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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Technik der hochauflosenden zweidimensionalen Gelelektrophorese in
Kombination mit einer MALDI-TOF - MS Analyse hat sich in den letzten Jahren durch
die verbesserte Reproduzierbarkeit und erhéhte Nachweisbarkeit zu einer etablierten
Methode fir die posttranslationale Expressionsanalyse, der Proteomanalyse
entwickelt. Moderne 2-D Elektrophorese Techniken machen es mdglich,
Probenmengen im Milligrammbereich nach pl und Molekilgewicht zu trennen,
neueste MALDI - Massenspektrometer sind heute in der Lage im picomol - Bereich
Proteinidentifikationen durchfuhren. Entsprechend diesen methodischen Fortschritten
konnte in den letzten 10 Jahren eine Vielfalt von Ergebnissen erzielt werden , die
sich in den Erweiterungen von bereits etablierten Proteindatenbanken wie ExPASy
oder NCBI zeigen. Besonders bei Modellorganismen wie E. coli, B. subtilis oder auch
S. cerevisiae lassen sich aufbauend auf bereits umfangreiche Datensammlungen aus
genetischen Experimenten funktionale Bestimmungen von ORFs durchfihren.

Von Saccharomyces cerevisiae, dessen Proteom in dieser Arbeit untersucht werden
soll, ist das Genom 1996 erstmals vollstandig sequenziert worden. Die funktionelle
Analyse des Hefeproteoms war mit der Trennung und Analyse von "high abundance
proteins” vor allem aus dem Gesamtzellysat, in dem leichtldsliche Proteine des
Cytoplasma, der Organellen und des Zellkerns enthalten sind, sehr erfolgreich.

Auf Grund der komplexen Natur von Proteinen ist man heute davon abgekommen,
ein Protein in einem Forschungsansatz bis in seine letzte Funktion zu beschreiben;
man sucht heute nach Proteinfamilien, die in einen bestimmten Zyklus oder fir eine
bestimmte Induktion, z. B. StreRantworten, Zellzykluskontrolle oder Stoffwechsel
involviert sind. In dieser Weise werden speziell multifunktionale Proteine bis zur
genauen Funktionsbeschreibung charakterisiert . In den Datenbanken werden hierfir
Formulierungen wie "involved in", "strong similaity to", "located in" oder "interacts
with" verwendet.

Die Eintragungen in die Datenbanken zeigen, dal3 eine Vielzahl von Proteinen (29%,
Stand Nov. 2000) in der Hefe bis heute génzlich ohne Funktionsbeschreibung
stehen. Diese Proteine werden in der Regel als "protein of unknown funktion" oder
als "hypothetical protein" gefuhrt. Die Grinde fiur die schwierige Funktionsanalyse
dieser Proteine sind vielfaltig. Niedrige zellulare Kopienzahl, instabile Modifikationen

oder schlechte Loslichkeit bzw. Extrahierbarkeit sind oftmals Ursache fiir das
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Mi3lingen einer funktionellen Beschreibung dieser Proteine. Besonders in der
medizinischen Forschung sind Zusammenhange im zellularen StreBmanagement,
Targetproteine fur medikamentdse Akzeptoren oder "disease related proteins” von
groldtem Interesse. In vielen dieser Zusammenhange sind gerade diese "proteins of

unknown functions" involviert.

Ziel dieser Arbeit ist es nach Einrichtung der Hefeaufzucht und der radioaktiven
Markierung des Hefeproteoms fur die zweidimensionale Elektrophorese,
strel3sensitive Proteine bzgl. den Induktionen Gefrieren und Lyophilisieren zu
detektieren. Die Kenntnis von Regulons bzgl. dieser OsmostreRinduktion ist zum
einen fur die Lebensmittelindustrie bei der Konservierung von Trockenhefestammen
und zum anderen fir die medizinische Forschung mit therapeutischen
Mikroorganismen, wie sie beispielsweise als Saccharomyces boulardii im Perenterol
verwendet werden, von wesentlicher Bedeutung.

Des weiteren wird erstmals eine Extraktionsmethode fiur zellwandgebundene
Proteine in der Hefe prasentiert. Es ist bisher noch nicht gelungen, Zellwandproteine
(CWPs) in einer reinen Fraktion zu extrahieren und elektrophoretisch zu trennen.
Mycotische Zellwandproteine werden von der Pharmaindustrie als Targetproteine fur
ein selektiv wirkendes Antimykotika gesehen. Ahnlich dem Penicillin, das
bekanntermalRen selektiv auf die Zellwand von Prokaryonten wirkt, ist hier bei
Verstandnis von Aufbau und Organisation der mycotischen Zellwand, ein Target fur
ein antimycotisches Agens gegeben, das mit geringen Nebenwirkungen gegen
mycotische Infekte eingesetzt werden kann.

Die Detektion eines zentralen stref3regulierenden Proteins der Zellwand gelingt nach
Extraktion, 2D - elektrophoretischer Trennung und MALDI - TOF - MS Analyse aus
der glucangebundenen Fraktion der Zellwandproteine. In diesem, bisher noch nicht
beschriebenem Protein ("hypothetical protein™) konnte eine neue Doméane erstmals in
ihrer Funktion beschrieben werden. Die Inhibition bindender Motive dieser Domane,
kann zu einer basalen Storung des zellularen Strelmanagement fuhren und somit
zur Letalitat der Zelle im osmotisch veranderlichen Milieu des Korperinneren. Da
diese Doméne nur in fungalen Zellen detektiert werden konnte, ist eine hohe
Selektivitat des entsprechenden Antimycotikas gegeben.

Die Ubrigen extrahierten Zellwandproteine stehen der weiteren Identifikation und
funktionellen Analyse der mycotischen Zellwand zur Verfliigung.



2 Proteomanalyse der cytoplasmatischen Fraktion von

Saccharomyces cerevisiae

Der cytoplasmatische Extrakt bezeichnet ein Zellysat, mit dem Proteine des Cytosols
und der Organellen mit einer quantitativen AufschlulBmethode und einer auf den
Gewebetyp geeigneten Extraktion, solubilisiert werden [1]. Bei optimierter
Anwendung lassen sich z. B. bei S. cerevisiae bis zu 2000 Proteine auf einem 2D
Elektrophoresegel darstellen und bei entsprechender Induktion der vitalen Zelle eine
funktionale Analyse der Proteine durchfihren.

Fur die Elektrophorese des cytoplasmatischen Extrakts werden die
Probenaufbereitung, die Laufbedingungen und die Proteinvisualisierung auf die
entsprechenden Anforderungen optimiert. Um Funktionen unbekannter Proteine
durch z. B. Up- oder Downregulations, Neuexpressionen oder Proteinmodifikationen
nach Induktion auf die vitale Zelle bestimmten zu kdnnen, ist es unerlal3lich gréRere
Gelserien miteinander zu vergleichen. Um signifikante Zusammenhange von
exprimierten Protein und Induktion aufzeigen zu kdnnen, muissen zuvor
Proteinkonzentrationen des Extrakts gemessen, Zellzahlen fir die entsprechenden
Wachstumsphasen bestimmt und AufschluZmethode bzw. Solubilisierung optimiert

werden [2].

Ziel dieses Kapitels ist die Etablierung einer reproduzierbaren und quantitativen
Solubilisierung des radioaktiv markierten cytoplasmatischen Extrakts von
Saccharomyces cerevisiae mit nachfolgender 2D elektrophoretischer Trennung.
Folgende Kriterien waren fir Aufzucht, Probenaufbereitung und Elektrophorese des
cytoplasmatischen Extrakts mafl3dgebend:

- peptonfreie Aufzucht der Zellen

- hohe Reproduzierbarkeit des Zellaufschlusses und der Solubilisierung

- Extraktion und Stabilisierung von hydrophoben und "low abundance" Proteinen

- reduzierte proteolytische Aktivitat im Extrakt

-> Linearitat der Proteinvisualisierung durch Isotopenmarkierung
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2.1 Kenntnisstand und Grundlagen
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Abb. 1: Vergleich der Mastergele fihrender mit S. cerevisiae arbeitender Arbeitsgruppen.

(die eingekreisten Spots in den Gelen zeigen identische Proteine auf:

Fruktosebisphosphataldolase 1 - dunkelgrin; Pyruvatdecarboxylase 1 -hellgriin)
a) FG Proteomik A. Gorg, A. Harder
b) Expasy database - SwissProt, (www.expasy.ch)

c) General Biology Goteborg, A. Blomberg

d) Institut de Biochimie Cellulaires, H. Boucherie,

e) Proteome - database, J. Garrels (www.proteome.com)
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Nachdem 1996 das Genom von Saccharomyces cerevisiae vollstandig sequenziert
worden war, begannen viele Arbeitsgruppen und entsprechende Datenbanken nach
zweidimensionaler elektrophoretischer Trennung des cytoplasmatischen Extrakts
funktionale Bestimmungen neuer oder bisher unzureichend beschriebener Proteine
durchzufuhren (Abb. 1).

Theoretischer pl und Molekllgewichte samtlicher Proteine konnten bestimmt werden,
und durch Vergleich der Aminosauresequenz von ORFs (open reading frames) zu
Proteinen anderer Organismen mit &hnlicher Sequenz (Crossmatching), oder mit
Deckungsanalysen (Overlays) von Proteindomanen und Motiven zu bereits
identifizierten Proteinen, konnten in relativ kurzer Zeit Proteindatenbanken entstehen,
die wesentliche Proteine, wie z. B. die des Energiestoffwechsels oder des Zellzyklus
in ihrer Funktion beschreiben und tabellarisieren [3].

Fur die Datenbankrecherche sind folgende Adressen verwendet worden:

WWW. proteome.com www.genome-www.stanford.edu/Saccharomyces/
Www.expasy.ch www.nchi.nlm.nih.gov/
Www.sagenet.org/yeast/yeastintro.htm www.mi ps.biochem.mpg.de/mips/yeast
http://weber.u.washington.edu/ WWW. proteometrics.com

www.blocks.therc.org/ www.nchi.nlm.nih.gov/

Nachdem anfanglich schnellen Wachstum der Proteindatenbanken sind in den
letzten zwei Jahren weitere Eintrage seltener geworden. Viele Regulons,
Proteinmodifikationen oder Signaltransduktionen scheinen in ihrer funktionalen

Beschreibung aufwendiger zu sein [4].

-S>

O metabolism Eenergy Ocell groth , division

Otranscription H protein synthesis Oprotein destination
W transport facilitation Ointracellular transport Mcellular biogenesis
M signal transduction  Ocell rescue stress Oionic homeostasis
M cellular organisation DOunclassified

Abb. 2: Klassifizierung der bereits bekannten Proteine von S. cerevisiae nach deren

Funktionalitat (Quelle: www.mips.biochem.mpg.de Stand: Nov. 2000)
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Da viele Proteine mehrfache Funktionen austuben kdnnen und diese oft nur in
Interaktionen mit anderen Regelkreislaufen erkennbar werden, ist man davon
abgekommen, ein einziges Protein bis zur vollstdndigen Funktionalitat zu
untersuchen.  Man versucht in verschiedenen Anséatzen Informationen Uber
bestimmte Regelkreislaufe und Interaktionen von Proteinen zu sammeln, und flgt
diese neue Funktionalitat den entsprechenden Proteinen in der Datenbank hinzu [5].
Werden beispielsweise Stref3proteine untersucht, kénnen nach StreRinduktion der
vitalen Zellen durch Regulation oder Neuexpression Proteine, die in diese
Stref3antwort involviert sind, bestimmt und identifiziert werden.

Die hochauflosende zweidimensionale Elektrophorese stellt zusammen mit der
Massenspektrometrie (MALDI - MS) eine potente Methode fir diese funktionale
Analyse bisher unbekannter Proteine dar.

In den Datenbanken fiuhrt das dazu, dal3 verschiedene Kategorien fir den
Beschreibungsgrad eines Proteins eingefiihrt werden. Die Ubergange sind flieRend,
die genaue Kenntnis aller Funktionen der Proteine wird wohl erst bei volligem
Verstandnis des Organismus vorhanden sein. In der MIPS - Datenbank werden z. B.
sechs verschiedene Kategorien fur die Proteinbeschreibung verwendet. Der
Kenntnisstand fur S. cerevisiae wurde am 30. Nov. 2000 wie folgt notiert:

+ Known Proteins (3303 entries)

+ Strong Similarity to Known Protein (237 entries)

« Similarity or Weak Similarity to Known Protein (823 entries)

« Similarity to Unknown Protein (766 entries)

* No Similarity (785 entries)
e Questionable ORFs (448 entries)

In Abb. 2 sind Proteine der Kategorien "questionable ORF" und "no similarity" in der
Gruppe der "unclassified" - proteins zusammengefalit. Proteinfunktionalitdten der
Kategorie " similarity to unknown protein® sind Proteine, die in allen
Modellorganismen schwer zu bestimmen sind. Tatsachlich hinreichend in ihrer
Funktion beschriebene Proteine in Saccharomyces cerevisiae sind etwa 40-50% der
6365 ORFs [6, 7, 8, 9].

Fuhrt man sich vor Augen, dal3 von nur etwa 30% aller Proteine der mogliche
zellulare Wirkungsort bekannt ist, so erkennt man schnell, dal3 die funktionale

Analyse des Hefeproteoms noch weit von einer Vollendung entfernt ist [10].
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2.2 Material und Methoden

2.2.1 Kultur von S. cerevisiae

Die Zellen werden in einer batch - Kultur unter obligat aeroben Bedingungen
gezuchtet. Um die gewlnschte Reproduzierbarkeit zu erzielen, wird zuerst eine
Vorkultur aus den auf Schragagar gelagerten Zellen hergestellt, die dann als
Inokulum fur die Hauptkultur verwendet wird. Die Stammbeschreibung von S.

cerevisiae und S. boulardii erfolgt in 3.2.1.

Vorkulturverfahren

Fur das Ansetzen der Vorkultur wird mit einer sterilen Impfése (10 pl) Zellmaterial in
30 ml  YNB-N&hrmedium (300 ml Erlenmeyerkolben) suspendiert und der
Erlenmeyerkolben mit einem Silikonkulturstopfen fur die aerobe Kultivierung
verschlossen. Die Kultur wird bei 30°C und 172rpm Uber Nacht im
Rotationsschuttler aerob bebritet. Fir die Ermittlung der Wachstumsphasen wird die
Tribung der Nahrlésung (optische Dichte) herangezogen und als Transmission bei
einer Wellenlange von A =610 nm gemessen. Als Reagenzienleerwert fir das

Photometer dient sterilisiertes YNB- Nahrmedium.

Hauptkulturverfahren

Die Hauptkulturen werden mit Hefezellen aus der logarithmisch wachsenden
Vorkultur (optische Dichte zwischen 0,5 und 1) angeimpft. Die Impfmenge wird derart
bemessen, daf? sich in der Hauptkultur eine optische Dichte von 0,1 (entspricht einer
Zellzahl von ~1x10° Zellen/ml s. 2.3.1.3) einstellt. Um mdgliche Verunreinigungen in
der Hauptkultur nachzuweisen, wird von der Vorkultur wie auch von der Hauptkultur
ein Sabouraud - Gul3plattenabstrich gemacht. Der Abstrich wird im Brutschrank bei
32 °C bebrutet und anschlieBend im Mikroskop auf Fremdkeime gepruft. Die
Hauptkultur wird ebenfalls wie die Vorkultur in der Inkubationshaube auf dem
Horizontalschittler (30 °C, 172 rpm) bebritet. In Abstadnden von 30 Minuten wird die
optische Dichte ermittelt. Ab einer optischen Dichte von 1,0 mul3 die zur Messung der
Tribung verwendete Hefesuspension verdinnt werden, da bei optischen Dichten
tber 1,0 verfalschte Ergebnisse durch Beschattungseffekte der Zellen auftreten. Die

Nahrmedien werden vor Zellinokulation fir 20 min bei 121 °C autoklaviert.
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Zellernte und Konservierung

Sobald die Hauptkultur die gewtnschte optische Dichte erreicht hat, werden 12 ml
der Kultur durch Zentrifugieren (7000 rpm, 2 min) geerntet. Das Zellpellet wird in 1 ml
sterilem Wasser gewaschen, auf 1,5ml Eppendorfgefalle aufgeteilt und bei
8000 rpm fur 1 min nochmals pelletiert. Durch Bestimmung des Trockengewichtes
bzw. der Zellzahl a3t sich das Pellet genau charakterisieren.

Die Lagerung der vitalen Zellen (Inokulum) erfolgt auf Schragagar unter anaeroben
Bedingungen (6 °C). Die Zellen werden alle drei Wochen in YNB - Bouillon

revitalisiert.

2.2.1.1 Vergleich verschiedener Nahrmedien

Die Hefestamme werden fir Revitalisierung und Kontrollabstriche in Sabouraud -, fur
die elektrophoretischen Trennungen, in YNB- Medium kultiviert.

Fur den Vergleich der Proteinexpression bei Verwendung verschiedener Nahrmedien
werden Zellen zum einen in YNB- Medium und zum anderen in Sabouraud - Bouillon
bis zu einer OD von 1,0 kultiviert. Die Zellernte und Konservierung wird wie in 2.3.1,
Zellaufschlul® bzw. Proteinsolublisierung wie in 2.3.2 beschrieben, durchgefihrt. Der
Proteinextrakt aus den Zellen dieser beiden Kulturen wird 2D - elektrophoretisch (IPG

4-7, 4-9) wie in 2.3.3 beschrieben aufgetrennt.

Die Zusammensetzung des YNB - Mediums ergibt sich aus dem YNB - Substrat
(Difco - Laboratories), einem NaOH / Succinat Puffer, Supplinen und Glucose:

Fur die Bereitung des YNB - Mediums werden 6,0 g NaOH mit 10 g Succinat in etwa
800 ml dest. Wassers gelost und filtriert. Mit Succinat bzw. NaOH wird der pH- Wert
auf 5,8 titriert und mit dest. Wasser auf 1000 ml aufgefullt. Nach dem Abkihlen
werden 20 g Glucose, 6,7 g YNB-Substrat zugegeben, dann nochmals filtriert und

anschlielRend bei 121 °C fir 15 min autoklaviert.

YNB-Substrat (hygroskopisches, feinkdrniges Substrat)
Gehalt pro Liter:

Vitamine:

Biotin 2 ug
Kalziumpantothenat 400 ug
Folsaure 2 ug

Inosit 2000 ug
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Niacin 400 ug
p-Aminobenzoesaure 200 ug
Pyridoxin Hydrochlorid 400 pg
Riboflavin 200 pug
Thiamin Hydrochlorid 400 ug
Spurenelemente:

Borsaure 500 pg
Kupfersulfat 40 ug
Kaliumjodid 100 pg
Eisenchlorid 200 pg
Mangansulfat 400 ug
Natriummolybdat 200 ug
Zinksulfat 400 ug
Mengenelemente:

Kaliumdihydrogenphosphat 109
Magnesiumsulfat 0,59
Natriumchlorid 0,19
Kalziumchlorid 0,1g
pH-Wert: 4,5

Sabouraud Medium (grobkérniges, braunliches Granulat)
Zusammensetzung

20 g/l D (+) Glucose

5,0 g/l Pepton aus Fleisch (tryptisch verdaut)

5,0 g/l Pepton aus Casein (papainisch verdaut)

pH 5,6 bei 25 °C

Konzentration im Kulturmedium: 30 g/l

Das hergestellte YNB - Medium wie auch der Sabouraud - Bouillon (Fertigprodukt -
Merck) werden in bidest. Wasser und bei 121 °C fir 15 min vor der Inokkulation
autoklaviert. Fur die Herstellung von Agarplatten fur die Kontrollabstriche und
Schragagaransatze fur die Stammhaltung werden 17 g/l Reinstagar zu den

entsprechenden Medien gewogen und durch Kochen gelost.
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2.2.1.2 Wachstumskurven von Saccharomyces cerevisiae und boulardii

Fur die Bestimmung von Wachstumsraten und Verdopplungszeiten werden
Wachstumskurven mit den in 2.2.1.1 beschriebenen Kulturbedingungen erstellt.
Vitale Zellen aus einer logarithmisch wachsenden Vorkultur der Stdmme
Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces boulardii werden in einem 30ml
Ansatz obligat aerob kultiviert. Das Wachstum der Kultur wird bis zur stationaren
Phase photometrisch gemessen. Wahrend der ersten und zweiten Generationsphase
wird die optische Dichte alle 2 Stunden, wéahrend der dritten Generationsphase
stundlich und ab der dritten Generationsphase alle 30 Minuten bestimmt.

2.2.1.3 Zellzahlbestimmung
Zur Bestimmung der Zellzahl in den verschiedenen Wachstumsstadien wird die
Kultur synchronisiert. Hierzu werden 90 YNB - Agarplatten mit folgender

Zusammensetzung gegossen:

6,7 g/l YNB Substrat

20 g/l Glucose

6,0 g/l NaOH

10 g/l Succinat

17 g/l Agar

Aus einer logarithmisch wachsenden Kultur von S. cerevisiae (S288c wildtyp) werden
Zellen bis zu einer optischen Dichte von 0,1 in drei 300 ml Erlenmeyerkolben (30 ml
YNB - Medium) beimpft. Die drei Ansatze werden zeitgleich in die Inkubationshaube
gestellt und aerob bei 30 °C kultiviert (nach 2.2.1).

Nach 40 Minuten wird eine Kultur mit einem 10 um Sieb steril gefiltert, die zweite
Kultur wird 10 Minuten in ein 50 °C heif3es Wasserbad gestellt. Die dritte Kultur wird
ohne weitere Anwendung unter Standardbedingungen kultiviert. Um die Zellzahl im
zeitlichen Verlauf zu bestimmen, werden nach einer OD - Zunahme von 0,1 - 0,3 mit
einer sterilen 10 pl Impfschlinge Zellen aus den Hauptkulturen gezogen und auf YNB
- Agarplatten vereinzelt. Um zahlbare Konzentrationen ausstreichen zu kdnnen,
werden die Kulturen vorher mit sterilem Medium auf eine OD von 0,2 - 0,4 eingestellt.
Die Bestimmung der Lebendzellzahl wird bis zur beginnenden stationaren Phase
durchgefihrt. Nach Inkubation der Agarplatten im Brutschrank bei 32 °C fir 64 h
werden die Zellen ausgezahlt und bei verdiinnten Proben mit dem entsprechenden
Verdunnungsfaktor multipliziert. Die ermittelten Zellzahlen werden im Diagramm

gegen die Zeit aufgetragen.



Material und Methoden - cytoplasmatische Fraktion 11

2.2.1.4 Bestimmung des Trockengewichts

Die Kenntnis des Zelltrockengewichts eines geernteten Pellets ist fur die
Reproduzierbarkeit der extrahierten Proteinmenge unabdingbar.

Zur Ermittlung des Trockengewichts in den einzelnen Wachstumsphasen werden in
Abstanden von 30 Minuten 1ml Kultur entnommen, zentrifugiert (5 min / 9000 rpm),
der Uberstand abgezogen und das Eppendorf Tube, dessen Leergewicht zuvor
bestimmt worden ist, bei 106 °C im Warmeschrank bis zur Gewichtskonstanz
getrocknet. Die Zellen werden einer logarithmisch wachsenden Vorkultur von
S. cerevisiae (S288c wildtyp) entnommen und bis zu einer optischen Dichte von 0,1
angeimpft. Die Bestimmung der Trockengewichte wird bis zu einer Zellkulturdichte
von 9,5 durchgefihrt.

Das Trockengewicht / ml Kultur wird im Graphen gegen die optische Dichte (610 nm)

aufgetragen.

2.2.1.5 Messung der Proteinkonzentration

Um elektrophoretische Trennungen miteinander vergleichen und quantifizieren zu
konnen, mul3 die auf das Gel zu ladende Proteinmenge bestimmt werden.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird der Lowry — Assay - Kit verwendet. Es
wird eine Kalibrierkurve erstellt, mit der dann Extinktionen unbekannter Extrakte in
Proteinkonzentrationen umgerechnet werde konnen. Fur die Erstellung der
Kalibrierkurve werden BSA (bovine serum albumin)- Loésungen in sechs
verschiedene Verdinnungen von 20 — 400 pg/ml hergestellt. Zu 1 ml der Standards
(BSA / SDS- Lsg.) werden 1.0 ml Lowry Reagenz pipettiert und 10 min geschiittelt.
Nach 20 min Inkubation werden 0,5 ml Folin & Ciocalteus Phenolreagenz zugegeben
und die Farbe bei RT 30 min entwickeln lassen. Die entstandene blaue Farbung wird
bei einer Wellenlange von 700 nm im Photometer bestimmt und deren Extinktion
gegen die jeweilige Proteinkonzentration im Diagramm aufgetragen.

Fur die Kenntnis des Zusammenhangs von Proteinkonzentration, com - Wert und
Zellwachstum werden radioaktive markierte Zellen (S288c, Standardkultur siehe
2.2.1.6) mit optischen Dichten von 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0
und 9,5 geerntet, gewaschen und nach Standardprotokoll (s. 2.2.2) im SDS -Puffer
mit dem Ultraschall aufgeschlossen. Es wird von demselben Extrakt zuerst eine
Isotopendetektion, anschlielend eine Lowry - Bestimmung durchgefuhrt. Die
Proteinbestimmung dieser Proben nach Lowry wird aus den SDS - Extrakten wie
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bei der Aufstellung der Kalibrierkurve durchgefiihrt. Die szintillatorische 35S-
Detektion dieser Proben wird in 2.2.1.6 beschrieben.
Die Kurve der Lowry - Bestimmung wird zusammen in einem Diagramm mit der

radioaktiven Proteinbestimmung dargestellt.

2.2.1.6 Radioaktive Markierung (35S)

Um eine 35S - Markierung des Proteoms von S. cerevisiae durchfiihren zu kénnen,
muf der Szintillationszahler gequencht und kalibriert, die 35S - Absorption der
Zellen gemessen und eine Methode fur die Bestimmung der Isotopenkonzentration
im Lysepufferextrakt etabliert werden.

Das 35S - Methionin wird bei =80 °C im Sicherheitsschrank (Isotopenlabor) gelagert.
Die Strahlungskontrolle wird mit einem Geiger - Miller Flachenmel3gerat, die
Kdrperdetektion mit einem Flachenszintillator durchgefinhrt.

Schwefel - 35 st ein (- Strahler (167MeV), der in Luftatmosphare eine
Strahlungstiefe von 26 cm, in waldriger Lésung von 0,32 mm aufweist. Fir die
szintillatorische Messung ist deshalb auf intensives Trocknen der Proben vor der
Messung zu achten. Als Strahlungsprotektion werden Plexiglasschutzglaser (1 -2 cm)
verwendet.

Es ist besonders darauf zu achten, dal3 keine gasfoérmigen Hydrogensulfide oder
Schwefeloxide durch Oxidationen bzw. Erhitzen entstehen, die bei Inhalation nicht
absehbare Schaden verursachen.

