem eukaryotischen Testorganismus und führt, gegenüber dem 

Ames-Test, zu schnelleren Ergebnissen. Unter diesen Prämissen schneiden alle hier 

genannten nicht-eukaryotischen Testsysteme schlechter ab. 

 

Betrachtet man die gängigen eukaryotischen Testsysteme genauer, wie den Comet-Assay und 

den In vitro Säugerzell-Chromosomen-Abberations-Test, so zeigt sich, daß beide 

Verfahren nicht für den Hochdurchsatz geeignet sind und ohne den Einsatz von bildgebenden 

Verfahren zusätzlich aufwendig ausgewertet werden müssen. 

 

Gegenüber einem säugerzellbasierten Testsystem liegt der Vorteil des hier vorgestellten, 

erweiterten Testsystems in der wesentlich einfacheren und kostengünstigeren Handhabung 

des Testorganismus. Um mit Säugerzellen in einem vergleichbaren Testsystem zu arbeiten, 

wäre zunächst ein Reinstraum für das Liquid-Handling-System unabdingbar. Auch wenn 

mittlerweile zuverlässige Methoden zur Transfektion von Säugerzellen zur Verfügung stehen, 

ist der damit verbundene Aufwand noch immer größer und die Effizienz geringer als bei der 

Modifikation der Hefe. 
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Der einzige Vorteil, der mit einem säugerzellbasierten Testsystem nach dem Prinzip des 

hefebasierten Reportergen-Testsystems verbunden wäre, ist, bei der Verwendung 

entsprechender Zellen, der direkte Erkenntnisgewinn am Zielsystem. Jedoch bleibt weiterhin 

die Notwendigkeit bestehen, die "in vitro" gewonnen Erkenntnisse "in vivo" zu bestätigen. 

Eine weitere Möglichkeit zur umfangreichen Aufklärung des toxischen Potentials einer 

bislang nicht charakterisierten Substanz liegt in der Durchführung von Gen-Expressions-

Profilen. Auf diese Möglichkeit soll hier nicht weiter eingegangen werden, da die Kosten, 

verglichen mit dem erweiterten hefebasierten Reportergen-Testsystem, noch, in keinem 

Verhältnis stehen. Die Kosten für die Ermittlung eines einzigen Datenpunktes liegen bei ca. 

500 Euro. Von diesen Datenpunkten entstehen bei der Durchführung eines Substanztests auf 

einer einzigen 384-well-Microplatte ca. 1000.  

 

Abgesehen von den hohen Kosten für die Anschaffung eines Liquid-Handling-Systems und 

eines Microplatten-Lesegerätes sind die laufenden Kosten für die Durchführung von 

Substanztests mit dem Testsystem sehr gering und nur von Umfang der Studien abhängig. 

Durch die Erweiterung des Testsystems mit weiteren Teststämme und der Zielsetzung, ein 

umfassendes Bild substanzinduzierter Effekte aufzuzeigen, hebt sich das Testsystem von 

vielen anderen Testsystemen insofern ab, daß man mit dem Testsystem eine umfassende 

Aussage zu verschiedenen Parametern treffen kann, abhängig von den verwendeten 

Teststämmen. 

 

Somit bleibt als Resümee festzuhalten, daß das hefebasierte Reportergen-Testsystem auch 9 

Jahre nach Einführung und durch eine fortgesetzte Erweiterung sicher noch für eine lange 

Zeit ein vielversprechendes Testsystem zur Detektion toxischer Potentiale darstellt. 
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4.4 Aufnahme weiterer Promotoren 

 

Die Erweiterung des hefebasierten Reportergen-Testsystems, wie sie in dieser Arbeit gezeigt 

wurde, kann lediglich ein Anfang auf dem Weg zu einem viel komplexeren System aus einer 

großen Anzahl von Teststämmen sein, die weitere Stoffwechsel- und Signalwege in der Zelle 

aufzeigen können. Dieser Schritt ist nötig, um noch detailiertere Muster für die einzelnen 

Substanzen aufzuzeichnen und umfassendere Erkenntnisse zu erlangen. 

Die Aufnahme der Promotoren aller 6000 Gene der Hefe muß dabei das erklärte Ziel sein.  

Um all diese möglichen neuen Promotoren in Form neuer Teststämme in das Testsystem zu 

integrieren, sollte jedoch zuerst eine Automatisierung der Protokolle zur Herstellung neuer 

Teststämme etabliert werden, um das Testsystem möglichst schnell funktionsfähig vorliegen 

zu haben.  

 

Da es auf dem Weg von der gefundenen Sequenz in einer Datenbank bis zur Verwendung des 

möglichen neuen Teststammes viele Arbeitsschritte abzuarbeiten gilt und biologische 

Systeme oft nicht so wollen wie sie sollen, konnte im Rahmen dieser Arbeit nur eine 

begrenzte Anzahl neuer Teststämme hergestellt werden. 

 

 

4.5 Erweiterung der Automatisierung 

 

4.5.1 Technische Aspekte 

 

Um den Grad der Automatisierung beim hefebasierten Reportergen-Testsystem gegenüber 

dem Entwicklungsstand zum Ende meiner Arbeiten zu erhöhen, bedarf es einer deutlich  

umfangreicheren technischen Ausrüstung, als sie im Moment zur Verfügung steht. 

Ein erster Schritt wäre die Einbindung zusätzlicher Module in die Pipettierstation, die von 

dem Greifarm benutzt / erreicht werden können, wie zum Beispiel eine Möglichkeit zur 

Lagerung leerer Microplatten, und ein Inkubator mit Orbitalschüttler für die 

Lagerung/Inkubation der fertig pipettierten Microplatten zwischen den Meßschritten.  
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4.5.2 Auswertung 

 

Sobald die genaue Anzahl der für eine umfassende Beurteilung des toxischen Potentials 

benötigten Teststämme festgelegt ist, kann man sich an die Implementierung eines festen 

Makros in Excel machen. Mit diesem Makro werden die Daten selbstständig aus den 

entsprechenden Excel-Dateien kopiert. Die Teststämme wären dann bereits in dem Makro 

hinterlegt, sodaß lediglich Substanznamen der untersuchten Substanzen, die Konzentrationen 

der Stammlösungen und der Verdünnungsfaktor der Seriellen Verdünnung eingetragen 

werden müßten. Bis dahin müssen jedoch die Rohdaten und weiteren Angaben weiterhin 

manuell kopiert und eingetragen werden. 

 

4.6 FAZIT  

 

Es konnte gezeigt werden, daß das erweiterte hefebasierte Reportergen-Testsystem bereits in 

seiner momentanen Form gegenüber dem zugrundeliegenden Testsystem einen gesteigerten 

Erkenntnisgewinn bietet und bezüglich der Sensitivität durchaus mit Säugerzelltestsystemen 

vergleichbar ist. 

Durch den Vergleich der substanzinduzierten Muster für die Proliferationshemmung und die 

Induktion der Promotoren einer bislang nicht näher charakterisierten Substanz, mit denen von 

Referenzsubstanzen, kann das toxische Potential dieser Substanz abgeschätzt werden. 