2.2.1.6.1 Kalibrieren und Quenchen des Szintillationszahlers

Fur die Darstellung des Zusammenhangs von szintillatorisch bestimmten Counts per
minute (cpm) und den entsprechenden pCi - Werten wird aus einer neu
determinierten (Herstellerdatierung) 35S - Methionin Charge eine Verdinnungsreihe
aufgestellt, indem 3, 5, 10, 15 und 17 pCi auf ein Filterpapier pippetiert werden.
Ausgangscharge: 2 mCi / 133 pl waldrigen Loésungsmittel

Nachdem bei Raumtemperatur 4 h vorgetrocknet wurde, wird auf jeden Filterstreifen
5 ul Lysepuffer getropft und wiederum 4 h bei RT getrocknet.

Der Szintillationszéhler wird mit dem 14C - Lysepufferstandard (s. 2.2.3.1)
gequencht, die Software auf S35 - spezifische 167 MeV Strahlungsenergie, einer
Mel3zeit von 10 Sekunden wund einer Mittelwertbestimmung aus drei

aufeinanderfolgenden Mef3intervallen programmiert.
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Die getrockneten 35S - Praparate werden in 5 ml Radiovials gegeben und mit 4,5 ml
POPOP - Losung versetzt. Nach 20 Minuten Inkubation werden die Vials in den
Szintillator gegeben und das Programm gestartet. Fir die Messungen der
Radioaktivitat in allen weiteren Proben fir diese Arbeit werden folgende Parameter
festgelegt:

Analysevolumen des Lysepufferextrakts: 1pl

Trocknungszeit: 4 h bei RT

Szintillation: Dreifachmessung mit jeweils 10 s MeR3zeit
Strahlungsenergie: 167 MeV (35Schwefel)

Wertetabelle fur die Kalibrierung des Szintillationszéhlers

uCi
3 5 10 15 17
S35-Methionin
cpm10°/ pl 2.9 43 7,2 9,5 10,0

2.2.1.6.2 35S - Absorption der Hefezellen

Es wird die Abnahme der 35S - Konzentration im zellfreien Uberstand des
N&hrmediums szintillatorisch bestimmt. Dazu wird eine Kultur von S288c nach
Standardprotokoll (s. 2.2.1) bis zu einer OD von 0,5 kultiviert. Jeweils 1 ml dieser
Zellsuspension werden in drei 10ml Erlenmeyerkolben pippetiert und unter
Standardbedingungen (s. 2.2.1.2) inkubiert. Diese drei einzelnen Kulturen werden
zeitgleich mit drei verschiedenen Konzentrationen an 35S- Methionin markiert und
wahrend einer 1/4 Generationszeit (30min) markiert:

2> 10 uCi/ 1 ml > 50 uCi/ 1 ml —>100 pCi/ 1 ml

Zur Bestimmung des freien Methioningehaltes im Kulturmedium wird zu jedem
Melpunkt die Zellsuspension mit 10000 rpm fir eine Minute zentrifugiert und
anschlieRend der Uberstand durch OD - Messung mit dem Nullwert des zellfreien
Mediums verglichen. Fir die 35S - Methioninbestimmung wird 1,0 ul zellfreies
Medium aus dem Uberstand entnommen und nach Standardprozedur (s. 2.2.1.6.1)
im Szintillationszahler gemessen. Messungen werden jeweils nach 5, 10, 20, 30 und
40 Minuten durchgefihrt. Es wird ein Graph erstellt, indem die Abnahme des freien

35S - Methionin gegen die Zeit aufgetragen wird.
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2.2.1.6.3 Bestimmung der Proteinkonzentration durch 35S - Detektion

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentration im Extrakt werden 10 Ansétze (25 ml)
nach Standardprotokoll (s. 2.2.1) parallel kultiviert. Die Hauptkulturen werden bei
einer OD von 0,5; 0,8; 1,0; 2,0, 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0 und 9,5 fur die Dauer
einer 1/4 Generationszeit mit 10uCi/ml radioaktiv markiert. Anschlie3end werden
12 ml der jeweiligen Kulturlésung geerntet, gewaschen und nach Protokoll 2.2.2 mit
Ultraschall in SDS - Puffer aufgeschlossen und durch Schitteln bei RT (10 min)
extrahiert.

Fur die Bestimmung des 35S - markierten Proteins wird 1 pl aus den Extrakten der
verschiedenen Zellstadien entnommen und nach 2.2.1.6 eine szintillatorische
Isotopenmessung durchgefihrt.

Die Kurve wird zusammen mit dem Graph der Proteinbestimmung nach Lowry fur

nicht radioaktiv markierte Proben (s.2.2.1.5) dargestellt.

2.2.2 Probenaufbereitung fur die Extraktion der cytoplasmatischen Fraktion
Die Probenaufbereitung fur die elektrophoretische Trennung des cytoplasmatischen
Extrakts beinhaltet im wesentlichen den Zellaufschlufd und die Proteinsolubilisierung.
In diesem Kapitel werden diese Schritte fur die Extraktion des radioaktiv markierten
cytoplasmatischen Extrakts beschrieben.

Es werden verschiedene Zellaufschlisse (Autolyse, enzymatische Lyse, Grinding,
Ultraschall) getestet und Parameter fur optimierte ZellaufschluRraten und der
Reproduzierbarkeit bestimmt.

Im zweiten Schritt der Probenaufbereitung wird die Solubilisierung und
Disaggregation der Proteine durch die Anwendung eines optionalen Schrittes, des
Prasolubilisierens in SDS - Puffer, verglichen und ausgewertet.

2.2.2.1 Zellaufschlisse S35 - markierter Proben

S288c wird in einem Ansatzvolumen von 60 ml nach Standardprotokoll bis zu einer
optischen Dichte von 1,0 kultiviert. Dieses Zellvolumen wird mit insgesamt 450 pCi
(7,5 pCi/ml) fur 1/4 der Generationszeit (30 min) markiert.

Nach der S35 - Inokulation wird die Zellsuspension in funf gleiche Anséatze zu 12ml
aufgeteilt und bei 7000 rpm fir 5 min geerntet. Der Uberstand wird sorgféltig

abpipettiert und im radioaktiven Sonderabfall entsorgt. Die funf aquivalenten Pellets
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mit einem Trockengewicht von etwa 5 mg und einer Zellzahl von ca. 10’ Zellen

werden nun fir den Vergleich der verschiedenen Zellaufschlisse verwendet.

2.2.2.1.1 Autolyse, enzymatische Lyse, mechanischer und physikalischer
Aufschlufl’

Von den funf radioaktiv markierten Pellets werden vier fur den Vergleich der

verschiedenen  Aufschlisse herangezogen, das funfte wird far die

Gesamtproteinmessung verwendet.

Folgende vier Zellaufschlisse werden verglichen:

a. Zerreiben der Zellen im Mérser unter Stickstoffkiihlung (-196°C)

b. Autolyse der Zellen bei Inkubation in Toluol

c. Enzymatischer Aufschluf3 mit einer 1,3 Glucanase

d. Zellaufschlu® durch Scherkrafte von Ultraschallwellen

Zu a)

Das Pellet wird in 200 pl Standardlysepuffer resuspendiert und in einen mit flissigem
Stickstoff vorgekuhlten Morser pipettiert. Es wird langsam Stickstoff hinzugegeben
und anschlie3end die erstarrte Suspension mit dem Pistill zerrieben. Nachdem der
Stickstoff abgedampft ist wird das Zellysat mit 500 ul Standardlysepuffer (s. 2.2.2.2)
im Morser aufgenommen und anschlieBend in einem 1,5 ml Eppendorfgefald
gesammelt. Die Suspension wird 45 min bei RT geschdttelt, dann mit 14000 rpm
zentrifugiert, anschlieRend der Uberstand abpipettiert und mit dem so erhaltenen
Proteinextrakt die Szintillationsmessung (siehe 2.2.1.6) durchgefihrt.

Zur Bestimmung des Restproteingehalts im Ruckstand wird dieser in 1 ml
Standardlysepuffer gewaschen und anschlieBend nochmals zentrifugiert (5 min,
14000 rpm).

Die gereinigten Zellfragmente werden in 700 pl Standardlysepuffer aufgenommen
und die radioaktive Messung des Proteingehalts (siehe 2.2.1.6.3) durchgefihrt.

Zur Bestimmung dieses Restproteingehalts wird bei allen vier Aufschlissen (a.- d.)
gleich verfahren.

zu b)

Das Zellpellet wird in 200 pl Toluol und 500 ul Standardlysepuffer resuspendiert. Die
Suspension wird fur 36 h bei 28 °C geschuttelt. Anschlie3end wird die Suspension
mit 14000 rpm zentrifugiert. Aus den nach der Zentrifugation entstandenen
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Mischfraktion wird der Extrakt fur die radioaktive Messung und die 2D Elektrophorese
entnommen. Die pelletierten Zellreste werden wie unter a) beschrieben behandelt.

Zu C)

Fur den enzymatischen Aufschluf? werden 200 units 1,3 Glucanase (Lyticase Sigma
L2524 Arthrobacter luteus - Isolat) in 200 ul Trispuffer (0,5M Tris/HCI pH 6,8 ) gelost.
Nach schutteln fur 10 min bei 25 °C wird die Enzymlésung auf das Zellpellet pipettiert
und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wird die Suspension mit
500 I Standardlysepuffer verdinnt und 45 min bei RT geschittelt. Nach
Zentrifugation mit 14000 rpm wird aus dem Uberstand die Aktivitat bestimmt; mit
dem Rickstand wird wie in a) beschrieben verfahren.

zu d)

Das Pellet wird in 200 pl Lysepuffer resuspendiert und bei gleichzeitiger
Eiswasserkuhlung (2 °C) mit dem vorgekuhlten Ultraschallstab behandelt. Der
Aufschlul® wird in 15 Intervallen von 1s Agitationszeit durchgefihrt. Die Suspension
wird mit 500 pl Lysepuffer verdinnt und 45 min bei RT geschiittelt. Der Uberstand
wird abpipettiert und die 35S - Aktivitat gemessen. Mit dem Ruckstand wird
verfahren wie in a) beschrieben.

Fur den Aufschlul3 mit dem Ultraschallstab ist eine Mindestmenge von 200 ul
Suspension notig um einen quantitativen Zellaufschluf3 durchfuhren zu kdnnen.
Beim Zellaufschluf? mit dem Ultraschallstab ist auf folgendes zu beachten:

-es mussen 1,5 ml Gefal3e mit konisch zulaufender Form verwendet werden

-das Volumen im Eppendorfgefal? mufd zwischen 150 pl und 200 pl betragen

-die Agitationsspitze des Gerates mul} zentrisch plaziert sein und darf die GefalRwand nicht
berthren

-das Gefald mul? wahrend der Agitation in konstanter Position gehalten werden

-der Metallstab muf3 méglichst tief in die Suspension eintauchen

-tritt ein Schaumen der Probe auf, ist die Probe zu verwerfen

-wird in der Kélte aufgeschlossen muf3 der Stab und die Suspension vorgekuhlt werden

-die Agitationszeit und Leistung mufd bzgl. des Zellstadiums und der Zellzahl optimiert
werden

Bei den Aufschlissen durch Autolyse, enzymatischen Verdau und Ultraschall wird
die gesamte Prozedur in einem einzigen Eppendorfgefald durchgefihrt. Das
Gesamtvolumen aller Anséatze betragt 700 pl.

Das funfte Pellet wird ebenfalls in 700 pl Standardlysepuffer resuspendiert und ohne

weiteren Aufschluf? fur die Gesamtaktivitatsbestimmung verwendet.
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2.2.2.1.2 Mikroskopische Dokumentation der Aufschlisse

Fur die mikroskopische Dokumentation der Aufschlisse werden Methylenblau -
Farbungen von den aufgeschlossenen Zellen (S288c) angefertigt.

Nachdem das Lysat der vier verschiedenen Aufschlisse mit jeweils 1ml bidest.
Wasser gewaschen worden ist, wird mit 7000 g fur 5 min zentrifugiert. Das Pellet
wird in 250 pl Methylenblaulésung (c= 0,4 mg/ml) resuspendiert und 10 min inkubiert.
Nach Inkubation werden jeweils 20 ul der vier Lysate auf einen Objekttrager pipettiert
und mit zweifachem Durchziehen durch eine nichtleuchtende Bunsenbrennerflamme
fixiert. Nachdem die Uberstehende Farblosung abgezogen worden ist, wird das
Praparat mit einem Deckglas geschlossen.

Die Praparate werden im Lichtmikroskop bei 1200 - facher Vergro3erung digitalisiert.

2.2.2.2 Proteinsolubilisierung und Disaggregation
Fur eine verbesserte Loslichkeit, insbesonders schwerldslicher Proteine und eine
Reduzierung von proteolytischer Aktivitat wird im folgenden ein zusatzlicher Schritt in
der Probenaufbereitung fur die Extraktion der cytoplasmatische Fraktion untersucht,
die Prasolubilisierung in SDS.
In einem 250 ml Kulturkolben werden 25 ml YNB - Medium mit Zellen des Stammes
S288c nach Standardprotokoll bis zu einer optischen Dichte von 0,5 kultiviert. Aus
dem Gesamtansatz werden 14 ml entnommen und mit 320 pCi 35S - Methionin
(spez. Aktivitat: 22,8 uCi/ml) fur 30 min markiert. Nach der Markierung wird der
Ansatz in sieben aquivalente Volumina zu 2 ml aufgeteilt, anschlieend durch
Zentrifugation
(4 min, 7000 rpm) geerntet und mit jeweils 1 ml sterilem bidest. resuspendiert und
gewaschen. Nach Zentrifugation wird die Waschlosung im Uberstand quantitativ
entfernt und die so erhaltenen sieben gleichen Pellets werden fur die
Solubilisierungen verwendet. Die Proteinsolubilisierung und Disaggregation wird auf
zwei verschiedene Weisen durchgefuhrt:
a. drei der oben hergestellten Pellets werden in SDS - Puffer resuspendiert,
durch Ultraschall aufgeschlossen, das Zellysat gekocht, gekthlt, mit Lysepuffer
verdinnt und anschlie3end geschiittelt.
b. weitere drei Pellets werden in Lysepuffer durch Ultraschall aufgeschlossen,

verdiinnt und anschlieRend geschiittelt.
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Das siebte Pellet wird zur Erfassung des Gesamtproteingehalts ohne Zellaufschluf3
direkt fUr die Szintillationszahlung verwendet.

zu a. Zu jedem der drei Pellets (jeweils 2,5 mg dw) wird 200 pl heil3er SDS - Puffer
(95 C°) pipettiert, 2 min im Vortexer resuspendiert und schlie3lich mit Ultraschall
aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluf? wird die Suspension 5 min bei 95 °C erhitzt
und anschliel3end in einem Eiswasserbad auf 10 C° gekuihlt. Das Zellysat wird mit
500 pl Lysepuffer verdinnt und die so hergestellten drei aquivalenten Proteinextrakte
fur jeweils 10 min, 1 h und 24 h auf einem Rotationsschittler (220 rpm) bei
Raumtemperatur geschattelt.

zu b. Das Pellet wird in 200 ul Lysepuffer gelost, mit dem Vortexer behandelt (2 min)
und anschlieRend mit Ultraschall unter Eiswasserkihlung (5 °C) aufgeschlossen (s.
2.2.2.1). Das erhaltene Zellysat wird mit 500 pl Lysepuffer verdinnt und die Pellets
wie in a) fur jeweils drei verschiedene Intervalle (10 min, 1 h, 24 h) bei RT
geschuttelt. Die Praparationen a und b werden fur jedes Pellet in jeweils einem
einzigen 1,5 ml Eppendorf Gefal3 durchgefiuhrt. Nach den Extraktionsintervallen
werden die Lysate fiir 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert; von dem Uberstand wird
jeweils 1 pul fuar die Aktivitatsmessung verwendet. Fur die elektrophoretische
Trennung werden jeweils 3 Mio cpm auf ein Gel (IPG 4-7) geladen.

Der Riickstand wird nach Abpipettieren des Uberstandes einmal mit 1ml Lysepuffer
gewaschen und zur radioaktiven Bestimmung des Restproteins in 700ul Lysepuffer
aufgenommen und resuspendiert. Aus dieser Suspension wird 1 pl fiur die
Strahlungsmessung entnommen.

Das siebte Pellet wird ohne einen Zellaufschlu3 durchzufihren, in 700 pl Lysepuffer
aufgenommen und mehrmals gevortext. Aus der Zellsuspension wird 1 pl fur die
radioaktive Bestimmung des Gesamtproteingehalts nach Standardprotokoll
(2.2.1.6.3) verwendet.

Pufferzusammensetzungen: SDS- Puffer: 1% (w/v) SDS; 0.1M TrisHCI, pH 8.8
Standard / Lysepuffer: 7M Harnstoff, 2M Thioharnstoff,
4% (w/v), CHAPS, 1% (w/v) DTT,
0.5% Pharmalyte 3-10

Die 2D - Gele der verschiedenen Solubilisierungen werden computerdensitometrisch
ausgewertet. Es kommt die Software von Pharmacia (ImageMaster) zur Anwendung.

Die Image Analyse wird mit identischen Bearbeitungsschritten (Spotselection,
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-detektion, -matching) durchgefiihrt. Nach der Image Analyse wird eine
densitometrische  Spotbeschreibung und Auswertung der einzelnen Gele
durchgefihrt.

Folgende Selektionsparameter werden fur die Gelbearbeitung gewahlt:

- Sensitivity 9850

- Noise 5

- Operator size 11

- Backround 88

2.2.3 Durchfuhrung der zweidimensionalen Elektrophorese (IPG - Dalt)

Die hochauflésende 2D Elektrophorese wird eingesetzt, um komplexe
Proteingemische in eine weitaus grol3ere Anzahl von Einzelkomponenten
aufzutrennen, als dies durch 1D elektrophoretische Trenntechniken méglich ist. Die
2D Elektrophorese mit immobilisierten pH - Gradienten (IPG - Dalt) wird nach der
Methode von Goérg et al. [48, 58, 60] durchgefihrt. In der ersten Dimension werden
die Proteingemische nach den isoelektrische Punkten der Gemischbestandteile mit
Hilfe der isoelektrischen Fokussierung im immobilisierten pH - Gradienten (IEF - IPG)
aufgetrennt. In der zweiten Dimension erfolgt die weitere Trennung der
Gemischbestandteile nach Molekulargewichten mit der SDS -
Polyacrylamidgelektrophorese (SDS - PAGE) in einem horizontalen oder vertikalen
System.

In der Praxis wird die erste Dimension (IEF) in individuellen IPG - Gelstreifen
durchgefiihrt. Nach Beendigung der IEF erfolgt eine Aquilibrierung mit SDS - Puffer,
d.h. die Proteine werden mit SDS beladen, und die IPG - Streifen zur Durchfiihrung
der zweiten Dimension auf die Oberflache eines horizontalen oder die Oberkante
eines vertikale Gels gebracht.

Um eine hohe Signifikanz und Vergleichbarkeit zu erzielen, wird die
elektrophoretische Ausristung in der Weise gewahlt, dal’3 zu vergleichende Gele in

der ersten als auch in der zweiten Dimension parallel aufgetrennt werden kdnnen.

2.2.3.1 Isoelektrische Fokusierung

GielRen der IPG - Gele

Losungen:
Acrylamid/Bisacrylamid - Lésung (30% T, 3% C)

Immobiline - Starterlésungen
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(Immobiline pK 3,6, pK 4,6, pK 6,2, pK 7,0, pK 8,5, pK 9,3 als Fertigldsungen)

- Ammoniumpersulfat-Lésung APS - Losung (40%ig)

- N,N,N‘,N‘- Tetramethylethylendiamin TEMED

- Rehydratisierldsung fur die IPG- Gelstreifen
(8 M Harnstoff, 0,5% CHAPS, 0,2% DTT, 0,2% Pharmalyte pH 3 - 10)
Zur Herstellung von 50 ml Rehydratisierldsung 25, 0 g Harnstoff in etwa 25 ml dest. Wasser lésen
und auf 50 ml auffillen. Eine Spatelspitze Mischbettionentauscher MB-1 zugeben, 10 min rihren
und filtrieren. Zu 48 ml des Filtrats 0,25 ml Pharmalyte und 100 mg DTT geben und mit dest.
Wasser auffillen. Rehydratisierldsung unmittelbar vor Gebrauch herstellen und nicht tiber 37 °C

erwarmen.

IEF - Gele mit immobilisierten pH - Gradienten werden mit Hilfe eines
Mikrogradientenmischers in einer GieRkassette auf GelBond PAGfilm polymerisiert,
welche aus zwei Glasplatten besteht, von denen die Deckplatte eine
0,5 mm dicke Silikondichtung tragt. Es werden zwei Immobiline - Starterlésungen
bendtigt, die unterschiedliche Mengen an Immobilinen und Glycerin enthalten
(schwere saure bzw. leichte basische Lésung), um einen Dichtegradienten
aufzubauen, der den pH - Gradienten vor der Polymerisation des Geles stabilisiert.
Beide Startenldsungen enthalten gleiche Konzentrationen an Acrylamid und
Bisacrylamid, wobei deren Konzentration relativ niedrig gehalten wird (4% T, 3% C),
um den Molekularsiebeffekt der Matrix gering zu halten. Die pH - Werte der beiden
Starterlosungen entsprechen dem Anfangs- und Endpunkt des gewlnschten pH -
Gradienten. Zur Verbesserung der Polymerisationskinetik werden beide
Starterlosungen mit 1N Natronlauge bzw. 1N Essigsaure auf pH 7 titriert. Der
Gradientermischer wird auf einen Magnetrihrer gestellt und die Mischkammer mit
einem entsprechenden Ruhrfisch versehen. Das Durchlassventil zwischen Reservoir
und Mischkammer sowie die Auslassklemme werden geschlossen.

Die Offnung des Auslaufschlauches wird in den Spalt am oberen Rand der
vorgekuhlten Giel3kassette eingefuhrt. Fur ein Gel der GroRe 190x 250x 0,5 mm?2
werden je 12 ml der beiden Immobiline - Starterlésungen bendétigt. Die saure,
schwere Ldsung wird in die Mischkammer eingefullt und der Gradientenmischer
eingeschaltet (etwa 500 rpm). Das Durchlassventil wird kurz gedffnet, um den
Verbindungstunnel zu entliften. Eventuell in das Revisor gelangte Lésung wird
wieder in die Mischkammer zurlickpipettiert. Nun wird die basische Losung in das
Reservoir pipettiert, die Katalysatoren zugegeben und mit Hilfe eines Spatels

vermischt. Nach Offnen des Durchlassventils und der Auslassklemme wird die
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vorgekuhlte Giel3kassette bis zur Oberkante befullt. Um den Dichtegradienten
ausnivellieren zu lassen, wird die Giel3kassette 15 min bei Zimmertemperatur stehen
gelassen. Dann wird das Gel 60 min bei 50 °C im Trockenschrank auspolymerisiert.
Nachdem das Gel auf Zimmertemperatur abgekihlt ist, wird es vorsichtig aus der
Kassette entnommen und 6 x 15 min in dest. Wasser und 30 min in 2 -% iger
Glycerinlésung gewaschen. Anschliel3end wird es lUber Nacht in einem staubfreien
Schrank mit einem Ventilator getrocknet, die Geloberflache mit einer Klarsichtfolie
abgedeckt, in eine Plastikfolie eingeschweil3t und kann bei —20 °C bis zum weiteren
Gebrauch gelagert werden (fur bis zu 2 Jahre).

Quellen der IPG - Streifen

Losung (30 ml):

Fur die Herstellung der Quellésung werden 14,4 g Harnstoff und 6,1 g Thioharnstoff in 24,6 ml Wasser
gelost. Eine Spatelspitze Mischbettionenaustauscher zugeben, 10 min rithren und filtrieren. Zu 30 ml
des Filtrats werden 120 mg DTT, 300 mg CHAPS und 150 pl Pharmalyte 3-10 gegeben. Die

Quellésung wird unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und nicht Giber 37 °C erwéarmt.

Die in dieser Weise hergestellten IPG - Streifen werden mit Hilfe einer
Papierschneidemaschine in 3 mm breite Einzelstreifen geschnitten und die
Schutzfolie abgezogen (Abb. 3).

Abb. 3: Schneiden von IPG- Streifen flr die isoelektrische Fokussierung

Die Rehydratisierung der IPG - Gelstreifen erfolgt im Reswelling - Tray. Je IPG -
Gelstreifen werden 350 pl Quellésung in eine Rinne des Trays pipettiert, und der

Streifen mit der Gelseite nach unten hineingelegt. Es ist darauf zu achten, daf3 die
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Unterseite des Streifen vollstandig mit Flussigkeit benetzt ist. Anschlie3end wird er

mit 1 ml Silikon6l Gberschichtet und Gber Nacht im geschlossenen Tray rehydratisiert.

Abb. 4. Rehydratisierung der IPG- Streifen im Reswelling - Tray

Fokussierung der IPG Streifen

Nach dem Offnen des Reswelling - Trays werden die gequollenen IPG - Gelstreifen
herausgenommen und kurz in dest. Wasser eingetaucht, um ein Auskristallisieren
des Harnstoffs bei der IEF aufgrund Uberschussiger Quelldsung zu verhindern.
Danach werden die IPG - Gelstreifen mit der Gelseite nach oben auf ein mit dest.
Wasser angefeuchtetes Blatt Filterpapier gelegt und ihre Oberflache mit einem mit
dest. Wasser angefeuchteten Filterpapier abgetupft. Um Volumina bis 160 ul Extrakt
auftragen zu kdnnen, wird fir die Fokussierung der DryStrip Kit verwendet (Abb. 5).

Abb. 5: IEF der IPG-Einzelstreifen im DryStrip Kit

Auf die mit Kerosin benetzte Kiuhlplatte der Fokussierungskammer wird der Rahmen
und die Folie gelegt. Anschlieend werden die IPG - Gelstreifen auf der Folie
positioniert. Hierbei ist darauf zu achten, dal3 die sauren Gelenden zur Anode zeigen.
Insgesamt werden 12 Streifen parallel fokussiert, wobei 2 Streifen als Randstreifen
fungieren. Uber eine Briicke werden die konisch zulaufenden Cups mit ihren
Cuphaltern in Richtung Anode befestigt, so dal} sie dicht mit den Gelstreifen
abschlie3en. Die Probenauftragsmenge pro Cup betragt 160 pl. Nun werden zwei

5 mm breite Elektrodenstreifen (aus 1 mm starkem Filterkarton MN 440) auf eine



Material und Methoden - cytoplasmatische Fraktion 23

Lange zurecht geschnitten, die der Gesamtbreite aller nebeneinander liegenden
IPG -Gelstreifen entspricht. Diese beiden Elektrodenstreifen werden mit dest. Wasser
angefeuchtet, Uber die kathodischen und anodischen Enden der IPG - Gelstreifen
gelegt und leicht angedrtickt. AnschlieRend wird der Kontakt Uber Elektrodenbriicken
hergestellt und der Rahmen mit Silikon6l aufgefullt, um ein Austrocknen der
Geloberflache und ein Auskristallisieren von Harnstoff zu verhindern. Die
Fokussierung findet bei 20 °C (Kryostat) statt, die weiteren Parameter fir die IEF

sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

Tab. 2. Parameter fiur die isoelektrische Fokussierung (IPG 4-7 und 4-9)

pH-Gradient Spannung Stromstarke pro Zeit
4-7/4-9 IPG-Gelstreifen
180 mm
Probeneintritt | 150 0,05 mA 2h
300 0,05 mA 2h
1500 0,05 mA 12 h
Fokussierung | 3500 0,05 mA 6h

2 Voltstunden = 39900 Vh

Nach beendeter IEF werden die IPG - Gelstreifen in einer Klarsichthtlle fixiert und,

wenn sie nicht sofort bendtigt werden, bei -70 °C gelagert.

2.2.3.2 Aquilibrierung der IPG - Streifen
Aquilibrierung der IPG- Gelstreifen

Losungen:
Fur die Herstellung des Aquilibrierpuffers werden 36 g Harnstoff; 30 g Glycerin; 2 g SDS und 3,3 ml

Trenngelpuffer in dest. Wasser geldst und auf 100 ml aufgefullt.

Zur Aquilibrierung (Abb. 6) werden jeweils zwei IPG- Gelstreifen mit 10 ml
Aquilibrierpuffer, in dem zuvor 100 mg DTT geldst wurden, in ein 200 mm langes
Reagenzglas uberfiihrt, dieses mit Parafilm verschlossen und 15 min auf einem

Horizontalschittler bewegt.
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Abb. 6: Aquilibrieren der IPG - Gelstreifen mit DTT und Jodacetamid

Anschliel3end werden die Streifen in ein weiteres Reagenzglas gegeben, in dem sich
480 mg Jodacetamid gelost in 10 ml Aquilibrierpuffer befinden und fir weitere 15 min
geschuttelt. Nun werden die IPG - Gelstreifen in den Tankpuffer getaucht und mit der
Langskante auf ein Filterpapierblatt gestellt, um die Uberschissige Flissigkeit
abtropfen zu lassen.

2.2.3.3 SDS - PAGE

Herstellung der SDS - Gele

Losungen:

-Acrylamidlésung (30,8% T; 2,7% C):

300 g Acrylamid und 8 g Bisacrylamid in etwa 500 ml dest. Wasser I6sen, mit einer Spatelspitze
Mischbettionenaustauscher versetzen, rihren, filtrieren und mit dest. Wasser auf 1000 ml auffullen.
-Gelpuffer:

90,83 g Trizma - Base und 2 g SDS in etwa 300 ml dest. Wasser lésen, mit 4N HCI auf pH 8,6 titrieren
und mit dest. Wasser auf 500 ml aufftllen.

-Ammoniumpersulfatldsung (APS) (10%):

1 g Ammoniumpersulfat in 10 ml dest. Wasser losen.

250 g Glycerin und 2509 bidest. Wasser mischen. AnschlieBend die Lésung mit 0,001%
Bromphenolblau versetzen.

-Gelldsung (13% T):

591 ml Acrylamidlésung, 350 ml Gelpuffer, 396 ml dest. Wasser und 70 g Glycerin (p.a.) mischen und
kurz vor dem GieRen 7 ml APS- Losung (10%) und 66 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED)
zugeben.

-Glycerinlosung (50%):

-Gelpuffer-gesattigtes 2-Butanol:

20 ml Gelpuffer werden mit 30 ml 2-Butanol vermischt und geschittelt. Nachdem sich die Phasen
wieder getrennt haben, die leichtere 2-Butanolphase abdekantieren und zum Uberschichten der

Glasplatten verwenden.

Jeweils zwei durch ein Scharnier verbundene Glasplatten bilden eine GielRkassette
(Abb. 6), in welcher die 200 x 237 x 1 mm? groRen SDS - Gele hergestellt werden.
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Die gesamte Fullhdhe der Kassette kann nicht ausgenutzt werden, da 2 cm fur den
IPG- Streifen und die Agaroseldsung frei bleiben missen. Daraus ergibt sich eine

tatsachliche Gelhohe von 18 cm.

(_ Abstand-
/ halter
Scharnier

Abb. 6: Aufbau einer Glaskassette zum GielRen der Gele

Insgesamt werden 22 GielRkassetten alternierend mit Klarsichtfolie in die
GieRkammer eingeordnet, wobei am linken und rechten Ende je ein Stick
Schaumgummimatte die Kassetten abschlie3t. Sie sollen eine gleichmaRige
Druckverteilung Uber die gesamte Kassettenoberflaiche gewahrleisten. Beim
SchlieBen der GieBkammer wird die Deckplatte justiert und udber Kreuz
festgeschraubt. Zuerst wird das Gieldreservoir, dessen Auslauf mit einem
Trichterschlauch verschlossen ist, mit der Glycerinlésung befillt. Danach wird die mit
Katalysatoren versetzte Gellosung Uber den Trichter in die GieBkammer (Abb.7)
eingefullt. AnschlieBend wird der Trichter herausgezogen, wodurch die Gelldsung
durch die Glycerinldsung unterschichtet wird. Der untere Spiegel der Gellésung reicht
dadurch genau bis zur Unterkante der Giel3kassetten. Um nach der Polymerisation
eine waagerechte Oberkante der Gele zu erhalten, muld jedes Gel mit 1 ml Gelpuffer-
gesattigtem 2 - Butanol Uberschichtet werden. Die anschlieBende Polymerisation

dauert bei Raumtemperatur 12 bis 16 Stunden.

Trichter

o

=z

Abb. 7: Einfullen der Gellésung in die GieRkammer und Unterschichten mit Glycerinlésung



Material und Methoden - cytoplasmatische Fraktion 26

Nach beendeter Polymerisation werden die Glasplatten entnommen und auf3en
grindlich mit dest. Wasser abgewaschen, wobei auch das Butanol von der
Geloberkante entfernt wird. Um die noch enthaltene Waschflussigkeit ablaufen zu
lassen, werden die Giel3kassetten mit der Oberkante nach unten in ein Drahtgestell
gestellt. Die beiden aufl3eren Gele mussen verworfen werden, da bei ihnen keine
gleichmalige Dicke gewahrleistet ist. Nicht sofort benétigte Gele kdnnen, in Folie

luftdicht verpackt, bis zu zwei Tagen bei 4 °C aufbewahrt werden.

Durchfiihrung der SDS - PAGE im vertikalem System

Losungen:

-Tankpufferkonzentrat:

19,9 g SDS; 299,6 g Glycin; 58,0 g Trizma - Base in 3| dest. Wasser I6sen. Die Ldsung in die
Elektrophoresekammer geben und mit 16,9 | dest. Wasser nachspilen, so dal das Gesamtvolumen
19,9 | betragt.

-Gelpuffer:

18,2 g Trizma - Base und 0,4 g SDS in etwa 80 ml dest. Wasser I6sen. Mit 4 N HCI auf pH 8,8 titrieren
und mit dest. Wasser auf 100 ml auffillen und filtrieren.

-Agaroseldsung:

100 ml Tankpuffer mit 500 mg Agarose und 300 pl Bromphenolblaulésung aufkochen und im

Wasserbad auf 80 °C temperieren.

Die Dalt - Elektrophoresekammer wird mit 14| dest. Wasser befullt und die
Umwalzpumpe eingeschaltet. AnschlieBend werden 31| Tankpufferkonzentrat
zugegeben und mit 2,91 dest. Wasser nachgespillt, das einem
Gesamtflissigkeitsvolumen von 19,91 im Tank entspricht. Zur grundlichen
Durchmischung sind die Barrierekdmme fir ca. 1 h hochzuziehen. Den Tankpuffer
auf 20 °C temperieren. Die &quilibrierten IPG- Gelstreifen werden nun mit der
Gelseite zum Betrachter und der Kathode nach rechts mittels einer Pinzette in die
Kassette eingeschoben (Abb.9). Anschlie3end werden 3 bis 5 ml Agaroseldsung in
die Kassette gegeben und der Streifen mit einem kleinen Spatel bis zum SDS- Gel
geschoben, so dald beide blindig aneinander liegen. Die Agaroseldsung erstarrt und

fixiert den Streifen.
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Abb. 9: IPG- Gelstreifen auflegen (zweite Dimension)

Je 7 pl Molekulargewichtsmarker (14 bis 94 kD) werden auf 2 x 5 mm? groRRe
Filterpapierstiickchen pipettiert, luftgetrocknet und ebenso wie die IPG - Gelstreifen
neben diesen in die Gelkassette eingebracht.

Nachdem obiger Arbeitsvorgang mit allen IPG - Gelstreifen durchgefiihrt worden ist,
werden die Kassetten mit dem Scharnier nach unten zwischen die Barrierekdmme
gesteckt. Der Uberstehende Tankpuffer wird abgesaugt und der Kammerdeckel
geschlossen. Die Proteine werden in vertikaler Laufrichtung aufgetrennt. Die
Elektrophoreseparameter betragen fir den Probeneintritt (1 h) 80 mA und
anschlie3end 160 mA bei einer Laufzeit von etwa 18 h. Die Stromspannung wird auf
einen Setwert von 200V eingestellt, der aber nicht erreicht wird. Der Lauf ist
beendet, wenn die Bromphenolblaufront vollstandig aus dem Gel gewandert ist.
Nach Beendigung des Laufs werden die Kassetten herausgenommen, mit dest.
Wasser kurz abgespult und mit einem Spatel vorsichtig geoffnet.

Anschliel3end werden die Agarosetberschichtung und der IPG - Gelstreifen entfernt

und das Gel in eine Glaswanne mit Fixierlésung tberfuhrt.

2.2.3.4 Proteinvisualisierung

Nach  AbschluR der elektrophoretischen Trennung kommen fur die

Proteinvisualisierung zwei Methoden zur Anwendung:

- Gele der radioaktiv markierten Proben werden auf einem Filterpapier getrocknet
und anschlieRend mit dem Phosphor - Imager exponiert.

- Gele nicht markierter Proben werden mit Silberfarbungen nach Blum [53] oder

Heukeshoven und Dernick [47] visualisiert.

2.2.3.4.1 Silberfarbungen

Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick

-Fixierlosung:

400 ml Ethanol mit 200 ml Essigsaure und 500 ml dest. Wasser mischen.

-Inkubationslosung:
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300 ml Ethanol; 129 g Natriumacetat- Trihydrat; 20 ml Glutardialdehyd (25%); 2,0 g
Natriumthiosulfat- Pentahydrat mischen und mit dest. Wasser auf 1,0 | auffillen.

-Waschldsung:

300 ml Ethanol mit 50 ml Essigsaure und 650 ml dest. Wasser mischen.

-Silbernitratlésung:

1,0 g Silbernitrat in 1,0 | dest. Wasser lésen und unmittelbar vor Gebrauch 500 pl Formaldehydlésung
zugeben.

-Entwickler:

30g Natriumcarbonat in 1,01 dest. Wasser l6sen. Unmittelbar vor Gebrauch 250 pl
Formaldehydlésung (37%) zugeben.

-Stoplésung:

10,0 g Glycin in 1,0 | dest. Wasser losen.

-Schrumpflésung:

300 g Glycerin und 400 ml Ethanol mit dest. Wasser auf 1,0 | auffillen.

Tab. 3: Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick, * pro SDS- Gel 0,5 | Lésung

Arbeitsschritt Reagenz* Zeit

Fixieren 40% Ethanol 30 min

10% Essigséaure

Sensitivieren 30% Ethanol 45 bis 60 min
7,8% Natriumacetat
0,5% Glutardialdehyd

0,2% Natriumthiosulfat

Waschen 30% Ethanol 90 min oder tber Nacht

5% Essigsaure

Waschen dest. Wasser 6 X 10 min

Impréagnieren 0,1% Silbernitrat 30 min

0,02% Formaldehyd

Waschen dest. Wasser 2x20s

Entwickeln 3% Natriumcarbonat 1 bis 5 min

0,01% Formaldehyd

Stoppen 1% Glycin 10 min

Waschen dest. Wasser 2 X 15 min
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Die gefarbten Gele werden anschlielRend mit der Schrumpflésung fir ca. 8 bis 10 min
geschrumpft und sofort gescannt. Zur Aufbewahrung werden sie in eine Plastikfolie
eingeschweif3t.

Silberfarbung nach Blum et. al

-Fixierlosung:

400 ml Ethanol mit 100 ml Essigsaure und 500 ml dest. Wasser mischen.

-Waschlosung:

300 ml Ethanol mit 700 ml dest. Wasser mischen.

-Sensibilisierlésung:

0,2 g Natriumthiosulfat mit 1,0 ml dest. Wasser mischen.

-Silbernitratlésung:

2,0 g Silbernitrat in 1,0 | dest. Wasser lésen und unmittelbar vor Gebrauch 250 ul Formaldehyd
(37%) hinzufugen.

-Entwickler:

30 g Natriumcarbonat in 1,0 | dest. Wasser I6sen. Unmittelbar vor Gebrauch 500 pl Formaldehyd
-Stoplésung:

50 ml Essigsaure mit 950 ml dest. Wasser mischen.

Tab. 4. Silberfarbung nach Blum

Arbeitsschritt Reagenz* Zeit

Fixieren 40% Ethanol 60 min
10% Essigséaure

Waschen 30% Ethanol 2 x 20 min

Waschen dest. Wasser 20 min

Sensitivieren 0,02% Natriumthiosulfat 1 min

Waschen dest. Wasser 3x20s

Silbern 0,2% Silbernitrat 20 min bei 4 °C
0,025% Formaldehyd

Waschen dest. Wasser 3x20s

Entwickeln 3% Natriumcarbonat 1 bis 5 min
0,05% Formaldehyd

Waschen dest. Wasser 20s

Stoppen 5% Essigsaure 5 min

Waschen dest. Wasser 3 x 10 min
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Nach der Farbung wird das Gel mit der PDQuest Software gescannt und computer-
densitometrisch ausgewertet. Zur Lagerung wird es in eine Plastikfolie eingeschweil3t
oder in Cellophanfolie getrocknet:

Fur die Geltrocknung in Cellophanfolie wird das Gel und das Cellophan in eine
Losung bestehen aus 10% (m/v) Glycerin und 30% (v/v) Ethanol fir 10 Minuten
eingelegt und anschlieend in den easy breeze - Rahmen (Hoefer) gespannt. Die
Trocknungszeit bei Lufttrocknung betragt 48 h, bei Ventilationstrocknung 15 h.

2.2.3.4.2 S35 - Expositionen

Nachdem die Elektrophorese abgeschlossen ist, werden die Glaskassetten getffnet
und die Gele faltenfrei auf ein trockenes Filterpapier (Whatman 3, A4) ausgerollt. Die
Geloberseite wird mit einer PP - Folie Uberdeckt und anschlieend in den
Vakuumtrockner plaziert.

Fur die Geltrocknung werden folgende Parameter gewahlt:

Vakuum: 0,35 bar

Trocknungstemperatur: 80 °C

Trocknungsdauer: 50 min

Nach Trocknung der Gele werden diese eine bestimmte Zeit (1-3d) in den
Imagescreen zur Exposition gelegt. Die exponierten Screens werden mit dem
Phosphor - Imager gescannt und mit der ImageMaster Software ausgewertet.

Fur die Optimierung der Expositionszeit wird eine 35S - markierte Kultur von S288c
bis zu einer optischen Dichte von 1,0 gezuchtet (Markierungsaktivitat: 10 pCi/ml).

Die Zellen werden nach der Markierung in vier &quivalente Volumina aufgeteilt und
geerntet, aufgeschlossen und solubilisiert (nach 2.2.2).

Mit den vier aquivalenten Extrakten wird im DryStrip System die Fokusierung
(IPG 4-7) und im I1SO - Dalt (T13%, C2,7%) die SDS - PAGE durchgefuhrt (s. 2.2.3).
Die Auftragsaktivitat betragt 3,5 cpm pro Gel.

Diese Vierfachansatze werden mit drei verschiedenen Zeitintervallen exponiert und

computerdensitometrisch ausgewertet. Expositionsintervalle: 21 h, 27 hund 72 h
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2.3 Ergebnis und Diskussion

2.3.1 Kultur von S. cerevisiae

Hefeaufzucht fur die 2D- Elektrophorese
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Abb. 10: Uberblick tiber Aufzucht und Aminosauresynthese von S. cerevisiae mit 35 - S Markierung
in YNB - Medium

Fur die Proteomanalyse stellt die Aufzucht von Saccharomyces cerevisiae hohe
Anforderungen an die Zellvermehrung [1, 8, 12]. Geringe proteolytische Aktivitaten,
genaue Kenntnis der Zellzahl zum Erntezeitpunkt, peptonfreie Medien und optimierte
Isotopenmarkierungen sind die Voraussetzung fur die Herstellung reproduzierbarer
Proteinextrakte.

Um einen besseren Zugriff in der Aufzucht bei z.B. StreRinduktionen (s. 3.3) oder bei
der radioaktiven Markierung zu haben, wird in batch - Kulturen und nicht in
kontinuierlichen Systemen gezichtet.

Mit dem Ansatz einer Vorkultur ist gewahrleistet, dal3 die Hauptkultur mit log - Zellen

angeimpft wurde, und dadurch bei Kenntnis der Generationszeit die Kultur in einer
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definierten Phase und berechenbarer Zellzahl geerntet werden konnte [15].
Abgesehen vom N&hrmedium wurden fur die Aufzucht optimale Bedingungen fur
Wachstum und Teilung gewahlt, um zum einen zigiges Arbeiten zu ermdglichen und
zum anderen einen "stressfreien Standard" mit stressinduzierten Zellen (s. Kap. 3)

vergleichen zu kdénnen.

2.3.1.1 Vergleich von Minimal- und Vollmedium

Die Anforderungen an ein Nahrmedium sollte alle fur Wachstum und Vermehrung
erforderlichen Substrate (ausgenommen gasférmige) enthalten, sowie einen fir den
Organismus geeigneten pH - Wert, eine ausreichende Pufferkapazitat als auch ein
gunstiges lonenmilieu besitzen. Die Konzentration der Substrate ist in der Regel, vor
allem in statischen Kulturen, um ein Vielfaches hoher als fir eine maximale
Wachstumsrate erforderlich, um eine hohe Populationsdichte zu erreichen [13].

Man kann zwischen Vollimedien und Minimalmedien unterscheiden. Ein
Minimalmedium erflllt qualitativ die Mindestanspriche eines Organismus. Es besteht
bei heterotrophen Organismen in der Regel aus einer mineralischen Nahrlésung und
einer organischen Kohlenstoffquelle. Ein Vollmedium enthalt neben den essentiellen
auch viele Verbindungen, die wenig definiert und die der Organismus auch selbst
synthetisieren kann. Beispiele fur Vollimedien sind Peptone, Malzextrakte, Melasse
oder Caseinhydrolysate. Die Wachstumsrate ist in der Regel auf Vollimedien héher
als auf Minimalmedien.

Eine weitere Differenzierung der Nahrbdden stellt die Einteilung in synthetische und
komplexe Medien dar. Von synthetischen Medien spricht man, wenn die
Zusammensetzung des Substrates genau bekannt ist; bei komplexen Medien sind
nur wesentliche Inhaltsstoffe bekannt, nicht jedoch die stdchometrische und
gualitative Zusammensetzung.

Demnach wird das YNB - Substrat zu den synthetischen Minimalmedien und das
Sabouraud - Bouillon zu den komplexen Volimedien gezahlt. Beide Medien sind fur
Saccharomyces - Kulturen optimiert und empfohlen [14].

Im folgenden (Abb. 11) sind die Proteintrennungen des Zellysates von
Saccharomyces cerevisiae bei identischer Probenaufbereitung und
Elektrophoresebedingungen, unter Verwendung von verschiedenen Medien
(Sabouraud, YNB) zu sehen:
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Abb. 11:

IPG - Dalt 4-9 Saccharomyces cerevisiae S288c.
YNB - Medium (yeast nitrogen base without amino acids) - Minimalmedium

YPD - Medium (Sabouraud - 2% Glucose Boullion) - Komplexmedium
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Vergleicht man beide Proteinmuster, so erkennt man grundséatzliche Unterschiede.

Zellen, die in definierten synthetischen Medien kultiviert wurden (YNB) zeigen
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deutlich mehr Proteine tUber 67 KD. Auffallig ist die grol3e Vielzahl von Proteinspots
unter 14 kD Uber den ganzen Bereich von pH 4 bis 9 in den "Sabouraud - kultivierten
Zellen". Zudem fallt bei genauer Betrachtung eine deutlich gré3ere Vielzahl von
schwach angefarbten Spots im Bereich 20 und 43 kD in den YPD - Zellen auf.

Das Fehlen von hochmolekularen Proteinen in Verbindung mit einer hohen
Konzentration von niedermolekularen Proteinen deutet auf einen Proteinabbau durch
Proteasen hin. Da Zellaufschluf3 und Proteinsolubilisierung nach identischer Methode
durchgefuhrt wurden, durfte proteolytische Aktivitat in den Sabouraud - kultivierten
Zellen vorhanden bzw. wirksam gewesen sein.

Studiert man die Herstellung von Komplexmedien, so findet man, dal3 hierbei drei
verschiedene Arten von Pepton (Bestandteil der meisten Komplexmedien) verwendet
werden: papainisch, tryptisch und pankreatisch verdautes Pepton [16]. Es mul
angenommen werden, dafl durch das Pepton proteinabbauenden Enzyme ins
Medium gelangen und nach Zellaufschlul? intrazellulares Protein abbauen. Dieser
Proteinabbau ist eindrucksvoll an der Anreicherung von Proteinfragmenten im
Bereich unter 14 kD und an dem Verlust der hochmolekularen Proteine zu erkennen.
Manche Proteasen scheinen nach Autoklavierung des Medium und
Proteinsolubilisierung nur reversibel denaturiert zu werden. Weitere zellfremde Spots
konnen durch, an Hefezellen adhesierenden Peptonreste entstehen.

Da die Genexpression besonders bei kultivierten Zellen sehr substratspezifisch ist,
lant sich die Vielzahl der "low abundance" spots in den Sabouraud - Zellen auf die
Substratvielfalt im Komplexmedium zuriickfihren. Da nicht fur alle Organismen
synthetische Medien erhdltlich sind, sollte in jedem Fall auf Medien, die verdautes
Pepton oder andere verdaute Proteinextrakten beinhalten, verzichtet werden.

Die groRRe Vielzahl von "low abundance spots" in den Sabouraud- Zellen sind auf
Grund von Schwierigkeiten bei der Auswertung, der Reproduzierbarkeit und der
MALDI - Analyse nicht erstrebenswert. Interessieren Proteine, welche nur in geringer
Kopienzahl exprimiert werden, so sollten diese durch methodische Auswahl in der
Probenaufbereitung selektiv angereichert und diese Fraktion dann elektrophoretisch
getrennt werden. Fur weitere Versuche wird ausschliel3lich das YNB - Substrat
verwendet.

Zusammenfassend laRt sich sagen, dal fur die Proteomanalyse Komplexmedien auf
Grund ihrer variierenden Zusammensetzung, sowie der Anwesenheit von Proteasen,

bedingt durch die Peptonherstellung, ungeeignet sind.
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2.3.1.2 Bestimmung der Wachstumsrate und Verdopplungszeit

Unter Wachstum versteht man die Zunahme der Zelltrockensubstanz pro
Volumen, Kultur und Zeiteinheit, die mit einer Proteinsynthese verbunden ist.
Wachstum ist in der Regel mit einer ZellvergréR3erung verbunden, kann aber
auch mit einer Vermehrung (siehe 2.2.1.3) korreliert sein [13].

Die Wachstumsrate p gibt die Zahl der Verdopplungen der Zellmasse pro Zeiteinheit
an. Das Zeitintervall fur die Verdopplung der Zellmasse ist die Verdopplungszeit td.
Die Entwicklung der Zellmassen in einer wachsenden Kultur laRt sich mit grol3er
Genauigkeit durch die Messung der optischen Dichten bestimmen [15].
Wachstumsraten und Verdopplungszeit sind abhangig von dem verwendeten Stamm,
den &auRReren Kulturbedingungen und vom Medium. Sollen mehrere
elektrophoretische Trennungen von beispielsweise verschiedenen
Wachstumsinduktionen verglichen werden, ist eine hohe Reproduzierbarkeit in der
Zellaufzucht bzgl. Zellmasse und Wachstumsstadium Voraussetzung.

Die ermittelten Mel3werte der optischen Dichte wurden im logarithmischen Malf3stab
(y - Achse) gegen die Zeit (x - Achse) aufgetragen.

100 T
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Abb. 12: Wachstumskurven von Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces boulardii in YNB-
Nahrmedium bei 30 °C
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Die Wachstumskurve kann in finf Phasen (lag - Phase, log - Phase,
Retardationsphase, stationdre Phase und Absterbephase) eingeteilt werden [13]. In
der ersten Phase des Wachstums einer Kultur ist das System noch nicht im
FlieRgleichgewicht. Die Syntheseprozesse, die in ihrer Gesamtheit das Wachstum
bedingen, zeigen oft verschiedene Kinetiken. Diese Phase wird als Anlaufphase oder
lag - Phase bezeichnet. Nach einer bestimmten Zeit haben die Syntheseleistungen in
der Zelle einen konstanten Wert erreicht, Hefemasse und Zellzahl nehmen pro
Zeiteinheit um einen konstanten Faktor k zu. Die Kultur befindet sich in der
logarithmischen oder exponentiellen Phase des Wachstums (log - Phase). Der
Steigungsgrad der Trendlinie ist ein MalR fur die Wachstumsrate p. For
Saccharomyces cerevisiae errechnet sich daraus eine Wachstumsrate von
L =0,052 min? und bei Saccharomyces boulardii eine Wachstumsrate von
1= 0,069 min™ in ihrer logarithmischen Phase. Mit diesen Werten laRt sich die
Verdopplungsrate tp berechnen [24]. Fir Saccharomyces cerevisiae ergibt sich eine
Verdopplungszeit tp von 133,3 min und fur Saccharomyces boulardii fir 100,4 min.
In der Literatur [13] ist Saccharomyces cerevisiae mit einer gréf3ten Verdopplungszeit
von ca. 120 min angegeben. Man erkennt daraus, dal3 die Wachstumsbedingungen
in dieser Kultur anndhernd optimal waren. Eine Erhéhung der Wachstumsraten lie3e
sich wahrscheinlich nur noch durch die Verwendung eines komplexen Vollmediums
erzielen.