 

Um das Testsystem allerdings für die Untersuchung von Wirkstoffen im Rahmen 

präklinischer Studien oder beispielsweise im Monitoring von Umweltproben einsetzen zu 

können, muß noch eine Vielzahl weiterer Teststämme in das Testsystem integriert und eine 

Reihe weiterer Standardsubstanzen getestet werden. 
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8.1 Plasmidkarte von pUMGP5-RNR2 
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8.2 Gensequenzen (Alphabetisch sortiert) 

 

Die Sequenzen sind alle auf dem Watson-Strang dargestellt. Der Anfang der Gensequenzen 

ist unterstrichen. Hinter der Zahl des Chromosoms ist in Klammern angegeben, auf welchem 

Strang sich das Gen befindet. (C) für Crick-Strang / (W) für Watson-Strang  

 

8.2.1 ANT1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom XVI (C) von 792100 bis 792783. 

 

    1   GTCACGGTAC CCTTTTCAGA GTCAATATCT TCTAACAGCC CCACATATCT 
 
  51  GTTGTCAGTC ACAGAGATTA AAGAAATAGT TTTACCGATG TACTGCGACA ANT1 
 
101  TGCCTTGCT GCTGTTTTTC GATGAATGCT TCTTCTACGA CATCCTCACT 
 
151  ATTCGTTTAT TGTTCTTTCT GACTGCCTCC ACGTTATTCT TTACAATCGC 
 
201  GGGTACAGTT TAATTTTTCC ACCGTGTAAG GTGACGGGAC TATGGTACTG 
 
251  GACTGAGGAA TCATTACATA TACGTCAGTA ATGGGTATCT TCATAATAAA 
 
301  CACCTTTATC CATTTAATAT GGAAATCGAT TGCACTGTCA TTTAAAATAG 
 
351  CGGCATCTAT GATACTTAGA GGGCAATTGC ATTGATAGAA GTTGTGTCAT 
 
401  TTGGTGTTCT CCTCGGATCG AGTTTTAAAT CCGATTTTTG CATCTCGGTC 
 
451  CGAGTGACTA TTTCAGATAA TTGGTAAATA TAAGAAGAGC AAGAAGATGT 
 
501  GCAAAAAATA GAGAAAATAT GATGCTGCGT AAAAGTACAG ACACCCTGGA 
 
551  AGCTAGGCCA AGATTGTTAC GAGCATATCA TCAATGTTAA CTCTAGAGTC 
 
601  TGCATTAACT GGCGCTGTGG CTTCGGCAAT GGCCAATATT GCAGTTTATC  
 
651  CGCTGGATTT ATCGAAGACG ATCATTCAGT CACA 
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8.2.2 ARP2 

Verwendete Sequenz auf Chromosom IV (W) von 398737 bis 399438 

 

    1  TCCGGATGGA TTGCCTATGC CATACTGGCT ATACAAACTG CATGGGCTTG 
 
  51  ACAGAGAGTA TCGCTGCGAA ATTTGTTCGA ATAAAGTTTA TAATGGGCGA 
 
101  CGCACTTTTG AAAGACATTT CAACGAAGAA AGACATATTT ATCACTTGCG 
 
151  ATGCCTTGGT ATCGAACCTT CTTCAGTATT CAAGGGCATA ACCAAAATTA 
 
201  AGGAGGCACA AGAGCTCTGG AAAAATATGC AGGGGCAGTC ACAGTTGACA 
 
251  TCTATTGCAG CAGTTCCCCC AAAGCCTAAT CCTTCACAAC TAAAAGTTCC 
 
301  TACAGAATTA GAACTAGAAG AAGAAGACGA AGAAGGAAAT GTAATGAGTA 
 
351  AGAAGGTCTA CGATGAACTT AAGAAGCAAG GTTTGGTGTG AAATCTCTCT 
 
401  GTGATATGTA TATTTGTTTG ATAGATAGCA GTTGTATGTA TTTATACTAT 
 
451  TCTTAGTAAT GACCTTATTA CCCGTCTTGT AGAATTGAAA GGCGAAAAAC 
 
501  AATTTGAGGA CCCATATAAT GGAAGAAAAC GGACGTGAAA GTTAAATATA 
 
551  CGTACCAGAA GACAAATCAC AGTAATAAAC TAACAAAACT ATATAATAAT 
 
601  AATGGACCCA CATAATCCAA TTGGTATGTT GTTGATATTT TTAGTGTTTG ARP2 
 
651  TGGAGGCAAT TGAGCTCGGT GCCCCTTTTG GCTTTGCCTC TTTTGCATTT 
 
701  TA 
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8.2.3 DIN7 

Verwendete Sequenz auf Chromosom IV (C) von 995431 bis 996124 

 

    1  CACGCATAAC CATCAATGGC TAATGTTTGA TACATGTATT TTTTCAGGGA 
 
  51  CACCTGTTTT TGAATTCTCT TTAATTGAGG CAGTAAGCCA GGTATTCCCA DIN7 
 
101  TCCTATCGA ATAATAATGT TCTTGTTGTT AATTTTGATG ATCGTTTTCT 
 
151  CTTACTCGCT AAACAATATC TCTTTCCATA TTAAGCCCAT AAATATGATT 
 
201  ACTTTTCTCG AATTACCACG AACGACATAG AGTGCCACAT ATCCCTTTTG 
 
251  TGCAACTATT ATCCTTTAAC GTGTCACGGA ACGCGTCAAA ATGGTAATAT 
 
301  GTAAACAAAG GAAAGTGAAA TCAAAACAAA ACTAGGGCAG CTTCCAGTAA 
 
351  TTTCCCAAAA CAAACATATG TATATTATAT ATATATGTGC TTTGAAATGA 
 
401  ATGTTACAAA TGTGGCTATC TTCATTTTTT CAGCTAAACA TTTATTAACC 
 
451  ACCTCATGAG CTTTCCTAAT AGTCCTTGAT TCAGCCAATC ACTTATAAGA 
 
501  AGCACTGCAG CTTGAGGCAT AAACTTTTCT ATACTCACAG TTGTTTGATA 
 
551  AAAGGCTAAA ATATACAGTT TCTCCTAATG AAAACAACAA AATTTTCATA 
 
601  CCATATCATT TCCTTGTTCA ACATCCTTAT TTGGCAATTT GTAAAGCTTA 
 
651  AAATAGTCAA CTTCTATCCC GTTGAGCAAA GCTTTAGAGC CCGA 
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8.2.4 FBP1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom VII (C) von 874691 bis 875830 

 

    1  AATTGCTTCT GGTGCTCGAT TATGAATCTA GGAAGAGTGA TGATATCGGT 
 
  51  ATCAAACCCT TCGGTAGAGT CTCTTCTTGG TCCATTTACT AGAGTTGGCA FBP1 
 
101  TATGTGTGGT AGTATGAGGG ATGTTTCTTA TATGTTCGCA CTGTTATTCT 
 
151  TAGGCCTATC ATACAAAAAG CAAGATCAAG ACAAAATACA CGTCTGTAAT 
 
201  TGCACTACTT GTTGCTCCAT ATATATACGT ACATTTGTTA GCGAGTGAAA 
 
251  TGGATAATAT TGCCTATACA TAGGACGATC CTTATAATAT AGTGTGGGGA 
 
301  AGATGCCACA AGTTGGCAAG CGACAGGAAG AAACCAAGCA AACCAAAAAA 
 
351  AAAGTAGTGG GTATTGGCCA GTTCGGCAAT CTTCGCCTTC AAATTCCCTG 
 
401  TCTCAACTTT TTAAGCTTTC TTGATATGTG GGAATACCAG GCTATTGCTG 
 
451  CCTTGCGTTG GCTCTTACGC CCTTAACATT ACCTAGCTTT ACTACATAAT 
 
501  GAGCTTTCGG GCCCGCATAA CTCCGGGTGT CCGCACGACC GCGACTACTA 
 
551  AGAATAATAA TAATACCCCG GAGGTGAATT CAAAAGCGGC GATTCCATCC 
 
601  GTCCGGAAAA GAGAGCAGAA GTTAGCCCGG GACCATGCAG TTTGATGGGT 
 
651  TGTCTATCTT AGACTGGAAA ATTCGAAGAA CTCATCCTTG TTAGCTCAGT 
 
701  TGGTAGAGCG TTCGGCTTTT AAGCGCATTT GCTTAAGCAA GGATACCGAA 
 
751  ATGTCAGGGG TTCGAGCCCC CTATGAGGAG TTCTTTACTT TTTTTTTATC 
 
801  AACTTCCTTT GCTTCACGCC TATTATAAAT TTAGATCGCG TATGATATTG 
 
851  TTAATCGGCG GTTAGAATTT ATAAAAATCG ACGATTTTCT AGGAATTATT 
 
901  TGCGCATACA TATATATAGT TATTTAGCTC TATACAGGTG TAAGAAGGCG 
 
951  TTGATAAAAC TATGGTAACA AAATAAAAAA ATAGAGGGAG GGGTGTGGCT 
 
1001  AAATGCGATT TTTTTTTTCT TTGGATATTA TTTTCATTTT ATATTCACAT 
 
1051  CAAATCAGAA AATCCTGGAA CGAGGTTCTT AGTAAACCCA CCTTCCTTGG 
 
1101  CGGCAGCTTC GTAGTAGCCG TAGATGGTGG TAGTAGCCAT CAAAA 
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8.2.5 HAL1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom XVI (C) von 566568 bis 567366. 

 

    1  GTGCAGAATA TGTTGATTCC TTAATGAAAG TTGTCCAAAA CGGTGCTTCA 
 
  51  TCCCAAACTT TAAGTACATC TGGTGAGAGC TTTACCGAAA CGCAATTTTG 
 
101  AATACGCTTC AAGAAGATAA AAGTATAAAT AATACATATT GCCAGCAACT 
 
151  TAGTCACATA TCTCTTTTAT CTCTATTTAT CCTCTTTTTA TTAATTTATG HAL1 
 
201  ACCACGATCA CTATATTTAG TTCGAAAGTT AGTGTTTGTT TTGCCAAGAT 
 
251  ATCCTCGCAG AAACAGTTTT ACTTAAAGTT TCAGGTGTTG CGTGGAATGC 
 
301  CCCTGCTAAG CTGTCGTGTC GCGCTCTTCC CCGCGTTTGT TTCACATTAT 
 
351  ATATCATATG GCGTATGACG GTATGGGTGA AAATAAGCGT AGGCTGGTTG 
 
401  TGTGTATTTC TCTCGCACTT TGAAAGGGAA AAATAAAAAT AGAGTCTATT 
 
451  AGGAAGCTCA CATATGCCGG GAAAAATTAC GTAAAGCATC AAAAGGGAAA 
 
501  GAAAATATAG GGAAAGATAA AACAAAAAGC AGAACGGTAT CAGGCATTCT 
 
551  TGTTTTAGCC TTTATGTACG ATATGGCGTT TATTATGGAG AATATTGAGG 
 
601  TATTCAACTA TTTAATACTT GCTATAAATT CTGCCAAACT ACTAATCATT 
 
651  CCGTTTATAT AACTCAAGAA AAGAGAAATA CAGAAACAAA TAGATCAGAT 
 
701  GCATTTCAAA GATTTAGGAT TGCATGACTA CACTCTCAAA AACTTGATGT 
 
751  ATGAGAATAA TTGCTGTAAA TTTTATGATG CCGTGGATGA AAACAACAT 
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8.2.6 HOG1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom XII (W) von 371111 bis 371721. 

 

    1  GTCGATTAAA AGTTAATTTT AATCGATTGA AGGAAATAAG AGGAATAGCG 
 
  51  CAAGTTGTTA GGAAAGCGTT CTTTATCTCC AAGACTTTGC CCTGTATATA 
 
101  ATTAAACACC TCAAAGCGCT TCGTCATGGA TGGAGATTAT TCGGCATTTT 
 
151  GACATACAGG AGTGCCACAT GCGAAAGCGG AGTGGGCGTA TTCTCTGGTT 
 
201  ACCCTACATG GTCTGGCGGC GTTATTATAC GGGAGGATCT TCGAAGGGAA 
 
251  GGAAGGAAAA AAAAAAAGAA AAGGCCAACG AAAAGCAAAT ATTATCTATC 
 
301  GTCGAAATTA TCATACTATC TTACAATAAG AGTAGTAATT ACTTTCTTGT 
 
351  TTGTATAGTG GAAGAGGAAT TTGCGATAAT AATAGCAAAA GTAACTAATC 
 
401  TCTAACAAGA AACCTTATTT ATTTTCTCTT TCTTCTATAT TGGTAAATAC 
 
451  TAGACTCGAA AAAAAGGAAC AAAGGGAAAA CAGGGAAAAC TACAACTATC 
 
501  GTATATAATA ATGACCACTA ACGAGGAATT CATTAGGACA CAGATATTCG HOG1 
 
551  GTACAGTTTT CGAGATCACA AATAGATACA ATGATTTAAA CCCCGTTGGG 
 
601  ATGGGGGCAT T 
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8.2.7 MAG1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom V (C) von 455931 bis 456590 

 

    1  TCAGGAAGAG CAACCTCTAG AGGTCGAGAC CCTAATTCTT TTGCTATTTC 
 
  51  CTTAACAGCG TCTGCTTTTA TTAACTCATC ATACTCCCTT TTTAGTTTCA MAG1 
 
101  TTGAGACCAA TCCCTCTCTA GCTTCTCTTG ATTCTCAGTA AAAAATTAAA 
 
151  AAGGAAAAGT ACCACTTCCA TCGTCATATC AGAGGGCAGT GGCCAATTCT 
 
201  CATTGATTCA TAGATAACTT AAACTTTATG TAAGAATTCC CGTCGCCACC 
 
251  CCGCCCTGTA AATTCATCGC CACCGAAAAG ATAATAATAC CAAAATGATA 
 
301  TATAAAGTAG GTCGAATAAG AAAGTATACT TAACGTAGTT AACAAAGTAC 
 
351  ATACCAAACA TAACAGCAAA AATATACGTA AAGATGGATT TAACAATTTC 
 
401  AAACGAACTT ACTGGCGAGA TATACGGCCC AATTGAAGTC AGTGAAGATA 
 
451  TGGCTTTAAC TGATCTAATA GCATTACTGC AGGCCGATTG CGGGTTTGAC 
 
501  AAAACAAAAC ACGACTTATA TTACAATATG GACATTCTAG ACTCAAACAG 
 
551  AACTCAGTCT TTAAAAGAAC TAGGGCTCAA AACCGATGAC TTATTATTGA 
 
601  TTAGGGGTAA GATTTCCAAT TCCATTCAAA CAGATGCTGC TACTTTGTCC 
 
651  GACGAAGCGT TCATAGAGCA ATTTAGACAA GAGC 
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8.2.8 NHX1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom IV (W) von 1366719 bis 1367577. 