Mit fortschreitendem Wachstum nimmt die Konzentration der Substrate in der
Nahrlésung ab, der pH - Wert verandert sich, wachstumshemmende Stoffe haufen
sich an und die Sauerstoffkonzentration im Medium sinkt unter einen kritischen Wert.
Diese veranderten Aulenbedingungen bewirken eine Verdnderung in der
Wachstumsrate. Dieser Abschnitt wird Retardationsphase oder Phase der negativen
Beschleunigung genannt. Sie geht in die stationdre Phase Uber. In dieser Phase
bleibt die Gesamtkeimzahl konstant, weil keine Zellteilungen mehr stattfinden oder
weil nur soviel neue Zellen entstehen wie alte Zellen lysieren.

Es folgt die Absterbephase, die aus zwei Grinden nicht ohne weiteres sichtbar ist: a)
Hefen bilden keine Toxine wie Bakterien, die zum Absterben fuhren, sondern sie
bilden Sporen und erzeugen so eine Schutzschicht; b) Das Zellwachstum wurde
anhand der Tribung ermittelt. Die optische Dichte erfal3t nur die Anzahl der Zellen.
Eine Unterscheidung von lebenden und abgestorbenen Zellen kann nur mit Hilfe
eines Vitalitatstests bestimmt werden. Eine Absterbephase ist bei Hefereinkulturen in
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der Regel nicht oder nur nach mehreren Monaten nachweisbar [13]. Bei
Saccharomyces cerevisiae dauert die lag-Phase ungefahr 60 min, die anschlielRende
log-Phase ungefahr 14 h und die Retardationsphase etwa 2 h. Nach insgesamt 17 h
ist die stationare Phase erreicht. Bei Saccharomyces boulardii dauert die lag- Phase
bei dem verwendetem Kulturprotokoll ca. 120 min, die log - Phase ungefahr 10 h und
die Retardationsphase etwa 3 h. Nach insgesamt 15 h beginnt hier die stationare
Phase (s. Abb. 12).

Die langere lag - Phase von Saccharomyces boulardii und damit der Schnittpunkt der
beiden Kurven kann auf den unterschiedlichen Lagerungszustand der beiden
Stamme zurickzufuhren. Wahrend der Animpfung aquivalenter Zellzahlen von
Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces boulardii, lagen bei Saccharomyces
boulardii weniger teilungsbereite Zellen vor. Da Saccharomyces boulardii jedoch eine
kirzere Verdopplungszeit tp hat, schneiden sich die beiden Wachstumskurven nach
etwa zwei Stunden. Durch die kirzere Generationszeit beginnt bei Saccharomyces
boulardii die stationare Phase schon nach ungefahr 15 Stunden, wéahrend

Saccharomyces cerevisiae den Sattigungsgrad erst nach 17 Stunden erreicht.

2.3.1.3 Vermehrung, Teilungsrate und Generationszeit

Die Vermehrung der Organismen wird gemessen als Zunahme der Organismenzahl
pro Volumeneinheit. Die Teilungsrate ist die Zahl der Verdopplung der Zell- oder
Organismenzahl pro Zeiteinheit. Das Zeitintervall fur die Verdopplung der Zellzahl ist
die Generationszeit g. Mit der Kenntnis der Generationszeit des Wildtyps kann die
Zellzahlzunahme in der Kultur bestimmt werden, und somit bei den verschiedenen
Anséatzen reproduzierbare Erntezeitpunkte festgelegt werden. Die Bestimmung der
Lebendzellzahl stellt die wesentlich exaktere Methode fir die Beschreibung von
Phasenzustanden in einer Kultur dar und laRt somit hbhere Reproduzierbarkeit in der
Zellaufzucht erwarten [15].

Nachteilig fur die Proteomanalyse wirkt sich die Erfassung von nur lebenden Zellen,
sowie das relativ zeitaufwendige Verfahren des Plattengie3ens mit anschlie3ender
Bebrutung und Auszadhlung aus. Es empfiehlt sich daher den Zusammenhang
zwischen optischer Dichte und Lebendzellzahl in den einzelnen Stadien zu
bestimmen, um dann ausgehend von einer OD - Messung auf die entsprechende
Zellzahl schlieen zu kodnnen. Die Generationszeit g laRt sich nach der

Synchronisation einer Kultur durch graphische Auswertung des Diagrams ermitteln.
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Die Synchronisierung der Hefekultur wurde zum einen mit einer Membranfiltration
und zum anderen durch einen Hitzeschock erreicht. Fur S. cerevisiae ergibt sich
hieraus eine Generationszeit von etwa 120 Minuten (Abb. 13). Nach etwa 420 min

hat die Kultur eine OD von 1,0 erreicht, die Zellzahl betragt in diesem Stadium etwa

107 Zellen/ml.
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Abb. 13: Synchronisation der Kultur von S. cerevisiae S288c durch Membranfiltration und

Hitzeschock, fur die Bestimmung der Generationszeit []
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2.3.1.4 Messung des Zelltrockengewichts

Ein wichtiger Kontrollschritt zur Uberprifung der Aufzuchtqualitat stellt die
Bestimmung des Trockengewichts dar. Durch diese schnelle Methode werden
gleiche Massen als Ausgangsgewicht gewahrleistet. Ein Nachteil dieser Methode ist
ihre  Ungenauigkeit. Vergleicht man die Trockengewichtsbestimmung mit der
Messung der optischen Dichte oder der Zellzahlbestimmung, so muld beachtet
werden, dalR die Bestimmung des Trockengewichts zwar schnell durchgefiihrt
werden kann, aber nur als Uberprifender Hinweis fir die Gré3enordnung eingesetzt
werden sollte.

Die Zusammensetzung des Trockengewichtes in der Hefe variiert in Abhangigkeit
vom Wachstumsstadium. Die Trockensubstanz in S. cerevisiae besteht zu etwa 50 -
60% aus Proteinen, 30% aus Zellwandanteil, den Rest stellen intramolekulare
Makromolekile. Das Verhéltnis von exprimiertem Protein zu Zellmasse ist nur in der
logarithmischen Wachstumsphase konstant [17].

Wird eine extrahierte Proteinkonzentration in Abhéangigkeit zum Trockengewicht
angegeben, so mul3 bei lag - Phasen bzw. stationaren Zellen die veréanderte
Proportionalitat berticksichtigt werden.

Ein Beispiel fur die Berechnung der Proteinkonzentration im Lysepufferextrakt unter
Einbeziehung des Wachstumsstadiums, der Aufschlulimethode und der Zellmasse
ist im Abschnitt der "Proteinbestimmung” beschrieben.

Der Graph (Abb. 14) zeigt Uber eine lange Wachstumsphase (OD 0,8 - 8,0) eine
direkte Proportionalitat von optischer Dichte und Trockengewicht. Ab einer OD von
etwa 8 nimmt das Trockengewicht exponentiell zum Wachstum zu. Wie L. Heleen et.
al. [18] beschreiben, nimmt in der retardierenden Phase die Zellwandsynthese der
Hefen zu, um &ulere StrelRfaktoren besser adaptieren zu konnen. Diese
Zellwandsynthese kann die exponentielle Zunahme des Trockengewichtes in der
retardierenden und stationdren Phase des Zellwachstums begrinden.

Fur die Probenaufbereitung zur Elektrophorese wurden ausschlief3lich logarithmisch
wachsende Zellen mit optischen Dichten von 0,5 bis 1,5 verwendet. Wie die Kurve
zeigt, ist in diesem Intervall das Trockengewicht direkt proportional zum Wachstum
der Zellen. Die Trockengewichtsbestimmung diente als erste Abschatzung fur den

Kulturverlauf.
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Diagramm fir Trockengewicht und W achstum
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Abb. 14: Darstellung des Trockengewichtes in den verschiedenen Wachstumsstadien von

Saccharomyces cerevisiae (S288c); Trocknung bei 106 °C bis zur Gewichtskonstanz.

2.3.1.5 Proteinbestimmung nach Lowry

Mit dem Lowry - Kit ist eine photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration
von etwa 50 - 400 pg Protein /ml Extrakt moglich [19]. Es wurde die Extinktion nach
Reaktion von Peptiden mit einer stabilisierten Kupfer (Il) - Idsung im basischen Milieu
gemessen. Es entsteht ein blaulicher Kupfersalzkomplex, dessen Konzentration bei
einer Wellenlange von 610 nm bestimmt wurde.

Da auch Harnstoff eine Peptidgruppe enthalt, und somit einen Kupferkomplex bildet,
wird die Proteinsolubilisierung und Bestimmung im SDS - Puffer durchgefuhrt. Im
folgenden sind Nachteile und Vorteile der colorimetrischen Bestimmung im Vergleich
zu einer Isotopenmessung, mit der ebenfalls eine Proteinkonzentrationsmessung

durchgefuhrt werden kann, zusammengefalit.

Nachteile:
B die Kalibrierung erfolgt in der Regel mit BSA - Proben
B es gibt viele stérende Substanzen wie z.B. Harnstoff oder Tris - Base, so dafl3 eine

Bestimmung aus dem Lysepufferextrakt nicht moglich ist.
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B Es werden relativ grof3e Volumina (mind. 700 pl) Probenldsung fur die
photometrische Messung benétigt (Verdinnungen sind nur bei konzentrierten
Extrakten mdglich)
die Probe steht nach der colorimetrischen Messung nicht mehr zur Verfiigung

der Nachweis ist nur im linearen Bereich der Kalibrierkurve anwendbar

Vorteile:

B relativ schnelle Moglichkeit der Proteinkonzentrationsmessung

B es werden keine toxischen oder radioaktiven Substanzen bzw. Detektionsgerate
bendtigt

B es lassen sich problemlos eine gro3ere Anzahl von Proben in relativ kurzer Zeit
messen

konnen die Proben nicht radioaktiv markiert werden, ist die colorimetrische

Proteindetektion die einzige derzeit zur Verfligung stehende Methode

Kalibrierkurve fiir die Proteinbestimmung nach Lowry

Extinktion

09

06

03

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Hg Protein (BSA) / ml

Abb. 15: BSA - Kalibriekurve fur die Lowry - Proteinbestimmung

Beispielrechnung zur Proteinauftragsmenge:

Es sollen die elektrophoretischen Trennungen eines radioaktiv markierten Extraktes
(Erntezeitpunkt: OD 1,0; spez. Aktivitat 10 puCi/ml; 30 min Markierungszeit), bei
analytischem Auftrag verglichen werden. Fir diesen Versuch sollen 60 pg Protein auf
das Gel geladen werden. Zu berechnen ist das jeweilige Auftragsvolumen nach einer
Proteinkonzentrationsmessung mit der Lowry - Reaktion und alternativ einer
Isotopendetektion (n. Abb. 18).

1. Berechnung des Auftragsvolumen nach der Lowry - Reaktion:
Extrahierte Proteinkonzentration bei einer OD von 1,0: 470 ug Protein, geldst in 200 pl
SDS - Puffer (Abb.18)
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Nach Verdinnung mit 500 pl Lysepuffer (1+2,5) erh@lt man eine Konzentration von
0,67 pg/ul Lysepuffer
Um 60 pg auf das Gel zu laden sind 89,5 ul des Lysepufferextraktes notwendig.

2. Berechnung des Auftragsvolumen nach 35S - Detektion:
Bei einer OD von 1,0 zeigt der SDS - Extrakt einen Wert von 25000 cpm/ul, dies
entspricht einer Proteinkonzentration von 400 pg / 200 ul SDS - Extrakt (Abb.18)
Nach Verdinnung mit 500 pl Lysepuffer ergibt sich eine Konzentration des
Lysepufferextraktes von 0,57 pg/ul Lysepuffer
Fir den Auftrag von 60 pg Protein sind demnach 105 pl Applikationsvolumen notig

Anmerkung:

Da beiden Proben gleiche Kultur-, AufschluR- und Solubilisierungsparameter zu

Grunde liegen, sollten auch gleiche Proteinkonzentrationen in den einzelnen

Wachstumsstadien und folglich gleiche Auftragsvolumina zu erwarten sein.

Die Abweichungen (0,67 pg/ul Lowry - 0,57 pg/pl Isotopendetektion) lafdt sich durch

folgende Faktoren erklaren:

- erhohte Extinktionswerte durch den Einflul? stbrender Substanzen wie SDS,
Zellwandreste oder Proteinaggregationen

- wie in Abb. 17 zu erkennen ist, kann die Zelle wahrend einer Markierungszeit von 30 min
auch 35S-Konzentrationen von 50 bzw. 100 uCi/ml absorbieren; das laf3t auf eine nicht

guantitative Markierung des Proteoms bei einer spez. Aktivitat von 10 uCi/ml schlief3en.

Vergleicht man die Abweichungen dieser Detektionsmethoden, so erscheinen beide
Verfahren fur die Proteinkonzentrationsmessung des SDS - Extraktes geeignet.
Wurde mit markierten Proben gearbeitet kommt zur Bestimmung der Auftragsmenge
ausschlie3lich die Isotopendetektion zur Anwendung, da hierbei nur 1 pl bendtigt
wird und daher die Probe weiter verwendet werden konnte; fir die Lowrydetektion
sind 700 pl Extrakt notig (s. 2.2.1.5).

2.3.1.6 Radioaktive Markierung (35S)

Die Einfuhrung der Isotopenmessung spielt in der Entwicklung der biologischen
Wissenschaften eine entscheidende Rolle. Diese Methode findet beispielsweise
Anwendung bei Untersuchungen von Stoffwechselwegen, DNA - Replikationen, bei
der Entwicklung von Radioimmunoassays oder auch bei der Aufklarung von

Proteinbiosynthesewegen.
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Immanente Vorteile der Radiographie sind deren hohe Empfindlichkeit, die
Mdglichkeit der in vivo-Untersuchung von Organismen und die Erstellung von
Autoradiogrammen durch Verwendung geeigneter Detektoren [20].

Nachteile ergeben sich aus den strengen Sicherheitsvorschriften, den oftmals
aufwendigen Kalibrierungen und Standardisierungen, der Strahlungsinteraktion auf
chemischen Reaktionsgeschwindigkeiten oder DNA - Mutationen und den erhdhten
Preisen fir Mel3gerate und Substanzen.

Fur diese Arbeit steht ein bereits eingerichtetes Radionuklidlabor mit Flissigkeits-
szintillator und Geiger — Mdiller - Z&hlrohr fur die Flachendedektion zur Verfiigung.
Hochste Reproduzierbarkeit beim radioaktiven Markieren ist unbedingte
Voraussetzung, um spater sinnvolle Auswertungen der Autoradiogramme
durchfihren zu kénnen. Daher mussen zuerst folgende Parameter optimiert und
standardisiert werden:

- Qualitat und Eignung der radioaktiven Substanz

- Berechnung der Zerfallskonstanten von 35S - Methionin

- Kalibrierung des Flissigkeits - Scintillators

- Bestimmung der cellularen Absorption im zeitlichen Verlauf

- Quenchen von Interferenzen

Fur die Markierung des Hefeproteoms wird 35 - Schwefel, gebunden in Methionin
verwendet. Da Schwefel Bestandteil in nahezu allen Proteinen ist und als
energiereiche Verbindung von allen zellularen Organismen in relativ kurzer Zeit
absorbiert wird, hat sich diese Aminosaure fur das Markieren von Hefezellen
etabliert. Die Alternative, S35 - Cystein wird nur mit organischen Additiven
angeboten, welche Auswirkungen auf die Proteinbiosynthese haben konnten; far
diese Arbeit wird deshalb ausschlie3lich S35 - Methionin (J237 - Met, Pharmacia)
verwendet [15].

Fur die Proteomanalyse laf3t sich die Isotopenmessung fur die Erstellung von
Autoradiogrammen und fur die Messung der Proteinkonzentrationen in den
verschiedenen Extrakten einsetzen.

Durch die Linearitat Gber nahezu 5 Zehnerpotenzen der radioaktiven Exposition bei
Verwendung von Phosphor - imaging - screens ist ein computerdensitometrisches

Quantifizieren einzelner Proteine aus dem 2D - Gel mdglich.
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Mit der Messung der Proteinkonzentration mittels 35S - Detektion sind wesentlich
hohere Genauigkeiten erzielbar, da nach dem Quenchen keine stdrenden
Substanzen das Ergebnis verfalschen. Mit der Verwendung radioaktiv markierter
Proben konnen beispielsweise nach der 35S - Detektion eine genau definierte cpm -
Anzahl auf das Gel geladen werden und somit mehrere Gele mit identischen
Proteinmengen verglichen werden.

Durch colorimetrische Bestimmungen der Proteinkonzentration wie zum Beispiel mit
nach der Bradfod - Reaktion oder dem Lowry - Kit stéren eine Vielzahl von
proteinsolubilisierenden Substanzen wie zum Beispiel Harnstoff, Thioharnstoff oder
Tris - Base. Zudem sind Proben mit denen eine colorimetrische Proteinbestimmung

durchgefuhrt wurde, nicht mehr fir die elektrophoretische Bestimmung brauchbar.

In dieser Arbeit wird die radioaktive Markierung vorwiegend fur die Detektion von
neuen Proteinfraktionen aus dem Hefeproteom und fur Messung der auf das Gel

geladenen Proteinmenge verwendet.

2.3.1.6.1 Kalibrieren und Quenchen des Szintillationszéhlers

Fur eine Strahlungsdetektion in Flissigkeiten stehen Gerate wie Geiger - Miller-
Zahler, Proportionalitatszahlrohre, lonisationskammern oder Szintillationszahler zur
Verfigung.

Grundsatzlich lassen sich die verschiedenen Gerate nach ihrer Detektionsweise
einteilen. In Geraten wie dem Szintillationszahler, macht man sich die Eigenschaft
der Strahlung, bestimmte fluoreszierende Verbindungen (Fluorochrome) anzuregen,
zu Nutze. Hierbei wird das bei der Szintillation ausgesandte Licht mittels eines
Photomultipliers aufgefangen, der den Photonenimpuls in ein elektrisches Signal
umwandelt, dessen GroRe der Energie dem des urspriinglichen radioaktiven Zerfalls
proportional ist. Diese direkte Korrelation der Energie des urspringlichen
radioaktiven Zerfalls zum elektrischen Signal stellt einen besonderen Vorteil der
Szintillatoren gegenuber etwa den Geiger — Miuller - Z&ahlern dar, weil durch die
Szintillation ein Verstarkungseffekt erreicht werden kann und zudem auch mehrere
Isotope in einer Probe analysiert werden konnen [20].

Ein weiterer Vorteil, gerade fur einen weiche [ - Strahler wie dem
35 - Schwefelisotop, ist die deutlich geringere Abklingzeit der Fluoreszenz gegentiber

der Totzeit in einem Geiger — Mdiller - Z&ahlrohr.
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Der Nachteil bei der Szintillationsmethode liegt im Quenchen (Unterdriicken von
Storeinflissen). Es gibt drei Mechanismen des Quenchen: das optische Quenchen,
das Farbquenchen und das chemische Quenchen.

Die beiden ersten Storungen treten nur bei gefarbten Extrakten oder Interferenzen in
der optischen Signalbildung auf.

Die am schwierigsten zu umgehende Form des Quenchens ist das chemische
Quenchen, bei der einer der Energielbergdnge zwischen Ldsungsmittel,
Flourochrom und Szintillationsdetektor durch eine Komponente in der Probe gestort
wird.

Da 35 - Schwefel mit einer Halbwertszeit von nur 87,4 Tagen keinen
zufriedenstellenden Standard darstellt, wird hierfur 10 puCi 14C - Standard in 1 pl
Lysepuffer gelést und in gleicher Weise prapariert wie zukinftig samtliche
35S - Proben analysiert werden. Dieser zeitstabile externe 14C - Standard mit
"Lysepufferkontamination" wird vor jeder Messung fir die Kalibrierung des
Szintillationszahlers verwendet.

Bei der Aufbereitung zur Messung des markierten Proteins gibt es zwei
grundsatzliche Maoglichkeiten. Zum einen kann durch vorangehende Wasch - und
Prazipitationsschritte die ausgefallte Proteinmenge gemessen werden; hierbei wird
ausschlie3lich  markiertes Protein  bestimmt. Zum anderen kann die
Gesamtradioaktivitat nach  Zellaufschlu3 und Proteinsolubilisierung  ohne
eingeschobene Prézipitation gemessen werden. Hier wird zu dem exprimierten
zellularem Protein auch das im Cytoplasma eingelagerte 35S - Methionin detektiert
[15].

In dieser Arbeit wird ausschlieRlich die zweite Methode angewandt, da durch die
zehnstufige "Prazipitationsmethode" Proteinverluste entstehen, die reproduzierbares

Arbeiten erschweren.

Um die Umrechnungen der vom Szintillationszahlers gemessenen cpm - Werte auf
entsprechende Curie - Werte durchfiihren zu kénnen, wird dieser Zusammenhang

graphisch dargestellt.
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Kalibrierung des Scintilationszéhlers

cpm S35/ pl
10°
12

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
uCi S35 Methionin

L - 35S Methionin
SJ235;
in wassriger Lésung unter reduzierenden Bedingungen (0,1% 2-Mercaptoethanol)

Abb. 16: Graphische Darstellung des Zusammenhangs von szintillatorisch detektierten counts per

minute (cpm) und der Strahlungsaktivitat in uCi.

2.3.1.6.2 Berechnung der Zerfallskonstanten

Radioaktive Zerfdlle sind spontane Prozesse und verlaufen mit einer fir die
einzelnen Strahlungsquellen charakteristischen Geschwindigkeit. Die Zahl der
Atome, die zu einem beliebigen Zeitpunkt zerfallen wird, ist jeweils der Zahl der
vorhandenen Atome des Isotops zu diesem Zeitpunkt proportional. Wendet man die
Gesetze des radioaktiven Zerfalles an, so 4Bt sich bei Kenntnis der
Zerfallskonstanten A die Aktivitat des 35S - Methionin zu jeder Zeit berechnen. Diese
Konstante ist fur jedes radioaktive Isotop charakteristisch und wird als der Anteil des
Isotops der pro Zeiteinheit (t™*) zerfallt, definiert [20].

Aus der Halbwertszeit von 87,2 Tagen (d) fur Schwefel 35, ergibt sich fur A ein Wert
von 0,000795 d™.
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Berechnungsbeispiel:
Es sollen 10 ml einer logarithmisch wachsenden Hefekultur mit 50 pCi 35S -
Methionin markiert werden. Die 35S - Charge ist vor 10 Tagen vom Anbieter auf eine
Aktivitat von 2 mCi / 133 pl (= 7,4 10* s™) Lésungsmittel determiniert worden.
Gesucht wird das bendtigte 35S Methionin- Volumen.

t=10d A =0,000795d"  No=7,410*s™

nach Umformung und Einsetzen in: Ny=No e
Es ergibt sich eine aktuelle Aktivitat des 35S-Methionin von 1,848 mCi (= 6,8 10* s™)

Fur die Berechnung des zu verwendeten Volumens fur die Markierung legt man die
133 ul, in welchen bei Aktivitdtsdetermination 2 mCi Methionin geldst waren, zu
Grunde. Sollen nun 10 ml Kultur mit 50 pCi markiert werden, so wird bei einer
Restaktivitat von 1,85 mCi /133 ul ein Volumen von 3,6 ul S35 - Methionin benétigt.
Die spezifische Aktivitat im Kulturkolben betragt in diesem Fall 5 pCi/ml.

Um zu jeder beliebigen Zeit die Aktivitdt des gelagerten 35S einfach bestimmen zu
konnen, wurde der Zerfallsfaktor in Abhéanigkeit von der Zeit (Tage, Wochen)
berechnet (Tab.5).

Zur Bestimmung der aktuelle Aktivitat der Charge wird der zu diesem Zeitpunkt
gultige Faktor aus der Tabelle entnommen und mit der Ausgangsaktivitat multipliziert.

Tab. 5: 35S - Zerfallsfaktoren Tage
0 1 2 3 4 5 6

lO 1,000 0,992 0,984 0,976 0,969 0,961 0,954
ll 0,946 0,939 0,931 0,924 0,916 0,909 0,902
|2 0,895 0,888 0,881 0,874 0,867 0,860 0,853
|3 0,847 0,840 0,833 0,827 0,820 0,814 0,807
|4 0,801 0,795 0,788 0,782 0,776 0,770 0,764
|5 0,758 0,752 0,746 0,740 0,734 0,728 0,722
|6 0,717 0,711 0,705 0,700 0,694 0,689 0,683
|7 0,678 0,673 0,667 0,662 0,657 0,652 0,646
|8 0,641 0,636 0,631 0,626 0,621 0,616 0,612
|9 0,607 0,602 0,597 0,592 0,588 0,583 0,579
10 0,574 0,569 0,565 0,560 0.556 0,552 0,547
11 0,543 0,539 0,534 0,530 0,526 0,522 0,518
12 0,514 0,510 0,506 0,502 0,498 0,494 0,490
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2.3.1.6.3 35S - Methioninabsorption der Hefezellen

Der Versuch zur Bestimmung der 35S - Absorption in Abhangigkeit von der Zeit und
dem Zellstadium ist wunerldBlich fur die Bewertung der Restkonzentration
(Entsorgung) sowie der Bemessung der Markierungszeit. Einen Zusammenhang von

Aktivitat, 35S - Absorption und Expositionsdauer der Gele laf3t sich hier erstmals

Diagramm zur zelluldren S35- Absorption

80000

70000 at

60000

50000 A

—e—10uciml
40000 J —m—s50puCiml
—m—100pCiml

cpm /i

30000

10000 ~———

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zeit/ min

darstellen.

Abb. 17: Graph fur die 35S - Methioninabnahme im Kulturmedium mit logarithmisch wachsenden
Zellen von Saccharomyces cerevisiae (S288c) bei Markierung mit drei verschiedenen
Aktivitaten: 10 pCi/ml, 50 pCi/ml, 100 pCi/ml

Der Graph zeigt, dal3 die 35S - Aufnahme von logarithmisch wachsenden Zellen bei
Aktivitaten von 10 bis 100 pCi/ml in den ersten 15 Minuten abgeschlossen ist. Eine
Markierungszeit von langer als 30 Minuten (1/4 Generationszeit) ist demnach nicht
erforderlich.

Es werden folgende Restaktivitaten im zellfreien Kulturmedium gemessen:

Tab. 6: Messung der Restaktivitédt mit 100, 50 und 10 pCi/ml nach 40 min
Markierugsdauer.

spez. Impfaktivitat (cpm/pl) |spez. Restaktivitdt (cpm/ul) Gehalt an Restaktivitat (%)

72000 (=100 pCi/ml) 26000 36
30000 (=50 pCi/ml) 14000 46
21000 (= 10 pCi/ml) 4500 21

Die Tabelle zeigt, daf3 bei einer Markierungsaktivitat von 10 puCi/ml (221000 cpm/pl)
prozentual die geringste Aktivitat im zellfreien Medium verbleibt, woraus die

prozentual gréf3te 35S - Aufnahme der Zellen gefolgert werden muf3.
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Fur weitere Experimente wurde ausschlief3lich mit einer 35S - Aktivitat von 10 puCi/ml
fur die Zeitdauer von 30 Minuten gelabelt. Hierbei verbleiben fiir die Entsorgung
geringste Mengen an Aktivitat (4500 cpm/ul) im Kulturmedium, zudem wurden in den
Gelexponaten nach dem Scannen ein Sattigungsgrad der "high abundance spots”
erreicht (s. 2.3.3.2).