 

    1  ACACTAAACC CGAAAGAATC TGGGTATTCA GCGAACAATT TCTTCAACAG 
 
  51  TGTAGATTTA CCTGTACCAC TTGGGCCAGA AATTACGATA GGACGGGACA 
 
101  TAACGCAAAG GTTTACTAAT CTTTATCCGA AGTAAACTGT AGTTATCAAC 
 
151  TAAAAAGAAA CGCCATTGTG TATCCATTTA TGCTAAATGT ATTTTTTTTT 
 
201  TTCTTTTTTA TGTGTTTCCA AGCTTTTTTT CGAAATTTGG AATGTACCGA 
 
251  TGAGTACGGT TGCTATTAGC ATCGACGCCG CCGGAAAGAC GCATCACATA 
 
301  TTTCGAGAAC CGAAACTTCC TGTCGATATA ACCTACACTT CAAATAGCTA 
 
351  TCATTTCGAA TCGTCGCAGT TTTGACAATC ACATTTATAC ACTTACTGTC 
 
401  GTTTTTTATG TAAAGGCTGT GAAAATTTCA CCTTATTAAT GCTTATAGAG 
 
451  CAGAGTTTAG GATGAATTTT GCATTGTAGC CTGCCGTGAG CACACACAAG 
 
501  GAGTAGCAGA GCAGTAGTCT TGCCAAAGGA TTATGACAGA TGATATACCT 
 
551  TGCACAAACG TGATAGCAAG GAACTGCAAA AGTTGATATC GAACAATCAT 
 
601  TATTCACGGT GTGACTTTTT CTGTTTCCGT TGCTTTTCTA GCTACTCTAA 
 
651  GATAAAGGGC ACCCAAGATT GACAAATAGT TGTAGATTAA ACATAGATTG 
 
701  CAAGCAGTGA AATTCAGAGG ATAATCTTTT ATCGCTGTCA GTACATACCA 
 
751  TATGAAAAATGCTATCCAAG GTATTGCTGA ATATAGCTTT CAAGGTGCTG NHX1 
 
801  TTAACCACCG CCAAGAGAGC AGTTGATCCT GACGATGATG ATGAACTTCT 
 
851  ACCTTCCCC 
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8.2.9 PDR15 

Verwendete Sequenz auf Chromosom IV (W) von 1278330 bis 1279303 

 

    1  TAAAACGAGA GATAGACAAT AAGCGAGAGC GTCACGCCGC CGAACTGCAG 
 
  51  CGCGCAGATA AACTAATTGC CCTGAACAGG TACATAGAAG ATCTACATTA 
 
101  GAAGGTTTCC CATTCCACCC CTTCGTTAAC CCACACGCAA ATACCCAGAT 
 
151  AAGCATCTTG CACCCCTCAC ACTTGTATAT ACGGAGCAAA CTACATAATC 
 
201  TCTAAACAGA AAAAAAAAAA AAGAAAGAAA ATTAAGAACA TTACTTTTTC 
 
251  CGAGCAACAA ACGCAAAAAT ATATGAAGTG GCTGTAGAAC ATGCCTTACG 
 
301  GAAGAAAAGA ATGATGATGG CATCCCCTTC CCCTGCCCTG GAAGGTGGCC 
 
351  TGTATTTCTG TTCTTTTTTT ATTTTTGTTC GCGCAAAGAG CAAGAACATT 
 
401  GGTTGCTTTA CTTATTATTT TCAGGGTCGC TTCCGCGGGA TGCCATGCAC 
 
451  GGATGCCTGC GGAGACAGTG GCGCGGAGCC GTCCGCATGC TCGTTCCGCG 
 
501  GAGAGTCTCG AGCGGGTCCG CGAGGGGCGG ATCTGCAACG CACGGTGCCG 
 
551  GGGTTAAGGT ATGGCACGAT GGTAAGACGA TGAGGGAAAA GAATACTGCT 
 
601  ACTGCTGTGC GAGACTTTGG TAGTAGGGAT CGGAAAGGGA GCATGTACAT 
 
651  CTGAGGAATA TATAAGCAGG AGCTCTCTAC CTGGACCAAA TTGCCTTCTT 
 
701  ATGTTGCTGT AAAGAGATTT GCTAGTCTTG TTGTAGATAC GTCATATGCA 
 
751  GTATTCAAGT ATACTACTGT TAAGAACATC ACATCACTAA TACTATTAGC 
 
801  GTATAACAGT TACTATACGA ATATATAAAC ACACACACAC ACAAGCAAAC 
 
851  ACACTTATAA TTATCAAAAA CCTATGTCAT CAGATATCAG AGACGTAGAG PDR15 
 
901  GAACGAAATT CGCGGAGCTC GAGCTCAAGC TCGAGCTCGA ACTCTGCCGC 
 
951  CCAATCCATT GGACAGCATC CATA 
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8.2.10 PLM2 

Verwendete Sequenz auf Chromosom IV (W) von 1450245 bis 1451446 

 

    1  GGAGACATGC TTCAAATATC TCATTCTACC GGTACCAGTA GTGTGTCTTC 
 
  51  TCTTTGCCTT GGCAGCCCAG TTGTGAGATC TAGTCTTAGC GGATGGGTAA 
 
101  CCACAAGAGG AACAGGTCTT CTTTTGAACA TGGAAAGAAC GACGACCACA 
 
151  TCTGTTACAC AAGGTGTGAG ATTTGTTGTG ACGCTTACCG AATGAAGGAG 
 
201  TACCCTCTGT TTAAAATGAA AACATAAAAG TTAATTATCG TTAGTAAAAC 
 
251  TTTGAACTAA ATAAACTCTA CTGCTGGATT CAGAACAACT TCATTGGCGG 
 
301  TCTAGATGTG TGTTGCTGTC TTACACTATT TCTTCTCACC TTTTTGTATT 
 
351  GACACTCAAA TCTTTTTATT CGCTCTTTAT GCATCCGTTA TGTGCAATTT 
 
401  CTTATCATCA ATGGCTCTGG CAACATTCAT CATTCTATAT TTTTAAATCT 
 
451  TTTGGCATAG TGAATAACGT AGGTCTTAGT TTACCTGGCC TCTCCTGGTG 
 
501  GAAAATTTTT TCAGTGCTTC TTTCTCATGT AATCCTCTAA ATCAGACCGG 
 
551  ATGTGATTGA ACGTTGACTC ATCAATTAAT AATTCCTGTA CATACTACCC 
 
601  ATCTTTACTT ATATATTCGT TTACCTCTTT GTTCTTTATC TACACATAGT 
 
651  AGTGCTTTTT GTTACCGCTT TCTATAGTAA CCTATGCTTA CTATTCCAGC 
 
701  CATGTTTCCA ATCTCATCCT TCCCGCAAGT GGCAGGAAGA TTCTCAGTGA 
 
751  TAATATTAGT GGTGTACGGA GTGCTTGAAG AAAAAAAAAA CTGATATAGA 
 
801  ACCCAAAAAT GTTCGGCTTT TAAAATACAA ATATGTACAG GTGTTAATGT 
 
851  CTAAATAATG ATAATCCAAA CGCGATAATT TTTTTTTCGC GTTTGTTTTT 
 
901  GTTTCAGAAG AATAAGTAAA CACTTCTGCC TCTCCCAAGA AAGTTTAATT 
 
951  TCTCTCCTTA TTTGCCGTTT CTATCGTTAC TAGCAACGGG GAACAATATA 
 
1001  TAGAAGCGTT TTTTTTTTTG GTATACTATT TACACAATAT TTGCCGATTT 
 
1051  CATTAGTCTT TTCGCTAGAA GTTTCACGAC AAAATCGTCA CAATTTTGGT 
 
1101  TATGTCCCAT CTCTTCCCAC CATCATCACC AGTTGCTGGT AAACCTTTGG PLM2 
 
1151  AAAGCCCACA AAAAGAACCT GGTAAGCTTG CTAATACTTC TGTATTGACC 
 
1201  TT 
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8.2.11 POL30 

Verwendete Sequenz auf Chromosom II (C) von 425660 bis 426284 

 

    1  CCATCTTCTT TACATTGGAA ATTGACCAAC TGGACACAAT CTTTGAAACC 
 
  51  ATCAATTATT CTCTTGAAAA GGGATGCTTC TTCAAATTTT GCTTCTAACA POL30 
 
101  TTTTTTCTCT CTTTTGACTG CGTACTTAGT GCTTGCTGCT TGTTGCTGTG 
 
151  AGTGAAAAAG GACGGCGAAA GTGAAAGGTG CAAGTGGAAA GAAAGGAAGG 
 
201  CTAAAGCAAA AGTGTTTCTT ATATATAATT TTATGTACCA GAGGAAGCAA 
 
251  AGTACGAAAA CTATCAGTTG AAATCCAAAA AAAAAAAGTT ACGCGTTTCG 
 
301  CGTTTTGGTG CGTCGGATGG AGAAGAAAAA TGCTAAATAA TTAGATATTG 
 
351  AAGAATCAGC ATAAGTTGTG CGAAAAAGGA AGAGAATACA TAAAAGAAAA 
 
401  GAAGGATATA TAAGTAAAAT AATGATAATA GTAATAATAA TAACACATAA 
 
451  TGCAACCTAC TCAACTTCTT TCTGAAGTTT CAAAAGTACG TTGTATGGGA 
 
501  GGTAGAGAAC ATTGAGTTGT TAGATCAAGC ACGTGTAGCA TTGTACAATT 
 
551  CCTTTTCAGA TTCGTATCTC TTCTTGTCTG CTTGAGCCTT AGATTCATAG 
 
601  GGTTGCTTTT CTTCAGCAGT TAAGG 
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8.2.12 QDR1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom IX (W) von 133769 bis 134514. 

 

    1  GGGCTTTAAC CTCCTCGTCA TCGATCCTCT TATTTATTCT CTTGAGAAAA 
 
  51  GGTAAAGAAT TAGCCTTTAA GAGGAAAAAG CAAGAACTGG GAGTAAATTA 
 
101  AGAAGTAAAG CTTCTTGAAT CAAAGGAAAA TGTTCCTTTT GATCGCTCCA 
 
151  CTACCGAGAA AGAGGAATTG GTGTGATAAG TCTTCTCAAA TAGAAAGTAA 
 
201  TAGTAAGTAT TTTTTTTTTT TTAATCTGAA CTCTGTAATA ACTAAAATTA 
 
251  GAGTTAGCAG CACGATTCAC TAACATAGAA CGGCTAGTAC TGAGTTTTGC 
 
301  CTTTATTATT CTCCGCCATT TTTTGCCAAG GCCGAAAATA TGCTGGAGGT 
 
351  GCGAAATTCG GAGATTCGGG TTTCATGTTT CTGGCCCGGT TGTTAACGGA 
 
401  CCCTTTATCT CATCTTCTGA TCTTGGAGTT TCTTCTAGTT GATAAAACCA 
 
451  TGGTGAAGCT GAAAGGTTTG AAGAATCTCT ATCACTGTAG CAAAAAAATC 
 
501  TTCTTACAAC AAAAAAAGTA AGCAAGCAAT CAGCGTTCAA AGGAACTTAT 
 
551  TCTTGCTTAA AAAAAGTGAT AATCTCTTAG CACTACCATC TTCTATTAAT 
 
601  AAAAAAATAA CAGATAGCTC ATGAAGAGAC TTCTATAAGT AAATCATGAC QDR1 
 
651  CAAACAACAA ACTTCTGTAA TGCGTAACGC ATCTATAGCC AAGGAAGAAC 
 
701  GTGAAGGATC TGATAATAAT AATGTGGACA GATCCAGCTC AGATGC 
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8.2.13 QDR2 

Verwendete Sequenz auf Chromosom IX (W) von 131562 bis 132341. 

 

    1  TGGCAAATTT TAGGTCGCCC ATGCGAAATC CCCAGCCGGC TTCGTCCCAA 
 
  51  AGGCCCGTCA ATTTTCTCAT TCATACACCA AAACATCCTC CTCCCACATG  
 
101  ACGTGCAGTA ATTTTCATTT TTATCACCTA ATTTCTAAAA CTATATCCCT 
 
151  TCCTAACCTT CATTCGATGC ATCCGTCCAC CTTACTTCAG TTCAAAAAAA 
 
201  AATATATATC CATATATATG CTACAGTGTT ATTATTACGA TTTCTTTGCC 
 
251  TTTACTCCTT ATCTCATTTC AATCATGAAT AAACAGGATA TTGATAATAT 
 
301  ATGCTGTCAT TTTGGATTCA GTCTGCTTAA CTGTCTTGTC CACCCCCGGT 
 
351  GTTCTTACCC GTCTGAGCGG TCGTAAGACG GAGGTAATAA TTTTTCAGCA 
 
401  TCCTGACCTC CCCCCCAAAT CTGTGCCTTT CACCACATTT TTCTCGAGAA 
 
451  AATGTGTCTT GGCTCAGATG ATGTCGTATG AGCTACTGGA CTTTTTTTTG 
 
501  TTGGCCCTGA TGAAAATAGT AATGGCGGTT ACAGAACAGA TAAACGGCGT 
 
551  CACCATCTTT TCCTAGATAA AGAAGCAATC TCTAGATAAT GGGGTATATA 
 
601  AATATACATT GTAAAAACGG CAAGTCAGTT GCTGGTCATT TTAGTAGAAA 
 
651  CTCTGCTCTC AAACTTGAGT ACTGCAACGA TGGCAGGAGC AACATCAAGT QDR2 
 
701  ATAATTCGGG AAAATGATTT TGAGGACGAG CTTGCGGAGA GTATGCAGTC 
 
751  ATATAATAGA GAAACTGCAG ACAAATTGGC 
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8.2.14 RIM101 

Verwendete Sequenz auf Chromosom VIII (W) von 50478 bis 51209. 

 

    1  TTAACACTTT AGCAAATGAC GATGCCACAA ACCACTCTAC CATTTCGTTA 
 
  51  TCAGACAACG TAGACTACTC CAGGAGGGTT CTGCGGCTAA TGAACGAATA 
 
101  AAGACTGCAG CTCTTATACG TAATAAATAT TCCACGAACG ATAATACATA 
 
151  CATAATTTTA ATTCTGAACT TTGTTTTTTT CCTTCGAATG TTCTCAAAAG 
 
201  AATGCTTTAC GACAATAACG CTGTTATCTT GTACATACTT TTCTCTGCCC 
 
251  AGTGACAGCA GGCACAATAA TCTAAATACC GCGTTCGTGC GAGACATTCT 
 
301  CTGTGATTCA CAGATTACGG CGCAGAAAAT AAAATAGCCG TCCAGCTCGG 
 
351  AGTTTCTAAA ATTACGTCCG AGATGACGGA GGCTTATAAA ATCATTTCAG 
 
401  ACGGGTGAGG GATGCCAATC TACGAGACAA AAGATAAAAA ATTAAGACTC 
 
451  AATAATATAG AAAGGAACTA AATGTTTTCA TAAGAGTCAC CGTCTATAAC 
 
501  CTTTTTTTTT TTTATTGGTC TGTTATCACT TCCACTGAGA AAGTAATATT 
 
551  GCTATTGCAC AACACTTTTT GAACAAGTGC AAAGATAAAA TACTGAAAAC 
 
601  GGTAAAGTAG GTTTGTTTAA ATTGACTTAA GATGGTGCCA TTGGAAGATC RIM101 
 
651  TGCTTAATAA AGAAAATGGC ACTGCCGCAC CTCAACACAG CCGGGAGAGT 
 
701  ATAGTAGAAA ATGGGACAGA CGTTTCTAAC GT 
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8.2.15 SAL1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom XIV (W) von 471004 bis 471479. 