Eine Begrundung dafir, daR bei gleicher Zellkonzentation verschiedenen 35S
Aktivitaten aufgenommen wurden ( 40000 cpm - 15000 cpm), kann an einer
schlechteren Aufnahmefahigkeit von verdinnten Methioninkonzentrationen aus dem
Kulturmedium liegen.

Es ist bekannt, dalR Hefezellen grélRere Mengen von Methionin und anderen
Aminosauren in kurzer Zeit aufnehmen kénnen und im Cytoplasma bzw. der Vakuole
speichern; ist der Bedarf an dieser Aminoséure gedeckt wird die Absorption dieser

Substanz verringert, um intrazellulare Gleichgewichte zu erhalten [77].

2.3.1.6.4 Bestimmung der Proteinkonzentration durch 35S - Detektion

Die radioaktive Bestimmung der Proteinkonzentration zeichnet sich gegenuber

anderen Proteinbestimmungsmethoden durch folgende Vorteile aus:

B grollere Genauigkeit und Reproduzierbarkeit

B 1 pl des Proteinextraktes ist fir die Messung ausreichend

B 35S - Detektionen lassen Proteinnachweise im pg - Bereich zu

B im Gegensatz zu colorimetrischen Bestimmungen haben radioaktive
Bestimmungsmethoden einen linearen Verlauf

B es |alt sich nach entsprechender Probenaufbereitung auch nicht solubilisiertes

Protein z. B. in den Zellwanden detektieren

Der Graph Abb.18 zeigt den Verlauf des nach Standardprozedur (2.3.2) aus dem
cytoplasmatischen Extrakt solubilisierte markierte Protein in Abh&angigkeit vom
Zellwachstum (brauner Graph).

Die blaue Kurve beschreibt aus gleichem Experiment die Proteinmessung mit dem
Lowry - Kit (s. 2.3.1.5).
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Diagramm fir die Proteinbestimmung

pg Protein / 200pl SDS- Extrakt cpm/ pl SDS- Extrakt

500 32000
375 | — 24000

Markierungs-

beginn

(15puCi/ml Kultur)
250 A — 1 16000
125 8000

Lowry Assay (pgProtein/200pl Extrakt)
——  35S-Detektion (cpm/pul Extrakt Kultur; spez. 35S- Aktivitat i. d. Kultur:10pCi/ml)
0 T T T T T T T T T O
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Wachstum (Extinktion)

Abb. 18: Darstellung des Verlaufs der Proteinbestimmung aus dem gleichen SDS - Lysat des
cytoplasmatischen Extrakts von S. cerevisiae durch
-> szintillatorische 35S - Detektion (braun)
-> und durch colorimetrische Messung mit dem
Lowry Assay (blau)

Die Proteinbestimmung der radioaktiv markierten Zellen zeigt einen nahezu linearen
Verlauf, der mit Zunahme des Zellwachstums abnimmt. Bei Extinktionswerten von 8
bis 9 beginnt die retardierende Phase, in der sich die Expression der meisten
Stoffwechselproteine verringert, da Substrate wie Glucose und Supplemente
reduziert sind. Wie in der Literatur beschrieben verhélt sich die Proteinexpression in
logarithmisch wachsenden Zellen proportional zum Zellwachstum [13], das sich in
einer Steigungsgerade darstellen wirde. Die konstante Abnahme des extrahierten
Proteins in den Wachstumsphasen von OD 2 - 8 Kaulturverlauf kann auf geringere
ZellaufschluBBraten  bei zunehmender Zellkonzentation zuriickzufiihren sein. Im
Bereich von 0,5 - 1,5 OD ist die extrahierbare Proteinkonzentration dem
Zellwachstum nahezu konstant.

Die Tatsache, daf3 die beiden Kurven nicht parallel verlaufen und sich dadurch auch
kein wachstumsunabhéniger Umrechnungsfaktor von cpm - auf Lowry -

Konzentration bestimmen laRt, liegt zum einen an den Storfaktoren des Lowry Kits
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und zum anderen an der zunehmenden Differenz von markierten zu nicht markierten
Zellen mit zunehmenden Zellkonzentrationen.

Die zu erwartende Parallelitat der Kurven ist bis zu einer OD von 1,5 erkennbar, bei
hoheren Zell - bzw Proteinkonzentrationen machen sich zum einen die Nachteile und
Ungenauigkeiten von  colorimetrischen  Bestimmungen im  Vergleich zu
Isotopendetektion bemerkbar. Der wachstumsunabhangige Umrechnungsfaktor von
cpm nach pg Protein /pl bis zu einer OD von etwa 4 hat den Wert 0,0188 pg cpm/pl.
Mif3t man beispielsweise eine Aktivitat des Extrakts von 25000 cpm/ul so errechnet
sich daraus nach Multiplikation mit dem Faktor eine Proteinkonzentration von 470 ug
Protein / 200 pl SDS - Extrakt.

2.3.1.7 Fazit

Fur die reproduzierbare und quantitative Extraktion des cytoplasmatischen Extrakts
von Saccharomyces cerevisiae ist es unerla3lich den Wachstumsverlauf, die
Zellzahl, das Trockengewicht und die extrahierte Proteinmenge zum Erntezeitpunkt
genau zu kennen. Die Kenntnis der zellularen 35S - Methionin Absorption im
zeitlichen Verlauf, sowie die Detektion des markierten Proteins sind Voraussetzung
fir eine elektrophoretische Trennung des radioaktiv markierten Proteoms. Zur
Minimierung des proteolytischen haben sich definierte synthetische Medien als

uberlegen herausgestellt.

2.3.2 Probenaufbereitung fiur die Extraktion des cytoplasmatischen Extrakts
Die Probenaufbereitung fur die Elektrophorese umfalit zwei wesentliche Schritte, den
Zellaufschlul? und die Proteinsolubilisierung. Sollen reproduzierbare Aufbereitungen
mit quantitativen Aufschluf3raten erzielt werden, mufd der Zellaufschlufl3 wie auch die
Proteinsolubilisierung auf die verschiedenen Zelltypen bzw. Anwendungen optimiert
werden.

Hinsichtlich des Probenmaterials werden vier grundsatzliche Zelltypen
unterschieden, welche entsprechende Aufschlufimethoden erfordern [29]:

- tierische Gewebeproben

- pflanzliche Gewebezellen

- Korperflussigkeiten

- einzellige Organismen, lose Zellverbande
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Zudem sollte die Aufbereitungsmethode unter Berticksichtigung von Besonderheiten
der Probe, wie z.B. proteolytische Aktivitaten, Zellwandaufbau, Proteinmodifikationen
oder lonenkonzentrationen durchgefihrt werden [24].

Es gibt grundsatzlich zwei Mdglichkeiten die Probenaufbereitung durchzufiihren. Zum
einen kann der cytoplasmatische Extrakt, zum anderen kann eine bestimmte
Proteinfraktion isoliert werden.

Der cytoplasmatischen Extrakt enthalt Proteine des Cytosols, vieler Organellen und
surfaciale Proteine [6]. Um dieses Zellysat zu extrahieren empfiehlt sich die
Anwendung von intensiven ZellaufschluBmethoden wie Ultraschall, Grinding, Glass
Beading oder Druckzellen. Fur diese Zellaufschlisse werden erhohte
Energiemengen in den Extrakt Ubertragen, die zu einer Erhitzung des Lysats fuhren.
Um Proteinmodifikationen durch Erhitzung zu vermeiden, muf3 bei diesen
AufschluBmethoden entsprechend gekihlt werden. Die Bereitung des
"cytoplasmatischen Extrakts" solubilisiert einen gro3en Teil der exprimierten Proteine
und wird von den meisten Arbeitsgruppen bearbeitet.

Eine Fraktionierung oder die Extraktion von Proteinen, welche nicht im
cytoplasmatischen Extrakt gelost sind, stellt einen ungleich héheren Anspruch an die
Probenaufbereitung dar und ist in der Regel mehrstufig. Der Einsatz von "weichen"
AufschluBmethoden wie der Osmolyse, die Autolyse, den enzymatischen Aufschluf3
oder einer Detergenzlyse ist in diesem Fall besser geeignet, da hierbei die
Zellstrukturen selektiv getrennt werden und so flr weitere Fraktionierungen
verwendet werden kdnnen.

Die Solubilisierung und Disaggregation der Proteine findet in der Regel durch den
Lysepuffer statt, der sich aus einem Chaotrop (z.B. Harnstoff, Thioharnstoff,
Guanidin), einem Reduktionsmittel (z.B. DTT, TBP) einem Detergenz (z.B. CHAPS,
NP40) und Ampholyten (z.B. Pharmalyte 3 - 10) zusammensetzt. Alternativ zu streng
denaturierenden Bedingungen (z. B. 9 M Harnstoff) kdnnen auch Lysepuffer
verwendet werden, die bei etwa 4 molaren Harnstoffkonzentrationen eine native
Aufbereitung zulassen; dabei bleiben Proteinkonformationen in der Regel erhalten
oder reversibel faltbar, enzymatische Aktivitdten kénnen nach elektrophoretischer
Trennung bestimmt werden [25, 26]. Es gibt zu diesen grundlegenden
Aufbereitungsschritten (Zellaufschlul3, Proteinsolubilisierung) weitere optionale
Aufarbeitungen wie Prazipitationen (TCA, Ethanol / Aceton),

Detergenzsolubilisierungen (SDS, Desoxycholat), Membranfiltrationen,
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fraktionierende Zentrifugation oder Dialysen. Bei bestimmten Proben kann der
Einsatz von Proteaseinhibitoren oder DNAsen bzw. RNAsen zur Verbesserung der
elektrophoretischen Trennung beitragen [30].

In diesem Abschnitt werden verschiedene Zellaufschlisse und
Proteinsolubilisierungen fur die funktionale Analyse von Stressproteinen aus dem
"cytoplasmatischen Extrakts" (s. Kapitel 3) und fur die Aufbereitung neuer
Proteinfraktionen (s. Kapitel 4) durchgefuhrt und graphisch ausgewertet. Folgende
Kriterien finden bei der Durchfiihrung besondere Beachtung:

- hochste Reproduzierbarkeit

- maximale Anzahl von extrahierten Proteinen, besonders hydrophober Proteine

- minimaler proteolytischer Abbau

- kompakte Durchflihrung

- hohe Selektivitat in den verschiedenen Fraktionen

2.3.2.1 Zellaufschluf? 35S - markierter Proben

Um die genaue Konzentration des extrahierten Proteins in Abhéngigkeit zu dem
angewandten Aufschlud bestimmen zu kénnen, wurden die Zellen radioaktiv markiert
und das extrahierte Protein anschlielend im Szintillationszahler bestimmt (s.
2.3.1.6.4). Diese Methode der Proteinquantifizierung ist im Vergleich zu
colorimetrischen Proteinbestimmungen (Lowry , Bradford) weitgehend frei von
storenden Einflissen und somit fur die exakte Dokumentation des
Aufschlul3ergebnisses besser geeignet.

Fur die elektrophoretische Trennung des "cytoplasmatischen Extrakts" ist nicht nur
die extrahierte Proteingesamtmenge, sondern zudem die Zahl der trennbaren
Proteine entscheidend.

Um die Qualitat des Aufschlusses bzgl. verschiedener Proteingruppen auswerten zu
konnen, wurde exakt die gleiche Proteinkonzentrationen (3 Mio cpm) aus den
verschiedenen Aufschlissen auf das Gel geladen und mit identischen
Expositionszeiten (38 h) visualisiert.

Durch das Auftragen von A&quivalenten Proteinkonzentrationen aus den
verschiedenen Aufschliissen laR3t sich nach Gelauswertung genaue Aussage Uber

die Abhangigkeit von Zellaufschluf3 und extrahierter Proteinfraktion machen.
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2.3.2.1.1 Zellaufschlisse in der Interferenzkontrastmikroskopie

Es werden eine grol3e Vielzahl von physikalischen, chemischen, enzymatischen und
mechanischen Zellaufschlissen in Abhangigkeit von den aufzuschlielenden Zellen
bzw. dem Verwendungszweck durchgefuhrt.

Folgende Gerate bzw. Methoden haben sich heute etabliert [16]:

-Druckzellen (Frenchpress, Gaulin Homogenizer, Eaton Press),
-Schwingmuhlen,

-enzymatische Lyse (Cellulasen, Pektinasen, Glucanasen, Lysozym),
-Glas bead Homogenisierungen ( DynoMill, PS Potter),

-Autolysen,

-Detergenzlysen ( SDS, Desoxycholate),

-Osmolysen,

-Zerrreiben (flussigen Stickstoff, Glas- Quarzgranulat),
-Ultraschallwellen,

-Gefrier - Tauzyklen

Stehen bei groRindustrieller Anwendung meist wirtschaftliche Aspekte im
Vordergrund, so ist fur die Proteomanalyse eine hohe Reproduzierbarkeit, geringe
Proteinmodifikationen und eine quantitative Lyse der verschiedenen
Proteinfraktionen entscheidend. Fir diese Anforderungen wurden das Grinding, der
enzymatische Aufschlul3, die Autolyse und der Ultraschallaufschlul verglichen, wobei
die enzymatische Lyse und die Autolyse zu den sanften, Grinding und

Ultraschallaufschlul® zu den intensiven Aufschlu@methoden gezahlt werden:

1. Grinding

Der Zellaufschluf3 durch Zerreiben der bei -196 °C gefrorenen Zellen wurde mit
Morser und Pistill durchgefihrt [31]. Die Methylenblaufarbung farbt selektiv das
Cytoplasma, die Zellwand bleibt farblos .

In Abb. 19a sind intakte Zellen neben homogenisierten Zellen zu erkennen; diese
Tatsache laf3t bereits einen ersten Hinweis auf die Reproduzierbarkeit dieser
Methode zu, da das Verhaltnis von intakten Zellen zu aufgeschlossenen durch das
manuelle Zermahlen nicht konstant gehalten werden kann.

2. enzymatischer Aufschluf3

Die Struktur der Hefezellwand besteht aus 1,3 - und 1,6 - glycosidisch verknipftem
Glucan. Als dritter Bestandteil ist Chitin nachgewiesen worden [32]. Die genaue

Sekundarstruktur ist noch nicht geklart [18]. Es sind mehrere zellwandlytische
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Enzyme z.B. Lyticase (Arthrobacter Iuteus Isolat, Sigma), N-Acety-R-D-
glucosaminidase (Roche), 3-endo-chitinase (Fluka) eingesetzt worden [16].

Abb. 19b zeigt die Bildung von kleineren Zellverbanden nach dem Zellwandverdau
mit der Lyticase. Die farblose Zellwand ist bereits verdaut, es entstehen Protoplasten,
die durch die hydrophile Oberflache der Cytoplasmamembran kleine Zellverbande
bilden; die "leeren" Zellen in den Aggregaten konnen durch Platzen der
Cytoplasmamembran auf Grund von mechanischem oder osmotischem Einflul3
entstehen [32].

3. Autolyse

Die Inkubation von Hefezellen in Toluol verhindert bakterielles Wachstum und
permeabilisiert gleichzeitig die Plasmamembran der Zelle. Intrazellulare Hydrolasen
gelangen durch die Plasmamembran in den periplasmatischen Raum und beginnen
die Zellwand abzubauen. Es entsteht bei Verwendung von isotonischer
Inkubationslosung ein intakter Protoplast [16].

Wie auch bei den Protoplasten der enzymatischen Lyse aggregieren die hydrophilen
Oberflachen der Cytoplasmamembran zu langlichen Zellverbéanden. Durch die lange
Inkubation (36 h) in der hyperosmotischen Loésung (Toluol - Lysepuffergemisch)
verliert die Zelle Wasser; der Protoplast erscheint kleiner und nicht mehr rundlich. Die
Autolyse der Zellwand ist quantitativ und ohne Zellaufbruch. Werden die Zellen nun
in eine hyperosmotische Lésung wie zum Beispiel den Lysepuffer gegeben, platzen
die Protoplasten und geben den cytoplasmatischen Extrakt frei [33].

4. Ultraschall

Der Ultraschall wird zu den physikalischen ZellaufschluBmethoden gezahlt. Abh&angig
vom Zelltyp konnen Agitationszeit, Zyklenzahl und Leistungsabgabe eingestellt
werden [31].

In der Abb. 19d lassen sich gedffnete "weil3e" Zellen von den intakten
"blaugefarbten” mit weilBer Zellwand unterscheiden. Die Wirkungen der
Ultraschallwellen auf die aufgebrochenen Zellen sind an der Oberflache der
aufgebrochenen Zellen zu erkennen. Die "wei3en" Zellen stellen nur noch die
Zellwand von S. cerevisiae dar. Die Plasmamembran ist zerstort und das
Cytoplasma der Zelle entflossen. Es wurde mit dieser Methode eine Aufschlul3rate

von etwa 30% erreicht.
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Abb. 19: Lichtmikroskopische Darstellung von Saccharomyces cerevisiae (Wildtyp S288c) nach
verschiedenen Zellaufschlissen: Grinding, enzymatische Lyse, Autolyse, Ultraschall;

Methylenblaufarbung bei 1200facher VergréRerung

2.3.2.1.2 35S - Quantifizierung des extrahierten Proteins
Da fur die vier verschiedenen Aufschlisse gleiche Zellmassen, 35S - Aktivitdten und
bei der Solubilisierung gleiche Volumina verwendet wurden, ist die Aktivitat im

Extrakt und im Rickstand, welcher intakte Zellen und Zellreste enthalt, ein MalR fir
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die Effizienz des Aufschlusses. Es kann hierbei aber nur eine Aussage uber die
extrahierte Proteinmenge getroffen werden, nicht aber Uber Art und Vielfalt der

extrahierten Proteine. Folgende Aktivitaten in den Extrakten wurden gemessen:

Tab. 6: Aktivitdtsmessung des extrahierten Proteins nach verschiedenen Zellaufschliisse. Die

Auftragsmenge pro Gel (IPG 4-7) betragt 3 Mio cpm.

Zerreiben in . enzymatischer Aufschluf® mit
. Autolyse in Toluol
Aufschlufl Stickstoff Aufschlufd Ultraschall
Aktivitat / pl 22724 cpm 50044 cpm 93277 cpm 51012 cpm
Auftragsmenge
3 Mio counts 132 pl 60 pl 32 ul 59 ul

Die Aktivitatsmessung der markierten Zellen nach der Ernte ohne Zellaufschluf
ergaben 94833 cpm/ul. In der folgenden Graphik ist gelostes Protein, welches als
Extrakt auf das Gel geladen wird mit dem im Ruckstand befindlichen Protein, das

verworfen wurde, verglichen.
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Abb. 20: Gegenuberstellung von extrahiertem und nicht solubilisiertem Protein in Abhangigkeit von

der ZellaufschluBmethode

Die Auswertung der Graphik zeigt, dal3 nach Addition der Aktivitdten von extrahierten
Protein und den Aktivitditen des im Ruckstand befindlichen Restproteins, im
Aufschlul3 durch Grinding mit nur etwa 34000 cpm/ul (Gesamtaktivitat: 94833 cpm/ul)



Ergebnis und Diskussion - cytoplasmatische Fraktion 58

nahezu 2/3 der Gesamtproteinmenge verloren ging. Ein wesentlicher Grund hierfur
durfte in der hohe Proteinaffinitat des keramischen Mdrsermaterials liegen; zudem
kann dieser Aufschlul3 nicht in einem einzigen Gefal durchgefihrt werden.

Die Autolyse, wie auch der Ultraschallaufschluld zeigten geringere Proteinverluste;
bei dem Ultraschallaufschlu? kénnen kleinere Proteinverluste (4000 - 8000 cpm/pl)
durch Adhasionen am Ultraschallstab entstehen. Etwa 40-50% des Gesamtproteins
konnte freigesetzt werden.

Der enzymatische Zellaufschlufl3 zeigte nach Inkubation mit der Lyticase (Sigma) eine
nahezu quantitative Freisetzung des gesamten Proteins von S. cerevisiae. Bei
Zentrifugation der lysierten Zellen konnten im Zentrifugengefall kaum Lysereste

detektiert werden.

2.3.2.1.3 2D- Elektrophorese der verschiedenen Aufschlisse

Betrachtet man den verschiedenartigen Aufbau zellumgebender Membranen
(Murein, Cellulose, Pektine, Glucane, Chitin, Phospolipide), die beispielsweise im Fall
der Hefezellwand bis zu 30% ihres Trockengewichtes ausmachen kann [32] und
nimmt man die Aussage zur Kenntnis, dal® bis zu 80% der zellularen Proteine in
einer Weise membrangebunden sind [11], so laRt sich die Bedeutung des
Zellaufschlusses fur die Proteomanalyse erahnen. Des weiteren werden speziell bei
der Wahl von intensiven Zellaufschlu3methoden (Ultraschall, Grinding, Glasbeading)
zellulare Kompartimente zerstért und dabei intrazellulare Proteasen freigesetzt.
Diese Endo- und Exopeptidasen spalten Proteine an spezifischen Stellen; eine
funktionale Proteinanalyse oder Identifizierung ist mit Proteinabbauprodukten nicht
mehr mdglich [34].

Wie auch Forster et al bei der Vorstellung seines neuen "high pressure - Systems"
feststellte, ist auf Grund der Vielfaltigkeit der verschiedenen Gewebe und
Anwendungen die Entwicklung des "Homogenizers" fir alle Proben, der mit
AufschluBraten bis zu 100% unter Vermeidung von Proteinmodifikationen arbeitet,

auch in weiter Zukunft nicht zu erwarten [31].
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1.Grinding

Das Zerreiben der Probe mit Moérser und Pistill in flissigem Stickstoff oder
Silikagranulat wird oftmals bei dem Aufschlul3 pflanzlicher Gewebe und Zellen
angewendet [16]. Vergleicht man die entsprechende elektrophoretische Trennung,
so fallt auf, da? kaum proteolytische Abbauprodukte im niedermolekularen Bereich
vorhanden sind (Abb. 21). Allerdings erkennt man auch, dal} viele "low abundance
spots" im Vergleich zum Ultraschallaufschluf® nicht solubilisiert wurden; leichtlésliche,
cytosolische Proteine, wie z. B. die Fruktosebisphosphataldolase 1 (FBA1) wurden
dagegen in sehr hohen Konzentrationen freigesetzt. Eine mogliche Erklarung hierfur
waére eine unvollstandige Freisetzung membrangebundener Proteine durch diese
Aufschlufmethode.

2. Enzymatischer Aufschlul3

Nachdem bei der scintillatorischen Messung des extrahierten Proteins beim
enzymatischen Verdau, ein nahezu vollstandiger Zellaufschlul? angenommen werden
muf3te, waren grofRe Erwartungen in das Ergebnis der elektrophoretischen Trennung
gesetzt worden, die sich aber leider nicht erflillten. Im unteren Abschnitt des Gels
(Abb. 21) sind die Produkte eines nahezu vollstandigen proteolytischen Abbaus zu
erkennen [27]. Die wenigen nicht abgebauten Proteine kdnnten zelleigene Proteasen
oder zellulare Proteaseinhibitoren sein. Als Grund fur die starken Proteaseaktivitaten
konnen zellulare Proteasen der Hefe, die wahrend der nativen Inkubationsphase
durch das lytische Enzym aktiv waren, oder aber zellfremde Proteasen, die durch
Kontaminationen des Enzyms in den Extrakt gelangten sein kdnnten, genannt
werden. Nach hartnackiger Nachfragen beim Hersteller wurden die Aktivitdtsdaten

des Enzyms Zymolase / Lyticase Ubersendet:

Hauptaktivitat:  R-1,3- glucan laminaripentaochydrolase 200000 u/g
Nebenaktivitaten: 3-1,3glucanase ~150000 u/g

Protease ~15000 u/g

Mannanase ~1,50000 u/g

DNase, RNase, Xylanase, Phosphatase, Amtlase n. nachweisbar

Auf Grund dieser Angaben und der dargestellten Ergebnisse mufd trotz bekannter
vakuolarer Proteasen der Hefe [30] angenommen werden, dal3 der auf dem Gel
erkennbare proteolytische Abbau primar aus Kontaminationen des lytischen Enzyms

stammt.
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Vergleich vier verschiedener Zellaufschlisse des "cytoplasmatischen Extrakts" von

Saccharomyces cerevisiae. Die 2D elektrophoretische Trennung wurde in der

1. Dimension auf einem IPG 4-9, in der 2. Dimension auf einem T13%, C2,7%

SDS - PAGE durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit 10 puCi / ml 35S-Methionin markiert
und 54 h exponiert Auftrag: 3mio cpm
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3. Autolyse

Die elektrophoretische Trennung der durch Toluolinkubation induzierten Autolyse
zeigt im Bereich von 15 - 45KD eine Vielzahl extrahierter Proteine, vor allem von "low
abundance proteins" (Abb. 21). Im hochmolekularem Bereich sind jedoch nur wenig
Spots erkennbar. Nach B. Hazel et al besitzen Hefen eine ungewothnlich hohe Vielfalt
an aggressiven Proteasen. Diese Proteasen sind vorwiegend in der Vakuole der
Zelle lokalisiert und werden durch Zellyse unter nativen Bedingungen in ihrer aktiven
Form freigesetzt. Folgende, fir die intensive proteolytische Aktivitat der Hefe

verantwortlichen vakuoléaren Proteasen, sind bekannt [34]:

Carboxypeptidas Y (PRC1) Proteinase A (PEP4)
Proteinase B (PRB1) Aminopeptidase Y (APY1)
Carboxypeptidase S (CPS1) Aminopeptidase | (APE1)

Dipeptidylaminopeptidase B (DAP2)

Der beginnende Abbau lafit sich im Gel deutlich an dem Fehlen der hochmolekularen
Proteine im pH - Bereich von 5 - 7 und dem KD - Bereich von 60 - 120 erkennen (V-
Form).

4. Ultraschall

Bei den mit Ultraschall aufgeschlossenen Zellen sind weder proteolytischer Abbau,
noch das Fehlen von bestimmten Proteingruppen, wie z. B. der "low abundant
proteins” oder aber hochmolekularer Proteine bis 180 kD zu erkennen.

Insgesamt betrachtet ist der Zellaufschluf? fir den "cytoplasmatischen Extrakts" der
Hefe mit dem Ultraschalleinsatz am besten geeignet. Es wurden nicht nur die grof3te
Anzahl an Proteinen solubilisiert, ein weiterer Vorteil ist auch die Kompaktheit dieser
Methode, die ein reproduzierbares Arbeiten ermdglicht. Fur weitere Zellaufschliisse
zum "cytoplasmatischen Extrakts" wurde ausschlief3lich Ultraschall verwendet.

Eine Autolyse der Zelle kdnnte bei nativem Arbeiten Anwendung finden und die
enzymatische Lyse, bei Verwendung eines proteasefreien Enzyms, beispielsweise

fur eine Prafraktionierung der Organellen eingesetzt werden.

2.3.2.2 Proteinsolubilisierung und Disaggregation
Fur die Proteinsolubilisierung und Disaggregation wird in der Probenaufbereitung fur
die Elektrophorese der "Lysepuffer" verwendet [29]. Dieser beinhaltet ein Chaotrop,

wie z.B. Harnstoff, Thioharnstoff oder Guanidin, ein Detergenz ( z.B. CHAPS, Triton,
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Desoxycholat), ein Reduktionsmittel wie z.B. Dithiotreitol, Tributylphosphin,
Dithioerytrol und Ampholyte wie beispielsweise Pharmalyte 3 - 10.

Harnstoff in Konzentrationen von 8 - 9M spaltet Wasserstoffbriickenbindungen der
Proteine. Es entstehen stabilisierte denaturierte Polypeptide die sich auf Grund ihres
isoelektrischen Punktes elektrophoretisch trennen lassen.

Disulfidbriickenbindungen der nativen Proteine werden durch SH - Gruppen des DTT
reduziert; es entstehen lineare Peptide die durch Chaotrop und Detergenz stabilisiert
werden. CHAPS gehort zu den zwitterionischen Detergenzien. Den hydrophoben Teil
bildet ein Steroidkérper, die hydrophile Gruppe besteht aus einer tertidre
Ammoniumgruppe und einem Sulfonatrest. Detergenzien werden fir die
Disaggregation der denaturierten Proteine verwendet, da speziell hochmolekulare
Proteine zu Aggregatbildung neigen. Neben CHAPS kdnnen amphotere, anionische
und kationische Detergenzien verwendet werden die verschiedene kritische
Micellenkonzentrationen (CMC) und Proteinaffinitaten aufweisen. Ampholyte sind
amphotere Substanzen, die den Probeneintritt der Proteine in die erste Dimension
der Elektrophorese verbessern [36].

Die nun nach Solubilisierung in Lysepuffer reduzierten, disaggregierten und
denaturierten Polypeptide werden jetzt fur die isoelektrische Fokussierung auf das
Gel geladen.

Fur die Extraktion des cytoplasmatischen Extrakts wird ein Lysepuffer folgender

Zusammensetzung verwendet:

7M Harnstoff 2M Thioharnstoff
4% CHAPS 1% DTT
0,5% Pharmalyte

Die Verwendung von einem Chaotropengemisch (Harnstoff / Thioharnstoff) extrahiert
nach Rabilloud [36] zudem einen héheren Anteil an hochmolekularen Proteinen.
Eine Erklarung hierfir kann in dem mehr hydrophoben Charakter des Thioharnstoffs
gesehen werden. Das Schwefelatom des Thioharnstoffs bildet keine
Wasserstoffbriickenbindungen aus und hat somit hoéhere Affinitdten zu den
hochmolekularen Proteinen.

Das Resuspendieren der Probe in Lysepuffer und anschlieRendem Zellaufschluf3 in
demselben hat sich als Standardaufbereitung etabliert [2, 8, 16].

Zu dieser "Standardaufbereitungsmethode" sind zusatzliche Schritte in der

Probenaufbereitung méglich und oftmals notwendig.
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Ziel zusatzlicher Schritte in der Solubilisierung kdnnen beispielsweise eine selektive
Extraktion bestimmter Proteinfraktionen [29], oder aber auch die Erhdéhung der
Reproduzierbarkeit bzw. der qualitativen Optimierung der Proteinextraktion zum Ziel
haben.

Nachteilig kdnnen sich manche mehrstufige Methoden wie z. B. Dialysen oder
Prazipitationen auswirken, die reproduzierbares Arbeiten erschweren. Eine optionale
Anwendung in der Proteinsolubilisierung, die nun im folgenden beschrieben wird, ist

das Resuspendieren und Kochen der Probe in SDS - Puffer.

2.3.2.2.1 Préasolubilisierung 35S- markierter Zellen durch SDS

Beim Prasolubilisieren in Natriumdodecylsulfat- Puffer (SDS - Puffer) wird das Pellet
nicht in Lysepuffer sondern in SDS - Puffer resuspendiert. Nachdem der
Zellaufschluf? (Ultraschall) durchgefuhrt worden ist, wurde der Extrakt finf Minuten
gekocht, anschlieRend auf Raumtemperatur gekihlt und schlie3lich mit Lysepuffer
verdinnt. Die maximale SDS- Konzentration fur die Elektrophorese liegt bei 0,25%
SDS im aufzutragenden Extrakt [29]. Wird diese Konzentration tUberschritten, treten
Stérungen bei der isoelektrischen Fokusierung durch eine SDS bedingte Maskierung

des Proteins auf.

Abb. 22: Natriumdodecylsulfat (SDS)
far die Prasolubilisierung des
Extrakts [37].

Natriumdodecylsulfat (Abb. 22) ist die einzige bisher bekannte Substanz, die durch
ihre typische hydrophile und hydrophobe Polarisierung mit allen Proteinen in
Wechselwirkung treten kann [29]. Der Zellaufschlul3 und ein Prasolubilisieren in
heiBem SDS wird im folgenden fur die Optimierung der Proteinsolubilisierung
untersucht.

Das Resuspendieren der geernteten Zellen in heilem SDS - Puffer, der
Ultraschallaufschluf3 bei 90 °C und das anschlieende Kochen (5 min) und
Extrahieren der Suspension wurde mit der Standardmethode (Ultraschallaufschluf3

bei 5 °C in Lysepuffer, Extraktion) verglichen [25].
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Bei Hefen sind intensive proteolytische Aktivitdten nachgewiesen worden [27], deren
hochste Abbauraten in einem Temperaturintervall von 15 °C - 50 °C liegen.

Der Zellaufschluf® und das Kochen in heilem SDS laf3t hochste Proteinldslichkeit und
Denaturierung bzw. Inaktivierung der Proteasen erwarten. Zudem lafdt sich eine
Proteinbestimmung z.B. nach Lowry nur im SDS - Extrakt nicht aber im
Lysepufferextrakt durchfuhren.

Die Aufzucht der Zellen, radioaktive Markierung und Zellaufschlu3 (Ultraschall)
wurden nach Standardprotokoll (s. 2.2.1, 2.2.2) durchgefuhrt.

90000 + ohne SDS mit SDS
80000 4

mextrahiertes Protein

W Restprotein

Abb. 22: Isotopenmessung des extrahierten Proteins mit und ohne

SDS - Prasolubilisierung in Abhangigkeit von der Extraktionszeit

Die Abb. 22 zeigt die Proteinextraktion in Abhangigkeit von der Prasolubilisierung
und der Extraktionszeit. Werden Restprotein des Rulckstandes und extrahiertes
Protein addiert, so ergibt sich bei allen Versuchsreihen eine Gesamtproteinmenge
von etwa 80000 cpm / ul, woraus sich eine hohe Signifikanz dieses Versuches fur die
Ergebnisdiskussion ergibt.

Wertet man die scintillatorische Messung des extrahierten Proteins bei den
verschiedenen Extraktionszeiten (Abb. 22, Tab. 6) aus, so ist festzustellen, daf3 bei
einer Prasolubilisierung in heil3em SDS mit anschlielendem Kochen der Suspension,
die extrahierte Proteinkonzentration weitgehend unabhangig von der Extraktionszeit
ist. Um mit der Standardextraktion &hnliche Proteinquantitaten zu extrahieren, muf3te

24 Stunden bei RT geschiittelt werden.
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2.3.2.2.2 Computerdensitometrische Gelauswertung

Um eine qualitative Aussage Uber die extrahierten Proteine machen zu kénnen,
wurde bei identischen  Aufzuchts- und ZellaufschuBbedingungen der
cytoplasmatischen Extrakt mit den oben beschriebenen Solubilisierungsmethoden
3 x 10° cpm (Tab. 6) auf einem IPG 4 - 7 elektrophoretisch getrennt (Abb. 24).

Tab. 6: Extraktionszeiten und Auftragsmengen der prasolubilisierten bzw. nicht prasolubilisierten

Extrakte

ohne Prasolubilisierung mit Prasolubilisierung

Extraktionszeit 10 min 1h 24 h 10 min 1h 24 h

extrahiertes Protein/pl
31000 cpm 49000 cpm | 65000cpm 58000 cpm 67000 cpm 66000 cpm

Restprotein/ pl 52000 cpm | 35000 cpm | 20000 cpm | 21000 cpm | 15000 cpm 12000 cpm

Auftragsmenge

3 mio counts 97 pl 61 pl 46 pl 51 pl 44 pl 45 ul

Proteinaktivititsmessung des unbehandelten Zellpellets: 78000 cpm / pl

Vergleicht man die "Standardextraktionsmethode"” in den verschiedenen
Extraktionszeiten (10 min, 1 h, 24 h), so lassen sich Ubereinstimmungen mit der
Isotopendetektion (Abb. 22) erkennen.

Nach 10 min Extraktionszeit ist quantitativ wenig Protein extrahiert (~37% des
Gesamtproteins). Die qualitative Analyse nach computerdensitometrischer
Spotdetektion (Abb. 25) ergibt im Vergleich zu prasolubilisierten Extraktion mit
gleicher Extraktionszeit nur an 15% der detektierten Spots (398 > 2043).

Betrachtet man die Trennung der "Standardextraktion" nach 24 h, bei der nun
guantitativ (63000 cpm /ul) wie auch qualitativ (1788 spots) eine zufriedenstellende
Extraktionen zu erwarten ware, so sind hier Ahnlichkeiten zu der Trennung nach
autolytischem oder enzymatischen Zellaufschluf3 (Abb. 21) unverkennbar. Eine grol3e
Anzahl an niedermolekularen Proteinen mit charakteristischem Aussehen deuten auf
proteolytischen Abbau hin.

Wertet man die scintillatorische Messung des extrahierten Proteins bei den
verschiedenen Extraktionszeiten (Abb. 22) aus, so ist festzustellen, dal3 bei einer
Préasolubilisierung in heiBem SDS mit anschlieBendem Kochen der Suspension die
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extrahierte Proteinkonzentration weitgehend unabhéngig von der Extraktionszeit ist.
Um mit der Standardextraktion ahnliche Proteinquantitaten zu extrahieren, mufite 24
Stunden bei RT geschuttelt werden.

Bei der 2D- elektrophoretischen Trennung mit Prasolubilisation und 24 h
Extraktionszeit sind typische Carbamylierungsketten, die bei einer Erwarmung von

harnstoffhaltigen Extrakten tber 38 °C entstehen kdnnen, erkennbar [28]:

NH
o= C<NH2 == NH, NCO = NH_,' + NCcCO—
2

Abb. 23: temperaturabhangige Geichgewichtsreaktion, die bei Cyanatbildung (>38°C)

zur Carbamylierung von Proteinen im Lysepufferextrakt fihrt

Diese Carbamylierungen wurden mehrmals, auch unabhéngig von einer SDS -
Prasolubilisierung, bei langen Extraktionszeiten (24 h) beobachtet. Langes
Schutteln im Laborschuttler bei RT fuhrte wahrscheinlich hierbei zu Erwarmung
und zu derartigen Proteinmodifikationen.

Durch die Prasolubilisierung in SDS kann auf lange Extraktionsintervalle, in denen
Modifikationen der Proteine entstehen konnen, verzichtet werden; zellulare
Protease werden durch stark denaturierende Bedingungen inaktiviert und die
Proteinldslichkeit ist durch ein Kochen in SDS maximiert. Die Probenaufbereitung
des "cytoplasmatischen Extrakts® von S. cerevisiae gewinnt durch diese
Prasolubilisierung an Reproduzierbarkeit; die Entstehung von
Proteinmodifikationen ist minimiert.

Fur weitere Versuchen wird die Proteinextraktion nach dem Resuspendieren der
Zellen in heiRem SDS und 10 minutigem Kochen nach Ultraschallaufschluf3, mit

einem Extraktionsintervall von 40 min bei RT durchgefuhrt.

ohne SDS - kochen mit SDS - kochen
Extraktionszeit 10 min 1h 24 h 10 min 1h 24 h
Image Analysis
) 398 1233 1788 2043 1992 1688
Spotdetektion

Tab. 7: Ergebnistabelle der computerdensitometrischen Spotdetektion von Abb. 25
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Abb. 24: Vergleich von Proteinsolubilisierungen mit und ohne SDS- Prasolubilisierung
bei verschiedenen Extraktionszeiten (10 min, 1 h und 24 h).
2D - elektrophoretische Trennung des cytoplasmatischen Extrakts von S. cerevisiae
(S288c) auf IPG 4-7
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Abb. 25: Computerdenistometrische Spotdetektion verschiedener SDS - Proteinsolubilisierungen

und Extraktionszeiten, Gele siehe Abb. 24
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2.3.2.3 Fazit

Wertet man die Analysen (quantitative Isotopendetektion, computerdensitometrische
Gelauswertung, elektrophoretische Trennung) der verschiedenen Extraktionen aus,
so ist unter Berucksichtigung der Reproduzierbarkeit, der proteolytischen Aktivitat
von S. cerevisiae und der Extraktionsqualitdt der optionale Schritt des
Prasolubilisierens in SDS eine deutliche Verbesserung der Proteinextraktion in
Saccharomyces cerevisiae.

Durch die Prasolubilisierung in SDS kann auf lange Extraktintervalle, in denen
Modifikationen der Proteine entstehen kdnnen, verzichtet werden; zellulare Protease
werden durch stark denaturierende Bedingungen inaktiviert und die Proteinldslichkeit
ist durch ein Kochen in SDS maximiert. Die Probenaufbereitung des
cytoplasmatischen Extrakts von S. cerevisiae gewinnt durch diese Prasolubilisierung

an Reproduzierbarkeit.

2.3.3 Zweidimensionale Elektrophorese des 35S markierten Extrakts

Aufgrund ihres sehr hohen Auflosungsvermégens haben sich 2D elektrophoretische
Verfahren zur Trennung von Proteinen in weiten Bereichen analytischer und
praparativer Anwendungen als optimale Methode etabliert. Vor allem in der
Biochemie, Molekularbiologie, in klinischer und forensischer Medizin sowie der
Differenzierung von Mikroorganismen, Pflanzen und Tieren hat sich die
Elektrophorese durch hohe Reproduzierbarkeit bei Verwendung immobilisierter pH-
Gradienten nach Goérg [21, 23, 58, 84, 114] und die Auftrennung von nanomol -
Konzentrationen als zentrales Instrument in der Proteomanalyse erwiesen [21].

Den elektrophoretischen Trennmethoden liegen die zwei wichtigsten physikalisch -
chemischen Eigenschaften der Proteine, MolekilgroRe und Ladungszustand,
zugrunde.

Die Elektrophorese beschreibt die Wanderung geladener Teilchen in einem
elektrischen Feld. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit direkt proportional zur
Nettoladung der Teilchen und zur anliegenden Feldstérke sowie reziprok proportional
zur Reibung im umgebenden Medium.

Die Elektrophorese in einem pH - Gradienten bezeichnet man als isoelektrische
Fokussierung. Bei einer Auftrennung in einem pH - Gradienten wandert ein Protein
so weit, bis es die Stelle im Gelstreifen erreicht hat, an dem der pH - Wert des IPG -

Strips dem pl des Proteins entspricht, d.h. die Nettoladung des Proteins gleich Null
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ist. Auf das Molekdl wirkt keine Kraft mehr ein, wodurch es sich nicht mehr bewegen
kann, es "fokussiert" an dieser Position [22].

Bei der SDS - Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS - PAGE) umlagert
Natriumdodecylsulfat (SDS) die Polypeptidketten und verleiht ihnen so eine stark
negative Ladung. Die urspringliche Ladung wird um ein Vielfaches ubertroffen und
eine elektrophoretische Trennung der Polypeptide erfolgt nun ausschlief3lich
aufgrund der Siebwirkung der Polyacrylamid - Matrix, das heil3t nach GroRe bzw.
Molekulargewicht. Kleinere Proteine wandern durch den geringeren Widerstand
schneller als grof3ere Proteine.

Bei der als IPG - Dalt bezeichneten Technik nach der Methode von Gorg et al. [122,
134, 139, 140] werden zur isoelektrischen Fokussierung Gele mit immobilisierten pH
-Gradienten verwendet. PH - Gradienten lassen sich durch Tragerampholyte oder
durch Immobiline erzeugen. Tragerampholyte [21] sind ein heterogenes Gemisch von
niedermolekularen (600 - 900 Da) Oligoamino- Oligocarbonsduren mit eng
benachbarten isoelektrischen Punkten, die sich durch hohe Ldgslichkeit sowie
Pufferkapazitat und gute Leitfahigkeit an ihrem jeweiligen isoelektrischen Punkt
auszeichnen [134] . Der pH- Gradient bildet sich nach Anlegen eines elektrisches
Feldes aus, indem sich die Tragerampholyte entsprechend ihres isoelektrischen
Punkts zwischen Anode und Kathode anordnen, wodurch zwischen den Elektroden
ein steigender pH- Gradient erzeugt wird. Die durch Tragerampholyte erzeugten pH-
Gradienten weisen jedoch eine Reihe von Nachteilen auf, von denen die Instabilitat
des Gradienten der schwerwiegendste ist.

Eine graduelle Verschiebung des pH - Gradienten in Richtung Kathode
(Kathodendrift [23] und das Plateau- Phanomen [21, 26] fuhren dazu, dal3 mit der
Tragerampholyt -IEF keine zeitunabhangigen Fokussierungsmuster erhalten werden
konnen. Dies sorgt fur Probleme im Zusammenhang mit der Reproduzierbarkeit der
Trennungen, besonders bei basischen Proteinen mit pls > 7,5. Zudem variieren die
Tragerampholytgemische chargenabhangig in der Zusammensetzung, da selbst
unter identischen Synthesebedingungen unterschiedliche Tragerampholyte
entstehen. Durch die Einfihrung immobilisierter pH - Gradienten (IPG) [122, 139]
konnten diese Probleme weitgehend gel6st werden. Ein immobilisierter pH- Gradient
wird durch Copolymerisation von Acrylamidmonomeren und Acrylamidderivaten mit
puffernden Gruppen, den Immobilinen, erzeugt. Das reaktive Ende (CH,=CH-) wird

mit Acrylamid fest in der Matrix verankert, wahrend das puffernde Ende R fiir den
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entsprechenden pH - Wert sorgt. Immobiline sind also im Gegensatz zu den
Tragerampholyten keine amphoteren Substanzen, sondern in Abhéngigkeit des
Restes R eine schwache Saure oder eine schwache Base mit definiertem pK - Wert.
Immobilisierte pH - Gradienten sind von Anfang an kovalent an die Acrylamidmatrix
gebunden und werden nicht erst durch das Anlegen einer Spannung aufgebaut.
Derartige Gele stellt man mit Hilfe der Gradienten- Gief3technik durch Mischen von
zwei Immobilinlésungen im Gradientenmischer her [21, 22].

Der so erhaltene pH - Gradient ist zeitstabil, so dal3 keine Kathodendrift auftritt.
Erstmals ist somit eine echte Gleichgewichtsfokussierung aller Proteine mdglich, d. h.
nach Erreichen eines Endpunktes findet keine Verschiebung mehr statt [114]. Die
Trennungen sind sehr gut reproduzierbar und mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen vergleichbar, da fur die Erzeugnung des pH - Gradienten nur
maximal neun chemisch genau definierte Immobiline benétigt werden.

Die IEF erfolgt in einzelnen IPG - Gelstreifen, die aus den Gelen zugeschnitten
werden, in einer Flachbettelektrophoresekammer. Nach beendeter IEF werden die
IPG- Gelstreifen mit SDS - Puffer aquilibriert und in der zweiten Dimension (SDS -
PAGE) auf die Oberkante eines vertikalen SDS - Gels aufgebracht und eine SDS -
PAGE nach Gorg et al. [22] durchgeflhrt .

2.3.3.1 Optimierung der 1. Und 2. Dimension fur die Extraktion der
cytoplasmatischen Fraktion von S. cerevisiae

Zum Probenauftrag fur die isoelektrische Fokussierung wurde der DryStrip Kit
verwendet, da dieser Probenauftragsmengen von bis zu 160 pl ermdglicht. Um
ausreichend Protein auf das Gel zu laden, kann mit diesem Kit ein grol3eres
Extraktvolumen aufgetragen werden, das fur die Auftrennung der in niedriger
Konzentration vorliegenden Zellwandproteine (Kap. 3) unabdingbar ist. Ein weiterer
Vorteil des DryStrip Kits ist die Fokussierung unter Ol, die ein Austrocknen bzw. eine
Oxidation der IPG - Streifen und der Proteine bei langen Fokussierungszeiten
verhindert [2].

Fur die Fokussierung des cytoplasmatischen Extrakts wurden IPG- Strips mit pH-
Bereichen von 4 - 7verwendet. Der Gradient 4 - 7 wird von anderen Gruppen als
Standardgradient im Hefeproteomanalyse [6, 8, 11] verwendet, "high abundance
spots” sind aus diesen Trennungen bereits identifiziert und lassen sich durch

Literaturvergleich den eigenen Trennungen zuordnen [23]; die Verwendung von



Ergebnis und Diskussion - cytoplasmatische Fraktion 72

basischeren Gradienten l|a3t nach Kenntnis der theoretischen pl - Werte des
sequenzierten Genoms von S. cerevisiae [11] neue Erkenntnisse erwarten.

Um einen Uberblick der Proteinverteilung in neuen Fraktionen zu erhalten (Kap. 3),
oder Enzyme auf deren Reinheit zu prifen (Kap. 3) wurde der Gradient 4 - 9
verwendet.

Der Probeneintritt in der ersten Dimension wurde auf 4 Stunden verlangert, um ein
Prazipitieren der Proteine durch einen langsameren Probeneintritts zu verhindern
[20, 21, 114].

Bei einer grof3en Probenauftragsmenge entsteht in der aufgetragenen Probenlésung
ein Konzentrationsgefalle, da die Proteine einerseits durch die angelegte Spannung
nach unten Richtung Geloberflache wandern, andererseits aber nicht schnell genug
in das IPG- Gel einwandern kénnen. Niedrige Spannungen (=50 V, 4 h) beim
Probeneintritt wirkt zudem einer Proteinprézipitation an der Auftragsstelle entgegen,
die anderenfalls nicht fokusierbar waren [48, 114].

Um die Vergleichbarkeit der Trennungen zu erh6hen, wurde die SDS - PAGE mit
dem vertikalen System durchgefthrt [48, 58]. Nur so ist es mdglich 10 Gele zeitgleich
unter identischen Bedingungen laufen zu lassen. Die zweite Dimension wurde
wahrend der ersten Stunde ebenfalls mit reduzierter Stromstarke, 80 mA anstatt
160 mA, gestartet, um hochmolekularen Proteinen die Einwanderung in das Gel zu
erleichtern [21, 58, 114]

Fur eine weitere methodische Diskussion der in dieser Weise durchgefihrten
Elektrophorese, wird auf weiterfihrende Literatur von Gorg et al. verwiesen [21, 22,
23, 26].

2.3.3.2 Proteinvisualisierung

In dieser Arbeit wurden fir nicht radioaktiv markierte Extrakte Silberfarbungen, fir
35S - markierte Proben Radioexponate auf Phosphorimaging - Screens erstellt.
Silberfarbungen haben im Vergleich zu anderen Farbemethoden wie Coomassie
Brilliant Blue, Amido Black, Fast Green oder Ponceau mit einer Nachweisgrenze im
ng - Bereich, Protein die hochste Sensitivitat und werden fir eine MALDI - MS
Identifikation der Proteine bendtigt [2].

Fur Geldokumentation werden Silberfarbungen nach dem Protokoll von
Heukeshoven und Dernick [47], fur MALDI - MS Identifikationen nach dem Protokoll
von Blum [53] durchgefuhrt. Die Heukeshoven Farbung arbeitet mit Glutardialdehyd
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und Glycin, das zwar intensive Spotfarbungen ergibt, aber sich bei der MALDI -
Identifikation storend auswirkt; in der Blumfarbung wird nur mit Thiosulfat sensitiviert
und an Stelle des Glycins mit Essigsaure die Entwicklung gestoppt.

Beide Methoden, Silberfarbung wie radiographische Detektion sind nach derzeitigem
Wissensstand diejenigen Proteinvisualisierungen mit hochster Sensitivitat. Als
Nachteil von Silberfarbungen gegeniber radiographischen Detektionen ist des
Fehlen der Linearitat anzusprechen; dagegen konnen bei der radioaktiven
Markierung nur Proteine, die wahrend der Markierungszeit synthetisiert wurden, und
im Fall der 35S - Markierung nur schwefelhaltige Proteine visualisiert werden [2].

Ein entscheidender Faktor bei der Visualisierung von Autoradiogrammen ist die
Expositionszeit. Hierzu wurden in einem Vierfachansatz drei verschiedene
Expositionszeiten (21 h, 27 h und 72 h) einer 2D elektrophoretischen Trennung des
cytoplasmatischen Extrakts von Saccharomyces cerevisiae untersucht.

Wertet man die Exponate (Abb. 26, 27, 28) aus, so stellt man deutliche
Ubereinstimmung im Gesamtproteinmuster aller Ansétze fest.

Mit zunehmender Expositionszeit fallen in manchen Spots "weile Flecken" auf.
Diese Flecken entstehen bei einer Ubersattigung der Imagescreen und fithren zu
Artefakten bei einer anschlielenden computerdensitometrischen Gelauswertung.
Diese beginnende Ubersattigung kann als Kriterium fur die Expositionsdauer
verwandt werden.

Demnach ist die Spotvisualisierung dann optimiert, wenn sich bei "high abundance
proteins” diese Artefaktbildung andeutet. In der Praxis wurde durch das Erstellen
mehrerer Exponate eines Gels die optimierte Expositionszeit bestimmt und dieses
Exponat dann eingescannt und bearbeitet. In diesem Fall (Auftragsmenge 3,5 Mio
cpm, IPG 4-7), cytoplasmatischen Extrakt) liegt das zu erwartende

Expositionsoptimum im Intervall von 25 und 30 h.
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Expositionszeit: 21 Stunden

Abb. 26: Reproduzierbarkeit der Proteinvisualisierung und 2D elektrophoretischen Trennung
35S - Methionin markiertes Proteom von Saccharomyces cerevisiae IPG 4-7

Expositionszeit: 21 h, Auftragsaktivitat: 3,5 Mio. cpm; (Vierfachansatz);
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Expositionszeit: 27 Stunden
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Abb. 27: Reproduzierbarkeit der Proteinvisualisierung und 2D elektrophoretischen Trennung

35S - Methionin markiertes Proteom von Saccharomyces cerevisiae (S288c) IPG 4-7

Expositionszeit: 27 h Auftragsaktivitat: 3 Mio. cpm (Vierfachansatz)
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Expositionszeit: 72 Stunden

Abb. 28: Reproduzierbarkeit der Proteinvisualisierung und 2D elektrophoretischen Trennung
35S - Methionin markiertes Proteom von Saccharomyces cerevisiae (S288c) IPG 4-7

Expositionszeit: 72 h, Auftragsaktivitat: 3 Mio. cpm; (Vierfachansatz)
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Abb. 29: Ubersicht zur Optimierung der Expositionszeiten bei 3 mio cpm Auftragsaktivitit des

cytoplasmatischen Extrakts von S. cerevisiae: Expositionszeiten: 21 h, 27 hund 72 h

2.3.3.3 Fazit

Mit der Verwendung von immobilisierte pH - Gradienten in der ersten Dimension
nach Gorg et al. [21] ist es gelungen, die 35S markierte cytoplasmatische Fraktion
von Saccharomyces cerevisiae mit hoher Reproduzierbarkeit besonders der
schwerlgslichen Proteine, zweidimensional elektrophoretisch zu trennen.