 

    1  ATTGGTAAAA CCTGGTCATG GTTTACCTTA TTCTCTATTG GTTTCAAACC 
 
  51  CGAGAAGATT TGCCAGTATT TTTTTATTTC AAATTGTTCC AACTTGGGCA  
 
101  TTTTTCAGAG ATCCCTGTTA TCTTTACCGG CCTTTCCAAT ACCCACTAAC 
 
151  TCTATGGTTA TATTACAATC GTCTGATTAT AACAGGCAAT TAACCTTGTG 
 
201  TTTCTGACGT TCTTTTCATT CATTCTTGAT ATGTTAAATC ATAGGGGTCC 
 
251  TACACGATCG TCAAATATGA TATTTAAAAA GTAATAAATA AAAATGCAGC 
 
301  TTTTTTATTA GCGATGGGAA ATATTGAATA TTTGAAGGGG CAAATAACGT 
 
351  TTAATTCAAT CGAATGACGG TCTAAATGCT GCTGAAAAAT TGCGAGACGG SAL1 
 
401  ACAAGCAGCG AGATATACGG TATGCGTGTT TGTTCAAGGA ACTTGATGTT 
 
451  AAGGGAAATG GTCAAGTTAC TCTAGA 
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8.2.16 SIR2 

Verwendete Sequenz auf Chromosom IV (C) von 378342 bis 378971. 
 

    1  ATGTTCCGAT CGGAAGCTCT AATTTGAAAG AAATGATTAT TAGCAGTCTT 
 
  51  TCTCCCTTGG AGCCTCACTC CCAGAACGAA ATTCTACAGT ATTACTTGTA  
 
101  GCCTGCAACT CCTCAATGTG TCAATTAACT CTTACTTAAT TTATGTATAT 
 
151  ATTTTTTATG TATATGCTTA TATGCATGCG CATATGCTCA TAAAAGATAC SIR2 
 
201  ATTGTTATAG GTCATTTCTT TTCCAAGCTA CATCTAGCAC TCCTTCCAAC 
 
251  CATGGTCCAG GACAGCCAGG ACCTTTTCTT GCCAAAATTC TTGCTTTCCC 
 
301  ATCTCAGAGA AAAAACGAGG AATTTTTCTT TGTCCTCTTT GGCCGCCAGT 
 
351  TGCGGTAAAA TATTTTTTTT CTAGGTCGCA TAGTTTGAAA GACTTGTCTT 
 
401  TTTCACCACC CAAGAAAAAT ATATTTAGTG AAGAGATGTA AAGCCCATTC 
 
451  TCACGTATTT CAAGAAATTA GGCATCGCTT CGGTAGACAC ATTCAAACCA 
 
501  TTTTTCCCTC ATCGGCACAT TAAAGCTGGA TGACCATCCC ACATATGAAA  
 
551  TACGCCGTAT CAAAGACTAG CGAAAATAAG GTTTCAAATA CAGTAAGCCC 
 
601  CACACAAGAT AAAGACGCGA TCAGAAAACA 
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8.2.17 SNG1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom VII (C) von 894043 bis 895600 

 

    1  TACTGTACGA AACCCCGTCC CTGCCGCCAG TAAATGCAGC TGCTGCTGCA 
 
  51  AAACTAGGGT CCTCAATGTA CTGTGACTCT TCATCACCAA CCGATTTAGT SNG1 
 
101  CATATTTGTT CTCTGTACGG CTACTTACAC TTATGTCAGT ACCCGATTCT 
 
151  TACGGCGTAT AAAAGATTAA AGAAACAGGA TATGTGGCTT GATATATACA 
 
201  AAAAAAAAGA ACGATATGGA GTACACTATG TATCTCTCAA CAATGCTAAG 
 
251  ATATGAAGAC GCTTATTGAC TACGCCAGTC CGTTTTCCAT TCCCTTCTTC 
 
301  GAATAGGGTG GCCCGTTGAT GACAAAGCTG CGAGTCATCT ATCATCAAAC 
 
351  AAACTCACGG CTTTCGCTTT TCTTTAGTCT ATTTCGGATT GTACCACCTC 
 
401  CTCGGACATT CATAAAAGGA TTCGAAAACG AATAACCACG CATATACACG 
 
451  GAAATAGGAG AAAACTAAAC GGGAATCGGT TTATTTTTTT CTCAACATTT 
 
501  CTTTTTCCTG ATTTTCCATC CTTTTCGAGA TCCACCTATT GTGGTGAAAA 
 
551  ATAACGAAAA TATGTGCTTT AGGTGTGCAA GGCATAATGT GTGGCATACT 
 
601  GGAAGGAACA AGTTGAACAC GCCAGCTGGA AAGAAGTTCA ATACCAACTT 
 
651  GCCCAATGCC TAACTCAAAT GTTCGGATTC CTCCTACTGT TCCATCGAAG 
 
701  ATAATAGATG TGGTCGACCA AGCGCTAAGA GCGCGACTCT TAGGTGGCAG 
 
751  CACCTTCAAT TCAGGGTTTG ATAGTTTAGA TTCCGTACTT AACTTACAGT 
 
801  TTAGACTACA TTACCATGTT ATTGGATCGA ATGGGCCTGC AAAACCAGTT 
 
851  TGTGATGTTT TACTGAAGGA AAGTCAAAAT TTAGAAAAGA ATATGAGTAT 
 
901  GATGGAGGAG TTGAATGACT ATCCGGAGAT TACAAAACTA GTGGAGAAAA 
 
951  TTCTGTTCAA TTGCCTCGGT ATTCTTTTCT TCCACAGGGG CCAATTTCAG 
 
1001  GAATCGCAGC GGTGCTTGCT GCACTCGTTG AAAATTCATA ATAACACTGC 
 
1051  ATCGCAAAAA ACAGCACTTA TGGAGCAGTA TGATAGGTAT TTGATCGTAG 
 
1101  AAAACCTGTA CTACCGTGGT CTAGTTTCGC AAGACATAAA TATCATGCAA 
 
1151  AATGTTTTTT ACAAAGAACT ACTGGCCCAC GTGGATACGA TCCCTCCCGA 
 
1201  ATCAAACGGT CTTCTTTTCG AATACATCAG CTTGATCGTC GCAAAACTCA 
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1251  GGTTCAATCA AATTCAGGAT TTAGCAGAAA ATTTTAAAAC TACCGTCGAA 
 
1301  AATCCTTTTA TTCTTTTCCT TTACATGATA AAGAAGTTCC AGTCACCTCT 
 
1351  CAAAAAGCAC ATTGATAATG ATGATCTTTA TTTGAAGTTC GGACAGAACG 
 
1401  TTTTGTTGAA GGCCAAATTT CCTACTGCTA GTGAGACAAA TGATGAAGCT 
 
1451  TTGGAGCATT TTAATGTCTT TTTGCAGTAT TATTTCAAAT TCACTCACAT 
 
1501  AAAAAAAATA AAAGTGAATC CCAGTTGGTA TAATTTCATA ATATCTTCAA 
 
1551  TGGAAAAG 
 

 

8.2.18 SOP2 

Verwendete Sequenz auf Chromosom II (C) von 13779 bis 14341. 