Fur die Bestimmung der Expositionszeit 35S - markierter Extrakte werden als Marker
der Sattigungsgrad von "high abundance spots" verwendet. Bei einer
Auftragsaktivitat von 3 x 10° cpm betragt die Expositionszeit der Phosphorimaging -

Screens etwa 25 Stunden.
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3 Proteomanalyse stressinduzierter Proteine aus der
cytoplasmatischen Fraktion von Saccharomyces

cerevisiae und boulardii

Bei der Extraktion der cytoplasmatischen Fraktion werden hauptsachlich Proteine
des Cytoplasma und der Organellen solubilisiert. Mit Bestimmung von Regulons
dieser Proteine lassen sich bei entsprechender Signifikanz beispielsweise
Stoffwechselwege beschreiben, cytokinetische Bestimmungen durchfihren,
Syntheseleistungen oder auch stref3sensitive Proteine bestimmen [15].

Die Physiologie der wichtigen Stoffwechselwege wie beispielsweise die der
Glycolyse, des Citratzyklus, des Fettsaurezyklus oder des Pentosephosphatzyklus
sind in ihrem Mechanismus, einschlie3lich der enzymatischen Regulationen durch
traditionelle biochemische Methoden, eingehend beschrieben [35, 39]. Auch die
Cytokinese wurde in den letzten Jahren exemplarisch an Saccharomyces pombe
dargestellt [40].

Die Antwort von Zellen auf &ufRere Induktionen ist dagegen noch sehr wenig
verstanden. Obwohl viele Arbeitsgruppen dieses Thema bearbeiten, gelingt die
genaue Beschreibung eines "Strel3proteins” nach spezifischer Funktion in den
wenigsten Fallen; noch schwieriger gestaltet sich die Dokumentation von
Wechselwirkungen der Strel3proteine oder die Darstellung eines Regelkreises fur das
StrelBmanagement in der Zelle [41].

Bedenkt man daR der Organismus auf Schockinduktionen innerhalb weniger
Sekunden reagieren muf3, so laRt sich die Vielzahl der parallel ablaufenden
Reaktionen bei einer Strel3adaption erahnen.

Ein einsichtiges und oft beschriebenes Beispiel fur diese komplexe Antwort von
StreR3induktionen ist die Downregulation der physiologischen Stoffwechselenzyme;
dies bedingt zwar die Reduktion des Stoffwechsels und der Teilungsrate, ist aber
nicht direkt in das Streimanagement involviert. Aber auch bei bereits hinreichend
beschriebenen Stre3proteinen stellt man fest, daR viele dieser Proteine in die
Antwort verschiedener Induktionen involviert sind [41].

So wird zum Beispiel das HSP60 (heat shock protein 60 kD) nicht nur bei
Hitzeschock in erhdhtem Mal3e exprimiert, sondern auch bei Kalteschock und
oxidativen Strel3 [42].
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Auf Grund der groRen Komplexitat ist man vor allem bei der Beschreibung von
stre3sensitiven Proteinen davon abgekommen ein einziges Protein bis in die
genaueste biochemische Charakterisierung zu untersuchen; man sammelt vielmehr
Informationen zu verschiedenen Proteinen, die ausgehend von einer bestimmten
Induktion in deren Antwort involviert sind.

Einen der wenigen bekannten Zusammenhdnge im StreBmanagement von
Saccharomyces cerevisiae zeigt die folgende Graphik, die im wesentlichen auf

Arbeiten von Mager et al. zuriickgeht [43].

Regulation fur die FKS2 -Expression

Osmostref Hitzestreld
T [ Hesr L+
?
Pheromone ‘ RHO1 Glucan
e synthase
BCK1,PKC1
l “aUnbek.
Protein
MPK1
Calcineurin
Stationare
Phase
v
SNFl RLMl FKSZ
DNA [T =3 [
Zell Zellwand cellulare
wachstum integritat Strefl3proteine

HCS77 -- putativer M echanosensor fiir Membrandehnung
BCK1, PKC1 -- S/T Proteinkinase

RHOL1 -- GTP bindendes M embranprotein

MPK1 -- DNA bindendes Protein

SNF1, RLM1 -- Transkriptionsaktivatoren

FKS2 -- Glucansynthase

Abb. 30: Darstellung eines positiven Regelkreislaufes in S. cerevisiae nach Stre3induktion von Hitze-
oder Osmoschock. Die Streadaption fihrt zu einer regulierten Glucansynthese, die eine
Verstarkung der Zellwand zur Folge hat.
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Der Zyklus zeigt das integrale Zellwandprotein HSC77 als Sensor fir
Veranderungen in der Zellwand. Die Signaltransduktion zur DNA erfolgt dann im
Cytoplasma durch Proteinkinasen (BCK1, PKC1) und einem aktivierten DNA-
bindenden Protein (MPK1), das an eine Promotersequenz (SNF1) bindet. Unter der
Kontrolle dieses Promoters steht unter anderem das FKS2 Gen, das fiur die
Expression einer Glucansynthase codiert. Mit der Synthese von 1,3 Glucan, welches
der Hauptbestandteil in der Zellwand ist, wird der mechanische Schutz der Zelle
verbessert, der den Organismus vor Hitze - und Osmostrel3 schitzt.

Ziel in diesem Kapitel ist es, an den Hefen Saccharomyces cerevisiae (Backerhefe)
und Saccharomyces boulardii (Wirkstoff des Medikamentes Perenterol) die
StreRapplikation der Gefriertrocknung zu optimieren und bisher unbekannte
stref3sensitive Proteine bzgl. dieser Induktionen zu detektieren und in ihrer Funktion

zu beschreiben.

3.1 Kenntnisstand und Grundlagen

Es st bekannt, dal} bestimmte Strel3proteine wesentliche Funktionen in
Heilungsvorgadngen oder bei der Immunabwehr inne haben. Als Beispiel sei hierfur
die HSP82 Induktion bei Krebs [45] oder nach Kenward et al. die Interaktion von
Chaperonen der HSP60 - Familie mit dem Prion PrPc, welches nach
Konformationsédnderung die bovine spongioforme Encephalopathy (BSE) auslost,
genannt [44]. Im folgenden wird die Anwendung der Gefriertrocknung in Medizin und
Lebensmittelindustrie  beschrieben, und die bisherigen Kenntnisse dieser

StreRBinduktion auf die Hefezelle dargestellt.

3.1.1 Gefriertrocknung in der Medizin und Lebensmittelindustrie

Die industrielle Herstellung von Lebensmitteln bedingt zwangslaufig groRRere
Zeitspannen fir die Verteilung an den Endverbraucher. Darlber hinaus werden
Lebensmittel auf Vorrat gehalten, so dal3 vorbeugenden Malnahmen zu ihrer
Haltbarmachung grof3e Bedeutung zukommt. Die heute angewandten Verfahren zur
Haltbarmachung von Lebensmitteln haben in letzter Zeit ein Hochstmafl} an
Sicherheit und Schonung der Lebensmittel erreicht. Naturgemall kommt es aber
nach wie vor bei einzelnen Lebensmittelinhaltsstoffen zu Veranderungen, die sich je
nach der Art des angewandten Verfahrens auf Qualitat bzw. Haltbarkeitsdauer

auswirken. Heute werden verschiedene Methoden der Konservierung verwendet, die
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durch Temperatur- oder pH - Veranderung, durch Einwirkung von flissigen oder
gasformigen Substanzen, durch Wasserentzug oder auch durch Einwirkung von
Hochdruck, biologische Abbauvorgange unterbinden oder reduzieren sollen [50].

Das produktschonendste aber auch kostenintensivste Verfahren ist die
Gefriertrocknung. Diese Methode wird vorwiegend in der Medizin, z.B. fir die vitale
Konservierung von therapeutischen Organismen oder aber fur die Konservierung von
Nahrungsmitteln in der Luft- und Raumfahrt verwendet. Eine weitere Anwendung der
Lyophilisierung ist die Produktion von Trockenhefe fur die Teigwaren - und
Weinindustrie [52].

Bisherige Trocknungsverfahren wie z.B. Walzentrocknung oder Sprihtrocknung
werden, vor allem bei wertvollen oder sehr empfindlichen Produkten, immer mehr
von der Gefriertrocknung verdrangt. Die Forschung auf diesem Gebiet wurde in den
USA stark von der Regierung gefordert, die vor allem daran interessiert war,
hochwertige, und gewichtssparende Fertiggerichte fur den Flugverkehr und die
Raumfahrt zu erhalten [51].

In der Medizin ist die optimierte Lyophilisation die geeignetste Moglichkeit, vitale
therapeutisch genutzte Gewebezellen oder Organismen ohne Nebeneffekte fur den
Patienten zu konservieren und somit tberhaupt anwendbar zu machen [86].

Das Gefrieren wie auch das Lyophilisieren stellt eine Stre3induktion fir die vitalen
Zellen dar. Von einer Stref3induktion auf Organismen wird dann gesprochen, wenn
die Kultur ihre maximale Teilungsrate nicht erreicht [43]. Die Induktion des
Lyophilisierens wie auch des Gefrierens stellt eine Form des Osmoschocks dar, da in
beiden Fallen der Zelle Wasser entzogen wird.

Es sind bisher noch keine Stref3proteine oder deren Regulons in der Hefe bekannt,
die spezifisch auf eine Gefrierinduktion bzw. Gefriertrocknungsinduktion exprimiert
werden [10, 11]. Das StreBmanagement in einer vitalen Zelle wird ausschlief3lich
durch Neuexpression und Up - bzw. Downregulierung bestimmter Proteine
kontrolliert, die dann in weiteren Kaskaden die Zelle auf eine entsprechende
Stref3induktion einstellen.

Der Begriff Gefriertrocknung bedeutet Wasserentzug aus gefrorenem Material. Die
Trocknung erfolgt dabei unter Umgehung des fliissigen Aggregatzustandes, durch
Sublimation.
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Grundsatzlich gilt es, den Wasserdampfpartialdruck, der sich temperaturabhangig
Uber dem Eis einstellt und im Gleichgewichtszustand zum Sattigungsdampfdruck
steht, zu senken. Wenn dies geschieht, werden jeweils so viele Wassermolekile aus
dem Eis sublimiert, bis der zur entsprechenden Eistemperatur gehorige
Sattigungsdampfdruck wieder erreicht ist. Wird der freigesetzte Wasserdampf in
einem geschlossenen System z.B. durch Festfrieren an tiefgekihlten Flachen
(Eiskondensatoren) standig gebunden, dann entweicht dem Produkt so lange
Wasserdampf, bis die Produkttemperatur der Stellflachentemperatur im
Eiskondensatorraum entspricht [46, 49].

Unter atmosphéarischen Bedingungen wirde dieser Vorgang jedoch extrem langsam
vor sich gehen, weil die Luft der freien Diffusion von Wassermolekilen einen
erheblichen Widerstand entgegensetzt. Durch Anlegen eines Vakuums kommt es zu
einem weitgehend ungehinderten Massenstrom von Wasserdampf aus dem Eis zum
Eiskondensator. Wegen des standigen Entzugs von Verdampfungswéarme sinkt
jedoch die Temperatur im Produkt ab, und als Folge davon erniedrigt sich auch der
Sattigungsdampfdruck. Es verlassen jetzt weniger Wassermolekile das Eis und der
Trocknungsprozel3 verlangsamt sich erheblich [46, 49].

Wird dem Prozel3 nun von aul3en Warmeenergie in genau der Menge, wie sie durch
die Verdampfung standig verlorengeht, wieder zugefuhrt, dann lauft die
Entwasserung bei konstanter Temperatur in unverminderter Geschwindigkeit weiter.
Das Ziel der Gefriertrocknung ist, ein sehr leicht wasserlosliches Produkt zu erhalten,
das nach Zugabe von Wasser die Eigenschaften des Ausgangsgutes unverandert
aufweist. Da die Trocknung in gefrorenem Zustand bei sehr niedrigen Temperaturen
erfolgt, gelingt es z.B. Proteine zu trocknen, die wasserldslich bleiben und ihre
Funktion weitgehend erhalten. Auch die meisten tbrigen chemischen Verbindungen
bleiben qualitativ und quantitativ unverandert.

Durch die Gefriertrocknung werden biologische Proben in eine Trockenform
Uberfuhrt, bei der chemische und enzymatische Verdnderungen weitgehend
umgangen werden kdnnen.

Bei Optimierung der Trocknungsparameter lassen sich in vielen Fallen Produkte
erhalten, in denen sich nach Rehydrierung wieder urspringliche enzymatische
Eigenschaften nachweisen lassen. Werden Schutzsubstanzen verwendet und bleibt
ein bestimmter Restwassergehalt erhalten, lassen sich sogar ganze Zellen mit hohen

Vitalitatsraten auf diese Weise konservieren.
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3.1.1.1 Lyophilisierung von Saccharomyces cerevisiae

Die Backhefeindustrie mit einem geschatzten weltweiten Umsatz von Uber zwei
Milliarden US - Dollar, produziert mehr als zwei Millionen Tonnen Hefe
(Saccharomyces cerevisiae), pro Jahr (basierend auf einem Trockengewicht von
30%). Aufgrund des Bevolkerungswachstums, der Industrialisierung und der dadurch
bedingten Veranderungen der Ernahrungsgewohnheiten betragt die jahrliche
Zuwachsrate der Hefeproduktion ungeféahr 4%. Etwa 80% der Hefe wird fllissig oder
als gepreldte Frischhefewlrfel verkauft, der Rest als aktive Trockenhefe. Der
Verbrauch an Trockenhefe wird vermutlich in den nachsten Jahren weiter ansteigen,
da sie wesentliche Vorteile in Bezug auf Lagerung, Transportfahigkeit und
verlangerter Haltbarkeit bietet. Ebenso bestehen Mdglichkeiten die Trockenhefe in
speziellen Backverfahren mit gefrorenen Teigen einzusetzen, welche eine
ProzeRautomatisierung und bessere Wirtschaftlichkeit in Aussicht stellen [41].

Optimale physiologische Bedingungen mit kiirzesten Generationszeiten bietet eine
aerobe Kultur in einem Vollmedium, welches bei einem pH von 5,8 und 30 °C eine
ausreichende Menge einfach spaltbarer Zucker wie Glucose, Fructose oder Mannose
bereitstellt. Unter diesen Bedingungen hat Saccharomyces cerevisiae die kiirzeste
Generationszeit, wahrend sie nur geringe StreBantworten zeigt. Aul3erhalb dieser
optimalen Bedingungen wird eine Vielzahl von Stref3proteinen exprimiert [41].

Die Ergebnisse kénnen im Fall der Backerhefe durch eine optimierte Trocknung zu
erhohten Vitalitatsraten und somit hoherer Aktivitat, oder im Einklang mit der
offentlichen Meinung durch gezielte Mutation mit detektierten "Strel3resistenzgenen”
oder deren Regulons zu einem robusteren Hefestamm flhren. Ein stref3toleranter
Stamm héatte lAngere Lagerungszeiten bei vergleichbarer Vitalitat, zudem kodnnten
Kosten bei der industriellen Hefeproduktion gespart werden, da ein osmotoleranter
Stamm auch bei suboptimalen Wachstumsbedingungen (hohe Restsalzwerte in

Substratboullion, Verunreinigungen der Melasse) wachsen wirde.

3.1.1.2 Lyophilisierung von Saccharomyces boulardii

Saccharomyces boulardii ist wie Saccharomyces cerevisiae eine weitere Unterart in
der Familie der Saccharomycetales. Sie produziert weder Ascosporen, noch nutzt sie
Galactose als Kohlenstoffquelle. Des weiteren fuhrt Saccharomyces boulardii im

Vergleich zu Saccharomyces cerevisiae eine veranderte Sauerstoffnutzung und
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Fermentation durch [86]. Saccharomyces boulardii hat eine ungewohnlich hohe
Wachstumstemperatur von 37 °C und wird therapeutisch verwendet [52].

S. boulardii der als Wirkstoff im Medikament Perenterol TM in lyophilisierter Form
breite Anwendung bei verschiedenen Darmerkrankungen findet, kann seine Wirkung
nur dann entfalten, wenn die Zellen in aktiver Form das Target, das Duodenum
erreichen [87].

Hat man Kenntnis Uber die Stref3proteine, welche die Zellen resistenter gegenuber
der Induktion des Gefrierens oder Gefriertrocknens werden lassen, so kann in einem
zweiten Schritt durch Genadditionen oder Gentransfer dieser "Strel3gene" ein fur
diese Induktion robusterer Stamm gezilchtet werden, der nach der Lyophilisierung
hohere Vitalitatsraten aufweist und so im Duodenum mit hoherer Aktivitdt seine
therapeutische Wirkung entfalten kann. Des weiteren sind durch Optimierung der
Trocknungsparameter und der Stref3toleranz  von S. boulardii langere
Lagerungszeiten des Medikaments bei vergleichbarer Aktivitdt méglich.
Gentechnische Veradnderungen an therapeutisch verwendeten Organismen oder
Geweben sind heute bereits etabliert und gesellschaftlich weitgehend akzeptiert.

Im folgenden wird in einem ersten Schritt fur die Bestimmung der stref3sensitiven
Proteine in S. cerevisiae und S. boulardii bzgl. gefrieren und gefriertrocknen, die
Stref3induktion auf eine subletale Kultur optimiert.

Durch Vergleich des Proteoms von strefl3freien und stre3induzierten Hefen unter
sonst identischen Bedingungen lassen sich stre3sensitive Proteine durch deren
~2down regulation“ oder ,,over expression“ bestimmen. Man hat festgestellt, dal3 einige
Operons selektiv auf bestimmte StrefRinduktionen aktiviert werden; diese direkte
Regulation des Operons stellt einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
exprimierten Protein und der angewandten StrefBinduktion dar und wird als
zusatzlicher Spot auf dem Gel sichtbar.

Diese Strel3proteine kbnnen anschlieBend z.B. mittels MALDI - TOF/MS identifiziert
und somit Ruckschlisse auf das entsprechende Gen gezogen werden. Durch
gezielte gentechnische Veranderungen wie z.B. ,knock out* Mutationen kdnnen dann
neue Regulationsmechanismen in der Physiologie der Zelle gefunden werden, die
durch ,cross matching” zu hdéheren Eukaryonten wie z. B. auch den Menschen

Ubertragen werden kdénnen.



Kenntnisstand und Grundlagen - stresssensitive Proteine 85

3.1.2 StrelRvektoren in der Hefe

Werden lebende Zellen einem ploétzlichen Temperaturanstieg ausgesetzt, so
reagieren sie - vom einfachsten Bakterium bis zur hoch entwickelten Nervenzelle -
mit einer vermehrten Produktion bestimmter Proteine, die sie vor einem Schaden
bewahren. Als Wissenschaftler dieses Phanomen zum ersten Mal beobachteten,
nannten sie es Heat Shock Response. Nachfolgende Studien [42] ergaben, dal3 die
gleichen Reaktionen auftraten, wenn die Zellen anderen Strel3situationen wie z.B.
toxischen Metallen, Alkohol oder metabolischen Giften ausgesetzt wurden. Deshalb
wird heutzutage dieses Phanomen allgemein als Stref3antwort und die exprimierten
Proteine als Strel3proteine bezeichnet [42, 43, 45, 54].

Wahrend der Erforschung der Struktur und Funktion der Strel3proteine haben
Biologen erkannt, daf} sie weit mehr als schitzende Substanzen sind. Viele dieser
Stre3proteine sind zudem in metabolische Prozesse der Zelle integriert, andere
steuern beispielsweise die Aktivitaten von Substanzen, die das Zellwachstum und die
Zellteilung regulieren. Untersuchungen ergaben, dal} viele dieser exprimierten
StreRproteine in verschiedenen Organismen groRe Ahnlichkeiten zeigten. So hatte
beispielsweise ein bestimmtes hitzesensitives Protein in den verschiedenen
Organismen immer ein Molekulargewicht von ca. 70000 Dalton und wurde daher
HSP70 (heat shock protein) genannt [41, 42].

Folgend Graphik zeigt das HSP - regulierte "self assembly" der Zelle nach
StreR3induktion. Proteine wie z. B. HSP70, die die Rekonformierung von

Faltungsartefakten unterstiitzen, werden Chaperone genannt.
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Abb. 31: Steuerung der Proteinfaltung durch deren Priméarstruktur und durch Stre3proteine [41]
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Diese Chaperone sind auch in logarithmisch wachsenden Zellen exprimiert und fallen
zum Beispiel durch eine "Overexpression” bei Hitzestrel3 auf.

Die meisten Proteine der HSP70 - Familie weisen bestimmte Eigenschaften, wie
beispielsweise eine hohe Affinitdt zu Adenosintriphosphat [41] auf. Strel3proteine der
HSP70 Familie sind ein prominentes Beispiel fur die Komplexitat der cellularen
Antworten auf eine bestimmte Stref3induktion.

Es werden funf wesentliche StreRinduktionen unterschieden (s. Abb. 32); die
StreBantwort der Zelle laf3t sich in eine spezifische und generelle StreRadaption

unterteilen.

Temperaturschock
Schwermetallionen
Oxidationsstre
OsmostreR
Hungerstrel3

W achstums,-
Knospungskontrolle

Signal-
transduktion

spezifische generelle
StreBantwort StreBantwort

Anderung von Enzymaktivitaten \%
Anderung der Genexpression

-
Ausbildung von
StrefRresistenzen

Abb. 32: Ubersicht iiber die Mechanismen der StreRadaption in S. cerevisiae

Generelle StreRantworten stellen sich in der Regel durch Wachstumsregulationen,
Stoffwechselreduktion oder Veréanderungen in der Zellintegritat dar.

Spezifische Stre3antworten zeigen sich in der Expression bestimmter Proteine in
Abhangigkeit von der StreRRinduktion. Die Bestimmung solcher Proteine oder deren
Regulon stellt eine hohe Herausforderung an die Analysentechnik dar, gibt aber bei
erfolgreicher Detektion oftmals Antwort auf Schlisselreaktionen z.B. bei
Krankheitsverlaufen oder in der Regulation des Immunsystems héherer Eukaryonten
[41, 44, 45, 54].

Es werden in Saccharomyces cerevisiae mindestens drei transkriptionale
strel3regulierende Elemente, unterschieden: HSE (heat - shock element), STRE
(stress - response - element) und ARE (AP-1 responsive element). Die

Zusammenhange sind in Abb. 33 dargestellt [41].
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Abb. 33:  Vereinfachte Zusammenfassung bekannter Interaktionen von stref3involvierten Proteinen
in Saccharomyces cerevisiae [41]

Gene, die HSE Promoter Sequenzen enthalten, werden in der Regel bei geringer
StreRBinduktion exprimiert; deren Produkte sind sowohl bei normalem Zellwachstum
und Zellentwicklung als auch bei der Stre3erholung von Bedeutung; diejenigen
Gene, welche unter STRE - Kontrolle stehen, werden in der Regel bei subletalen
StreBbedingungen exprimiert; ARE kontrollierte Gene haben wahrscheinlich eine
Funktion bei oxidativem Strel3 [42].

Im folgenden werden zwei Formen des Osmostreld genauer untersucht und
verglichen: das Gefrieren und das Gefriertrocknen. Bisherige Untersuchungen mit
Osmoschockinduktionen beschrankten sich hauptsachlich auf Inkubation des
Organismus in hyper - und hypotonischen Lésungen wie bei Blomberg [9] dargestellt

ist.

3.1.2.1 Zellulare Reaktionen auf Gefrieren

Beim Gefrieren wird der Zelle Wasser entzogen, worauf die Zelle mit einer
entsprechenden Stre3antwort reagiert. Es ist jedoch bekannt, daf3 isolierte Proteine,
Nukleinsauren und intakte Zellen nichtgefrierbares Wasser enthalten, sogenanntes

Kristallwasser. Es entspricht ca. 5% des gesamten Wassergehalts in lebenden
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Systemen. Untersuchungen [55] ergaben, dald viele physikalische Eigenschaften,
metabolische Prozesse und sogar die Lebensfahigkeit von mindestens einigen
intakten Zellen relativ unberthrt blieben, solange der Wassergehalt tber 5% lag.

Um die Schutzmechanismen innerhalb der Zellen wahrend des Gefrierens besser zu
verstehen, wurden genauere Untersuchungen durchgefuihrt. Diese ergaben, daf3 die
Uberlebensfahigkeit der Zellen vor allem durch Zugabe von Schutzlésungen
gesteigert werden kann. Eine Schutzlésung, die an der Oberflache der Proteine
adhasiert, fuhrt zu einer Proteinstabilisierung im nativen Zustand. Dies kann mit der

Gibbs — Helmholtzschen - Gleichung

AG=AH-TI[As

erklart werden. Nach dieser Gleichung setzt sich die freie Enthalpie AG zusammen
aus der Reaktionsenthalpie AH und dem Entropieglied TIAs. Eine organische
Reaktion lauft nur dann freiwillig ab, wenn AG<0 wird. Dieses kann bei konstantem
AH einerseits mit einem Anstieg der Temperatur T oder einer Zunahme der Entropie
As erreicht werden. Eine Adhasion von Molekulen an der Oberflache des Proteins
bzw. der Zelle (Glucose, Lactose, Glycerin) wirkt als Gefrierschutz auf die
entsprechenden Proteine bzw. Zellen, da die Dehydrierung durch die Adhasion
dieser Molekiile bei Erhaltung der Entropie an der Oberflache kompensiert wird [56].
Werden Substanzen mit hoher Proteinaffinitat wie z.B. Harnstoff zugegeben, kann
eine Erhohung der Entropie und der damit verbundenen thermodynamischen
Stabilisierung nur durch die Freisetzung von intramolekular gebundenem Wasser
(Kristallwasser) erreicht werden, welches durch Harnstoff substituiert wird. Die
dadurch bedingte Auffaltung und Umfaltung (Harnstoffeinlagerung) hat die
Denaturierung des Proteins zur Folge; die spezifische Funktion des Proteins in der
Zelle bzw. an der Zelloberflache geht verloren. Werden demnach Substanzen mit
hoher Proteinaffinitat (z.B. Harnstoff) vitalen Zellen zugegeben, werden diese durch
Denaturierung ihrer surfacialen bzw. intrazellularen Proteine geschadigt, was zu
erhohten Letalitatsraten beim Gefrieren fuhrt.