 

    1  CTGCGCCACC CACACTTACA CCTCTGCCCT CTGTTTTGAC AACGAGCCAG 
 
  51  CAAGAAGAGT TTAGAGGATT TTCCTTTATG CCAGATGATT TGGATTTATG  
 
101  AAGAAAAGGT CATGCCATGA TTTATTTAAT TTTATATAAA ACATCTAAGC SOP2 
 
151  GGAAAAGTTG AACTGTTCCG CTTCATAGGA GGAGAGGGTT TTTTTAATGA 
 
201  GATTTTGTTA CATAAACTGA AACTATCCAT TTTGATGCAA TGCCTCTTTT 
 
251  TTGTTCGTAC CTATCTTGGA GCATGCATAT GAAAAACCTC GTTTAAGCGA 
 
301  TGCGATGCGA AGCCGTATGT TCAACAATGC GCATTCTGTT TACATTATTA 
 
351  AGGAAGCATC TAAGAAACAG CTCAGGATTA TATTACTACT AACATATTTC 
 
401  TAAAGTTGAC AGATTATAAA AGTTACAAAA TTGTCAATTG AACAGATACA 
 
451  AAAATTTTAT AAATGTTTAA GAAAAGCAGG CATTTGAAGA ATGTGTCAAA  
 
501  TGCTATCAAA TCCGCGAGAG TTCATGACGT CTCAAATGGT ATTAACTCCA 
 
551  AATTTTTCGA TAC 
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8.2.19 THI4 

Verwendete Sequenz auf Chromosom VII (W) von 779592 bis 780504 

 

    1  CGAGCTTTTA GAGCTTTCAA GTTAACCCCG GGCGGTTAGT GTAGTGGTTA 
 
  51  TCATCCCACC CTTCCAAGGT GGGGACACGG GTTCGATTCT CGTACCGCTC 
 
101  AAGATTACTT TTTTAATTTT CATACTTTTT CTCCTAATAT CTTGCAAATC 
 
151  ATGACTGAAT TGACATTAAC TGATGCAAAT GGGTGGGAAA AATGCTTATC 
 
201  AACCCCCTAA AAAGTCAACT TCTTCGTTAG TGATTGCTAT ATGTGGCGTC 
 
251  AAGAATTACA AGAAGCTGGC GAGCTTTCCA AGCCCCTTCA GGATTAACCG 
 
301  TTTTTTACCC TTTTTTTACA AATTTACGGC GGGGAATAAT TCTGATACTT 
 
351  TCTCTTTATG AGCATTCCTC AACAGGGATC GGCACTCAAT TGCTTTAGTG 
 
401  AATAGTTTTT TTTTACGCCA AGAACATTTA CCACCCCATT TTCCTGTAGA 
 
451  CGTCCAAAAC GATACTCTAC TTTAAGCCCT TTTTCTGAAG TTTTCATAAA 
 
501  ATGTCCGATC TCCTAACGTC ATTTTTAAAA TCAAATGGTC TTTTAATAAT 
 
551  TATGCACGTT AAAAAACATA CATAATTGAT AGTAAAGAAT CTGGTATTCT 
 
601  ATCAGTTACC AAGTTCAATC GTAAATTTTT TTACGAGCAC TAATAGAAAT 
 
651  GGATCATGAA ATTGATTTTT TGATTTTCAA TTTATGAACT ACCCAGATAT 
 
701  ATAAATATTG GAATAAATTG TGTATTAAGT AGTCGGGAAA TATCTTTTAT 
 
751  GTTCTCTTTC TTATCATCTA GAAATAATAA ATCACAACCA AAAAAATCAA 
 
801  CTAACTATCA AAATGTCTGC TACCTCTACT GCTACTTCCA CAAGTGCCTC THI4 
 
851  TCAATTGCAC TTAAACTCTA CTCCAGTTAC TCACTGCTTA TCTGACATCG 
 
901  TTAAGAAAGA AGA 
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8.2.20 VID22 

Verwendete Sequenz auf Chromosom XII (C) von 871266 bis 871866 

 

    1  GTGGCCGTCG TAGCCGCCGT CGCCGACGAT ACAGTTGAAT TCATGGGAGG 
 
  51  CAACACCAAT CCTCTTTCAG CACTCTGTAC CTGTGTGTCC ATCGCTCTCA VID22 
 
101  TATGTGCTCT CGTGCTTGTT TATCCTGTGG ATGCTGCCAG CAAACTCTCT 
 
151  CTTTCCCATC TCTTGATGGT TCATGTTATG TGTTGTTTAT TGTTTGCTGA 
 
201  TCCCATTCGC GCTTTCCCGG CCGTGGTAAA TGACTACACG GTGAATAATT 
 
251  GCGCCATTTT TTCGCCGTTG CGGTGTTTTT TTTGTAGCCG TTGGAAGCAT 
 
301  GGCAGTACCA TCTGGAACAA AGCAACGGTA TAAAGAAGAC AGACTGTTG 
 
351  TAAGCGCTGC ATGTTGGTGA CAAAAAGTTG GTTTCGAGAA ATCAGGGTGG 
 
401  GTGTTTTTTG TGTGGCATGT GCAGCGAGCG ATGAGTAATG CAAACAATAG 
 
451  TGCTATGAAC CACATCACGT TGCCTCCCAT CTCGTCATTT GACAACCTTA 
 
501  TCAAGGCAGC CGAGAGACAA TATAATGGCG AGGCTTCGTC CGCCTCGACA 
 
551  CATCCGACAC TGCCTAATAT GAACATTAGT AACGGCAGTG GCAGTGCGGG 
 
601  C 
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8.2.21 YAP1 

Verwendete Sequenz auf Chromosom XIII (W) von 253172 bis 253948. 

 

    1  AGCAATGAAG AAGTTATCGG CAACAGCAAG TATTGGAGGT TTCTCACCAA 
 
  51  TCTTCGCATA AAACGCATGC TTCGTAAGGC GATAAAAATG AAGTGTACCA  
 
101  TTGAGACGAA GTGGAGCAGT TTACAGTGAA TAATACATTG TCTGCTCCTC 
 
151  ACTTACTCTC GCTTCTCGAA AACTTTTTTG TATTTATCGG AAACGGCAGT 
 
201  AAACGACGCC AAAAATTGAA AATAAGTACG GGAACGAGGT ACCATATACG 
 
251  AAGATCGGGG CTTTGTTCGG CCCTAAATTT TGCTGATCTT ACCCTGTTGC 
 
301  ATCTTTTCAA AAATAGTAAC CAGCCCTAGC TGTTTGGTTG ATTTGACCTA 
 
351  GGTTACTCTT TTCTTTTTCT GGGTGCGGGT AACAATTTGG GCCCCGCCAA 
 
401  AGCGCCGTCT TTGTCATGGG AACCGGAAAC CCTCCGATGA AGAGTAGGAG 
 
451  GGTGGCAACT GATGGATGCG TAAGGTCTTA AGAGATACAT TTGCTTAATA 
 
501  GTCTTCCGTT TACCGATTAA GCACAGTACC TTTACGTTAT ATATAGGATT 
 
551  GGTGTTTAGC TTTTTTTCCT GAGCCCCTGG TTGACTTGTG CATGAACACG 
 
601  AGCCATTTTT AGTTTGTTTA AGGGAAGTTT TTTGCCACCC AAAACGTTTA 
 
651  AAGAAGGAAA AGTTGTTTCT TAAACCATGA GTGTGTCTAC CGCCAAGAGG YAP1 
 
701  TCGCTGGATG TCGTTTCTCC GGGTTCATTA GCGGAGTTTG AGGGTTCAAA 
 
751  ATCTCGTCAC GATGAAATAG AAAATGA 
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8.3 Herstellernachweis 

Biorad Laboratories, Hercules, CA 94547, US 

Carl Roth GmbH & CO. KG, D-76185 Karlsruhe 

Consort nv, B-2300 Turnhout 

Diversified Biotech, Boston, MA 02132, US 

Eppendorf AG, D-22339 Hamburg 

G.Kisker GbR, Produkte für die Biotechnologie, D-48543 Steinfurt 

GFL Gesellschaft für Labortechnik GmbH, D-30938 Burgwedel 

Gilson Inc., Middleton, WI 53562-0027, US 

Greiner bio-one International AG, A-4550 Kremsmünster 

Hanna Instruments Deutschland GmbH, D-77694 Kehl am Rhein 

Heraeus Holding GmbH, D-63450 Hanau 

Labsystems (siehe Thermo Fisher Scientific Inc.)  

Liebherr-International Deutschland GmbH, D-88400 Biberach a. d. Riss 

Memmert GmbH & CO. KG, D-91126 Schwabach 

NeoLab Migge Laborbedarf-Vertreibs GmbH, D-69123 Heidelberg 

Panasonic Deutschland, D-22525 Hamburg 

Pechiney (über Carl Roth GmbH & CO. KG bezogen) 

peqLab Biotechnologie GmbH, D-91052 Erlangen 

Sartorius AG, D-37075 Göttingen 

Systec GmbH, D-35435 Wettenberg 

Tecan Deutschland GmbH, D-74564 Crailsheim 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA 02454, US 

Thermo Forma (siehe Thermo Fisher Scientific Inc.) 

Thermo Spectronic (siehe Thermo Fisher Scientific Inc.) 

UNIEQUIP Laborgerätebau und Vertriebs GmbH, D-82152 Martinsried 

WeTeA -Wasser-Technische Anlagen Wilhelm Werner GmbH, D-51381 Leverkusen 
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8.4 Schemazeichnung Liquid-Handling System 

 

 
 

 

1) Systemflüssigkeitsbehälter    9) Dilutoren (XP3000) 

2) Ansaugschlauch    10) Klemmventile (Niedervolumen-Option) 

3) FAST WASH Pumpe   11) Pipettierschlauch 

4) Druckschlauch-Klammer   12) Pipettenspitzen 

5) Silikon-Druckschlauch   13) Wasch-/Abfallstation 

6) Überdruckventil    14) Ablaufschlauch 

7) Flüssigkeitsverteiler 1-in-4  15) Flüssigabfallbehälter 

8) Verbindungsschlauch 

 

Aus GENESIS WORKSTATION Operating Manual No. 391 197 V2.0 Tecan März 1999 
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8.5 Übersicht zur Herstellung neuer Teststämme 
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8.6 Schaubild Regressionsgerade 
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8.7 Übersicht zur Durchführung von Substanztests 
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8.8 Layout des Substanztests 

 

1.Schritt 

 
 

2. Schritt 

 
 

3.Schritt 
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8.7 Fortsetzung 

 

4.Schritt 

 
 

5.Schritt 

 
 

Gesamt 
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8.9 Tecan Genesis Programm : 3 Substanzen 
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8.10 Inkubationsarten verglichen 
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8.11 Übersichten und Wertetabellen 

8.11.1 4-Nitroquinolin-1-Oxid (4-NQO) 

 
Übersicht zur 4-NQO-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 

 

 
Wertetabelle zur 4-NQO-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.2 Camptothecin (CMPT) 

 
Übersicht zur CMPT-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 

 

 
Wertetabelle zur CMPT-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.3 G418 

 
Übersicht zur G418-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 

 

 
Wertetabelle zur G418-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.4 Wasserstoffperoxid (H2O2) 

 
Übersicht zur H2O2-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 

 

 
Wertetabelle zur H2O2-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 



8. Anhänge 

 154 

8.11.5 Menadion 

 
Übersicht zur Menadion-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 

 

 
Wertetabelle zur Menadion-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Normalisierung (NORM. %) der Test- und 

Referenzstämme 16h und 40h Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die 

Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "NORM.%" gibt die 

spezifische Fluoreszenz (Fluoreszenz/Absorption) in %, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. 

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.6 Methanol (MeOH) 

 
Übersicht zur Methanol-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 
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Wertetabelle zur Methanol-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 

40h Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, 

bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.7 Methylmethansulfonat (MMS) 

 
Übersicht zur MMS-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 
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Wertetabelle zur MMS-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.8 Zeocin 

 
Übersicht zur Zeocin-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 
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Wertetabelle zur Zeocin-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.9 MH3 (RhCl3(DMSO)3) 

 
Übersicht zur MH3-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 
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Wertetabelle zur MH3-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.10 YG04 (mer-[IrCl3(tpy)]) 

 
Übersicht zur YG04-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 
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Wertetabelle zur YG04-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 

 



8. Anhänge 

 165 

 

8.11.11 YG07 (mer-[IrBr3(tpy)]) 

 
Übersicht zur YG07-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 
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Wertetabelle zur YG07-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.11.12 YG19 (fac-[IrCl3(phen)(H2O)]) 

 
Übersicht zur YG19-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. (x = keine Proliferationshemmung, Schraffur = Reduktion der 

Proliferation unter den Schwellenwert) 
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Wertetabelle zur YG19-induzierten Proliferationshemmung (Prolif.) und Induktion (Ind.) der Promotoren nach 16h und 40h 

Inkubation bei den getesteten Substanzkonzentrationen. Tabellenteil "Prolif." gibt die Wachstumsraten (Abs) in %, bezogen 

auf die unbehandelte Kontrolle (100%), wieder. Tabellenteil "Ind." gibt die yEGFP-Induktion als Faktor, bezogen auf die 

unbehandelte Kontrolle (1), wieder. (x = keine Induktion des Promotors gemäß der angewendeten Kriterien)  

Die berechneten Fehlerwerte zu den Induktionen lagen zwischen 0-10% der angegebenen Werte. 
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8.12 Übersicht Substanztests mit den Referenzstämmen 

 

Die gezeigten Ergebnisse wurden mit den Referenzstämmen P(rnr2)-yEGFP und R(rad54)-

yEGFP gewonnen. Die Substanzen wurden von Dr. Fozia Noor synthetisiert. 
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8.13 Strukturformeln der Organo-Metallkomplexe 

 

8.13.1 MH3 mer-(RhCl3(DMSO)3) 

 
Abb. 20 : Schematische Struktur von mer,cis-RhCl3(DMSO)2(DMSO) (1) und  

von mer,trans-RhCl3(DMSO)2(DMSO) (2) 

 

8.13.2 YG04 (mer-[IrCl3(tpy)]) 

 
Abb. 21 : Molekularstruktur von mer-[IrCl3(tpy)] 

 



8. Anhänge 

 171 

8.13.3 YG07 (mer-[IrBr3(tpy)]) 

 
Abb. 22 : Molekularstruktur von mer-[IrBr3(tpy)] 

 

8.13.4 YG19 (fac-[IrCl3(phen)(H2O)])  

 
Abb. 23 : Molekularstruktur von fac-[IrCl3(H2O)(phen)] 
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