Ob eine Schutzlésung bindend oder adhasierend auf das Protein wirkt, hangt jedoch
bei einigen Losungen zudem von der Temperatur ab. Dimethylsulfoxid, welches
hydrophobe und hydrophile Gruppen enthalt, wirkt beispielsweise bei niedrigen
Temperaturen als Gefrierschutz und bei hohen Temperaturen denaturierend. Dies
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kann dadurch erklart werden, dal3 bei hohen Temperaturen die hydrophoben
Wechselwirkungen und bei niedrigen Temperaturen Wasserstoffbriickenbindungen
starker hervortreten. Beim Gefrieren befindet sich Dimethylsulfoxid demnach mehr in
der wafRrigen Phase und wird nur adhéasiv an der Oberflache gebunden, was zu einer
Stabilisierung des Proteins fuhrt [9, 53 ,54 ,55].

Als osmotische Barriere fungiert in der Zelle hauptsachlich die Phospholipid-
Doppelschicht. Durch Verschmelzung, Phasentrennungen, Kristallbildung und
Fragmentierung erhoht sich die Permeabilitdit der Membran und wasserlosliche
Stoffe, die im Cytosol der Zelle gel6st, treten wahrend des Einfrierens durch undichte
Stellen der Membran in das Nahrmedium; intrazellulares Wasser folgt dem
osmotischen Gradienten.

Zudem konnen thermotrophe Phaseniibergange zu Phasentrennungen innerhalb der
Phospolipide fuhren. Schutzmittel wie Prolin und Glycerin stabilisieren die
Phospholipid- Doppelschicht durch hydrophobe Wechselwirkungen. Die freie C=0-
Gruppe der Phospholipide befindet sich genau an der Schnittstelle zwischen dem
hydrophoben und dem hydrophilen Bereich. Dies erhoht die Ladungsdichte im
Bereich der Kopfgruppe und verhindert so durch elektrostatische Kréfte die
Verschmelzung der Phospholipid- Doppelschicht [56]. Dies deutet auf einen weiteren
Mechanismus des Gefrierschutzes von Glycin, Lactose oder Prolin hin.

Der genaue physikalische Mechanismus beim Gefrieren von Zellen ist noch nicht
verstanden. Bekannt ist jedoch, dal} er sich aus vier getrennten Reaktionen

zusammensetzt:

a) Wasser wird als Eis entfernt,
b) hoch - und niedermolekulare Losungen werden konzentriert,
c) das Zellvolumen verringert sich und

d) die Losung kristallisiert aus.

Jede einzelne Reaktion kann als Basis der StreR3induktion fungieren. Da aul3er der
Prazipitation alle Reaktionen temperaturabhéngig sind, finden sie wahrend des
Gefrierens der Hefezellen simultan statt. Dadurch wird die Darstellung von
Regelkreislaufen fir die Stre3antwort des Gefrierens sehr komplex und schwer

verstandlich.



Kenntnisstand und Grundlagen - stresssensitive Proteine 90

3.1.2.2 Zellulare Reaktion auf Lyophilisieren

Es wird bis heute kontrovers diskutiert, inwieweit die Stre3vektoren des Gefrierens
und Dehydratisierens (luftgetrocknet oder gefriergetrocknet) von biologischem
Material identisch sind. Die Ubereinstimmung der Vektoren scheint verstandlich, da
sowohl beim Gefrieren als auch beim Trocknen dem System Wasser entzogen wird.
Es gibt jedoch auch Anzeichen, daR diese Ahnlichkeit der Prozesse nur oberflachlich
ist. Crowe et al. [55] bezeichnet die StreRvektoren Gefrieren und Trocknen als
vollkommen unterschiedlich und damit auch die entsprechende Zellantwort. Sie
stellen in ihrer Veroffentlichung fest, dall in Abhangigkeit von der
Trocknungsintensitat nicht nur das freie Wasser, sondern auch das gebundene
Wasser aus den Zellen entfernt wird. Somit scheint es verstandlich, dafl3 bei der
Lyophilisierung andere Strel3vektoren zu erwarten sind als beim Gefrieren.
Untersuchungen ergaben, dafld sobald der Wassergehalt unter 5% fiel — das
entspricht dem nicht gefrierbaren Wasser — sich die physikalischen Eigenschaften
der biologischen Teilchen in den Zellen veranderten. Proteine werden meistens
durch extreme Dehydratisierung irreversibel denaturiert wie am Beispiel der
Phosphofructokinase gezeigt worden ist. Dieses tetramere Enzym zerfallt bei der
Trocknung in seine Untereinheiten, wodurch es irreversibel denaturiert wird.
Versuche, bei denen das Enzym mit und ohne Schutzlésung getrocknet und
anschlieend rehydratisiert wurde, ergaben folgendes Ergebnis:

Ohne Schutzlésung denaturiert das Enzym schon nach teilweiser Trocknung; nach
Zugabe der Schutzlésung (z.B. Prolin) konnte dem Enzym jedoch wesentlich mehr
Wasser entzogen werden bis es zu einer irreversiblen Denaturierung kam.

Der Einsatz von Schutzsubstanzen beim Lyophilisieren scheint demnach die gleiche
Wirkung wie beim Gefrieren zu haben - die Molekule binden nur an der Oberflache
und stabilisieren so das Protein. Im Gegensatz dazu wurde die Enzymaktivitat jedoch
vollkommen erhalten, wenn es in Gegenwart von Trehalose getrocknet wurde. Der
Schutzmechanismus  beim  Gefrieren  basiert hier auf umfassenden
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den OH - Gruppen der Trehalose und den
polaren Resten im Protein, welche die Struktur des getrockneten Proteins ahnlich der
Anordnung vor der Dehydratisierung erhalten. Der genaue Mechanismus ist jedoch
noch nicht vollkommen verstanden [55].

Untersuchungen von Beker [46, 49] haben ergeben, dal3 getrocknete Organismen

nach Rehydrierung stref3toleranter gegenuber Temperatur - und
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Druckveranderungen sind, als jene aus logarithmisch wachsenden Kulturen. Wird
Saccharomyces cerevisiae beispielsweise bis zu einem Wassergehalt von 15 bis
20% gefriergetrocknet, so ergeben sich relativ hohe Vitalitatsraten. Hefezellen, die
nur noch 12 bis 13% Wasser enthielten, waren nicht fir die Lagerung geeignet,
wahrend Zellen mit einem Wassergehalt von 8 bis 10% fir eine auffallend lange Zeit
Uberlebensfahig waren [42, 44, 46, 49]. Soll beim Lyophilisieren die Vitalitat der
Zellen erhalten bleiben, scheinen die angewandten Trocknungsparameter von
entscheidender Bedeutung zu sein.

3.1.3 Vorgehensweise

Fir die Hefekultur, den ZellaufschluBR und die Proteinextraktion der

"cytoplasmatischen Fraktion" werden die Ergebnisse aus Kapitel 2 zu Grunde gelegt.
-eine hohe Reproduzierbarkeit in den vergleichenden Gelserien zu erreichen,
-eine geeignete Proteinmenge auf das Gel zu laden,
-geringe proteolytische Aktivitat warend der Stre3induktion

-eine moglichst quantitative Extraktion der im Gesamtextrakt I6slichen Proteine zu erhalten.

Fir die Detektion neuer Stref3proteine wird wie folgt vorgegangen:
Optimierung auf subletale StreRinduktion

Vergleich Standard - Schockinduktion

Elektrophoretische Trennung (s. 2.2.3)

Computerdensitometrische Gelauswertung

MALDI - TOF/MS Identifikation der stre3sensitiven Proteine

L2 7 T

Diskussion der detektierten Stref3proteine

Die Optimierung der StreRinduktion stellt einen wesentlichen Teil der Detektion neuer
Stre3proteine dar. Um signifikante Zusammenhange zwischen StreRRinduktion und
Proteinexpression zu finden, ist die Optimierung auf eine subletale StrefRinduktion
unabdingbar.

Ist die StreRinduktion der Zellen abgeschlossen, werden die strefRinduzierten wie
auch die strel3freien Zellen nach gleichen Bedingungen (2.2.2) aufgeschlossen und
deren Proteine solubilisiert. Nach 2D - Elektrophorese werden die Gele gescannt,
computerdensitometrisch ausgewertet, stref3sensitive Proteine detektiert und
anschlieBend mit MALDI - TOF identifiziert. Die identifizierten Proteine werden in
Zusammenhang zu bereits bekannten StreRregulons und Operons der Hefe gebracht

und fir der Eintrag in die Proteindatenbanken vorgeschlagen.
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3.2 Material und Methoden

3.2.1 Stammbeschreibung, Kultur und Ernte der Zellen

Die Untersuchungen werden mit zwei verschiedenen Hefestammen durchgefihrt:

Saccharomyces cerevisiae Wildtyp, S288c DSMZ 4246

Saccharomyces boulardii Wildtyp Perenterol C

Die Aktivierung der auf YNB - Schragagarkulturen bei 6 °C gelagerten Stamme
erfolgt monatlich in Sabouraud- 2% Glucose- Bouillon (Vollmedium). Die Kultur der
Zellen erfolgt nach demin 2.2.1 etablierten Verfahren.

Bei einer Wachstumstemperatur von 30 °C und einer Schittelfrequenz von 172
rpm wird mit logarithmisch wachsenden Zellen der Vorkultur bis zu einer OD von 0,1
(1x10° Zellen/ml) inokuliert.

Die Hauptkultur (30 ml Kultur/ 300 ml Erimeyerkolben) wird bei einer ODeionm VOn 1,0
durch Zentrifugation (1 min, 7000 rpm) geerntet; 12 ml dieser Kultur, welche einem
Trockengewicht (s. Kap. 2.3.1.4) von etwa 5mg und einer Zellzahl von 1 x 10’ Zellen
entspricht, wird in ein ml bidest. Wasser gewaschen mit der Gefrierschutzsubstanz
resuspendiert (s. 2.3.2) und nun die Stre3induktion durchgefihrt.

Die strel3freie Fraktion wird unmittelbar nach dem Ernten der Probenaufbereitung

zugefihrt.

3.2.2 Optimierung der StreRBinduktion

3.2.2.1 Gefrierinduktion der Zellen

Pro Zentrifugengefald (5 mg dw) werden 105 ul Schutzlésung zugegeben und
resuspendiert. Das entspricht einem Hefezellen/Schutzmittelverhaltnis von etwa 50
mg/ ml. Die Inhalte von jeweils vier ZentrifugengefaRen mit einer optischen Dichte
von 1,0 werden in ein Kryogefal} pipettiert und mit einem Deckel verschlossen. Somit
befinden sich 20 mg Trockenmasse in einem Kryogefal3.

In zwei Parallelansédtzen werden die beiden Stdmme in vier verschiedenen
Gefrierschutzmitteln resuspendiert und bei drei verschiedenen
Einfriergeschwindigkeiten (0,11 °C/s; 0,19 °C/s; 0,95 °C/s) fur 18 h gefroren.
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Jeweils ein Kryogefald pro Hefeart und Einfriergeschwindigkeit wird mit einem
Temperaturmel3fihler versehen. Zur Ermittlung der Einfriergeschwindigkeiten wird
ein Reagenzglas, in dem sich 1 ml Wasser und ein Thermometer befinden,
eingefroren und die Temperatur alle 15 s abgelesen.

Nach dem Auftauen wird ein Probensatz zum Zellaufschluf3 fur die Elektrophorese
verwendet, der zweite Probensatz zur Vitalitatsbestimmung benutzt und ein

Temperatur - Zeit - Graph erstellt.

Schutzmittel

Als Schutzkolloide kommen folgende Flissigkeiten zur Anwendung:

- YNB-Nahrmedium (2% Glucose)

- Kondensmilch (10% Fettgehalt, 17% fettfreie Milchtrockenmasse),
- Glycerin (20%ig)

- Lactoselésung (20%ig)

Vitalitdtsbestimmung

Nach dem Gefrieren werden die Hefezellen in 2 ml YNB-Nahrmedium suspendiert.
10 pl dieser Suspension werden in 30 ml YNB-Nahrmedium pipettiert und bei
optimalen Wachstumsbedingungen aerob bebritet. Die optische Dichte wird in
Abstanden von 30 min gemessen und daraus eine Temperatur - Zeit - Kurve erstellt.
AuBBerdem wird zur Kontrolle auf Fremdkeime ein YNB - Gulplattenabstrich

vorgenommen.

3.2.2.2 Gefriertrocknen der Zellen

Fir die Gefriertrocknung werden die Hefen wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben kultiviert
und wie in 3.2.2.1 beschrieben vorgefroren. Der Eiskondensatorraum des
Gefriertrockners wird auf eine Temperatur von -20 °C vorgekihlt. Nun werden die
KryogefalRe aus der Gefriertruhe bzw. dem Stickstoff entnommen und offen auf die
beheizbare Stellflache gegeben. Der sterile Gefriertrockner wird verschlossen und
der Druck auf 2,389 mbar (entspricht -11°C) abgesenkt. Um subletale
Trocknungsbedingungen bestimmen zu koénnen, wird der EinfluR der
Gefriergeschwindigkeit und des Schutzmittels durch Animpfen der streR3induzierten

Zellen in YNB - Medium und Messen der lag - Phasen gemessen. Fir die
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Restwasserbestimmung (s. Kap. 3.2.2.2.5) und die elektrophoretische Trennung wird

die Gefriertrocknung analog durchgefihrt.

3.2.2.2.1 Anlagenbeschreibung

Die Gefriertrocknungsanlage BETA 1-8K (Abb. 34) ist eine leistungsfahige, universell
verwendbare Labor- und Technikumsanlage zur Gefriertrocknung von festem oder

flissigem Ausgangsgut.

Abb. 34: computergesteuerte Gefriertrocknungsanlage BETA 1-8K der Fa. Christ

In der Anlage konnen alle zur Gefriertrocknung erforderlichen Verfahrensschritte

durchgefuhrt werden:

- Einfrieren der Produkte nach beliebig vorgewahlten Zeit- und Temperaturgrenzwerten
- Gefriertrocknung (Sublimation) der Produkte nach beliebig vorgewahlten
Zeit-, Temperatur- und Druckgrenzwerten
- Nachtrocknen der Produkte bei beliebig vorgewahlten Zeit- und Temperaturgrenzwerten und

hohem Endvakuum zur Entfernung des kapillar und molekular gebundenen Wassers

Das Gefrieren und Trocknen des Guts erfolgt wahlweise innerhalb oder aul3erhalb
des Eiskondensatorraums (Abb. 35) der Anlage in Kryogefaf3en. Diese wurden nach
den Erfordernissen selbst entwickelt und gebaut. Die Kryogefal3e missen
autoklavierbar, gefrierbar (-196 °C), abschlieBbar und fur ein Volumen von etwa
450 ul geeignet sein. Zudem muissen die Temperaturfiihler des Gefriertrockners

befestigt werden kénnen und die Standfestigkeit der Gefalde gesichert sein. Mit Hilfe
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von Produktmeffihlern, welche in die Proben eingefroren werden, kann die

Temperatur innerhalb der Proben kontrolliert werden. Die optimale

Gefriertrocknungstemperatur ist vom eutektischen Punkt des Gefrierguts abhangig.

L e .'. -ﬁ_
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Abb. 35: Eiskondensatorraum des Gefriertrockners, beheizbare Stellflache, Kryogefalle

und Produktmessfiihler

3.2.2.2.2 Trocknungsparameter

Die Gefriertrocknung wird in folgende drei Abschnitte eingeteilt: Vortrocknung,
Haupttrocknung und Nachtrocknung. Die einzelnen Trocknungsabschnitte sind
abgeschlossen, sobald die Produkttemperatur die Temperatur der Stellflache erreicht
hat. Die Parameter, die fur den jeweiligen Trocknungsabschnitt konstant gehalten

werden, sind in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt:

Tabelle 8: Trocknungsparameter fir die Lyophilisierung

Vortrocknung Haupttrocknung Nachtrocknung
Temperatur des Eiskondensators -50 °C -50 °C -50 °C
Temperatur im Innenraum -11 °C -11°C -67 °C
Temperatur der Stellflache -11°C/5°C 10 °C 20 °C
Druck 2,389 mbar 2,389 mbar 0,040 mbar

Nach 6 h Vortrocknung wird die Stellflachentemperatur von —11 °C auf 5 °C erhéht.
Sobald die Vortrocknung abgeschlossen ist, werden pro Einfriergeschwindigkeit und
Hefestamm Proben entnommen. Fur die sich anschliel3ende Haupttrocknung wird die
Stellflachentemperatur auf 10 °C erhdht. Nach Beendigung der Haupttrocknung
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werden erneut pro Einfriergeschwindigkeit und Hefestamm Proben entnommen. Zur
Nachtrocknung wird die Stellflachentemperatur auf 20 °C erh6ht und das maximale
Vakuum von 0,040 mbar angelegt. Die Eiskondensatortemperatur ist wahrend des
gesamten Trocknungsprozesses konstant. Die Temperatur im Innenraum entspricht
dem angelegten Druck. Far die Vor-, Haupt- und Nachtrocknung werden

verschiedene Trocknungsintervalle (Tab. 9) getestet.

Tabelle 9: Trocknungsintervalle zur Optimierung der Gefriertrocknung

Versuchsnr. Vortrocknung Haupttrocknung Nachtrocknung
1 12 Stunden 14 Stunden 10 Stunden
2 9 Stunden 12 Stunden 4 Stunden
3 12 Stunden 10 Stunden

3.2.2.2.3 Eutektikum/Kryohydrat

Zur Bestimmung des eutektischen bzw. kryohydratischen Punkts wird 1 ml
Suspension (Hefezellen plus Schutzmittel) in dem Verhaltnis 105 ul / 5 mg dw (s.
3.2.2.1), hergestellt und in ein Reagenzglas Uberflihrt. Diese Suspension wird in
einem gekuhlten Methanolbad (-29 °C) gefroren und die Temperatur in Intervallen
von 15 Sekunden bis zum Erreichen von 24 °C gemessen.

2.3.2.2.4 Vitalitatsbestimmung

Ebenso wie nach dem Gefrieren der Hefezellen werden nun die getrockneten Zellen
beider Stamme in 2 ml Nahrmedium suspendiert. 10 ul dieser Suspension werden in
30 ml Nahrmedium pipettiert. Bei optimalen Wachstumsbedingungen (30 °C und
172 rpm) wird die Kultur im Inkubator aerob bebritet und in regelmafRligen Abstéanden
die optische Dichte gemessen. Auch hier wird wiederum ein

YNB - GuRplattenabstrich zur Uberpriifung der Kulturreinheit vorgenommen.

3.2.2.2.5 Restwasserbestimmung

Fur die Restwasserbestimmung wird jeweils am Ende eines Trocknungsabschnitts
eine Spatelspitze Probe entnommen und gewogen (1 - 2 mg). Der Restwassergehalt
wird mit der Karl- Fischer- Methode (MeRRbereich 0,1 — 7,0 Volumenprozent Wasser)

bestimmt.
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Das Losungsmittel (400 pl Pyridin) wird in einer Glasflasche vorgelegt und mit einem
KF- Titriermittel auf der Basis von Diethylenglykolmonomethylether bis zu einem
Farbumschlag von farblos auf gelb titriert. Mit einem Spatel wird die feste Probe
zugesetzt und erneut bis zu einem Farbumschlag von farblos auf gelb titriert. Das
Volumen der verbrauchten Reagenzlosung wird abgelesen und mit dem

probenspezifischen Faktor verrechnet.

3.2.2.3 Interferenzmikroskopie der phanotypischen Strel3adaption

Es werden von Saccharomyces boulardii drei Praparate fir die

Interferenzmikroskopie angefertigt:

aus strel3freien Zellen
aus Zellen nach Gefrierinduktion (0,95 °C/s Einfriergeschwindigkeit)

aus Zellen nach Lyophilisierungsinduktion (ohne Nachtrocknung der Zellen)

Die Methylenblaufarbung der Zellen wird wie folgt durchgefuhrt:

20 ul der in sterilem Wasser resuspedierten Zellen werden auf einen Objektrager
pipettiert, und durch doppeltes Ziehen Uber der nicht leuchtenden
Bunsenbrennerflamme  fixiert. AnschlieBend werden 10 pl Metylenblauldsung
(20 pg/ml) auf den Objekttrager getropft und vier Minuten inkubieren lassen.
Nachdem die Uberschissige Farblosung abgesaugt worden ist, wird mit einem
Deckglas das Praparat geschlossen. Die Praparate werden mit 1200 facher
VergrofRerung im Lichtmikroskop betrachtet und photographiert (Okular 10 fach).

3.2.3 Probenaufbereitung fir die 2D - Elektrophorese

Fur die elektrophoretische Trennung werden drei Induktionen, die aus der gleichen
batch - Kultur geerntet werden, verglichen:
» gefrorene Zellen

» gefriergetrocknete Zellen

e Zellen ohne StrefRinduktion

Zellaufschlufl3 und Proteinsolubilisierung werden nach dem in Kap 2.3.2 definiertem
Protokoll  durchgefuhrt. Samtliche Angaben, wie Proteinkonzentrationen,
ZellaufschuBbedingungen, Extraktionszeiten oder Auftragsmengen konnen hieraus

entnommen werden.
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Die gefrorenen, die lyophilisierten und die strel3freien Hefezellen (20 mg dw) werden
jeweils in 500 pl SDS - Puffer resuspendiert und anschlieRend auf 4 Eppendorf
GefalRe verteilt, so dald sich in jedem Gefal3 die gleiche Menge von ca. 5 mg
Trockenmasse befindet. AnschlieBend werden die Suspensionen mit SDS - Puffer
auf 200 pl aufgefullt, auf 95 °C erhitzt und mit dem Ultraschallstab aufgeschlossen.
Das Zellysat wird in SDS - Puffer gekocht und nach Abkihlung mit Lysepuffer
verdinnt. Nach Extraktion durch Schitteln (RT, 40 min) wird mit 15000 rpm fur 5 min

zentrifugiert und der Uberstand auf das Gel geladen.

3.2.4 Elektrophorese und Proteinvisualisierung

Um eine groBRtmadgliche Signifikanz und Vergleichbarkeit zu erzielen, werden die
elektrophoretischen Bedingungen in der Weise gewahlt, dal’ zu vergleichende Gele
in der ersten als auch in der zweiten Dimension parallel aufgetrennt werden kénnen.
Fur die Analyse der cytoplasmatischen Fraktion werden finf verschiedene
Induktionen und zwei verschiedene Stamme (Tab. 10) in einem Lauf zuerst nach

isoelektrischen Punkt und dann nach Molekulargewicht getrennt.

Tabelle 10: Probenanordnung wahrend der Elektrophorese der cytoplasmatischen Fraktion

Proben Nr. Hefeart Schockinduktion

1 Saccharomyces boulardii ohne

2 Saccharomyces boulardii -23 °C gefrieren

3 Saccharomyces boulardii -196 °C gefrieren

4 Saccharomyces boulardii -23 °C und getrocknet
5 Saccharomyces boulardii -196 °C und getrocknet
6 Saccharomyces cerevisiae ohne

7 Saccharomyces cerevisiae -23 °C gefrieren

8 Saccharomyces cerevisiae -196 °C gefrieren

9 Saccharomyces cerevisiae -23 °C und getrocknet
10 Saccharomyces cerevisiae -196 °C und getrocknet

Es werden jeweils zwei Gele fir jeden Stamm und jede Stre3induktion angefertigt;

die isoelektrische Fokusierung und SDS

durchgefhrt.

- PAGE wird nach Kapitel

2.3.3

Es wird im Reswellingtray mit Thioharnstoff- / Harnstofflosung

gequollen. Die Auftragsmenge im Dry - strip - System betragt 80 ul Proteinextrakt.
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3.3 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Abschnitt wird die in 2.2 optimierte Probenaufbereitung fur die
cytoplasmatische Fraktion der Hefe angewandt und zu einer Bestimmung von bisher
unbekannten Proteinfunktionen fuhren. Es sind bisher noch keine Strel3proteine,
bzgl. der Induktionen des Lyophilisieren bekannt [10, 11].

Hierbei wird das Proteom der Hefe nach den Schockinduktionen Gefrieren und
Lyophilisieren bei Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces boulardii mit
strel3freien Zellen der beiden Stamme verglichen.

Mit der Methode der hochauflosenden 2D - Elektrophorese sollen signifikante
Veranderungen der Proteinexpressionen nach StrefRinduktion beschrieben werden.
Das Kapitel gliedert sich im wesentlichen in drei Abschnitte: die Optimierung der
StreBparameter auf Subletalitdt, die Auswertung der mit Hilfe der Elektrophorese
erstellten Proteinmuster und die funktionale Diskussion der detektierten

Strel3proteine mit Datenbankrecherche.

3.3.1 Stammbeschreibung, Kultur und Ernte der Zellen

Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces boulardii sind ph&notypisch ahnliche
Hefen und wachsen beide in gleichem Medium. Auf YNB - Gufplatten bildet
Saccharomyces cerevisiae weil3- braunliche, Saccharomyces boulardii hellere weil3e
Kolonien.

Der Hefestamm Saccharomyces boulardii wurde aus dem Medikament Perenterol[]
isoliert [52]. Saccharomyces cerevisiae (S288c, Wildtyp) stammt aus der Deutschen
Sammlung fur Zellkulturen und Mikroorganismen (DSZM).

Die Hefekulturen wurden anaerob auf Schréagagar in Reagenzglasern bei 6 °C
gelagert und alle drei bis sechs Wochen in YNB - Medium revitalisiert. Gewoéhnlich
werden Hefen in YPD - Medium bei -70 °C aufbewahrt, da in dieser Arbeit die
Strel3vektoren von Gefrieren und Trocknen untersucht werden sollen, stellt das
Lagern bei -70 °C bereits eine StreRinduktion dar, die hier vermieden werden sollte.
Maximale Wachstumraten bei gleichzeitig héchster Reproduzierbarkeit sind fir die
Bestimmung von Strel3proteinen wesentlich, da kurze Generationszeiten Indikator fur
strel3freie Bedingungen darstellen, die fur den Vergleich mit streBinduzierten

Fraktionen Voraussetzung sind [6].
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Die Ernte wird in der logarithmischen Phase (OD von 1,0) durchgefuhrt. In diesem
Stadium, in welchem die Zellen kirzeste Teilungsraten aufweisen (s. Kap 2.2.1.3) ist
eine schnelle Anpassung an eine Stref3induktion zu erwarten; zudem wird in dieser
Phase die hdchste Anzahl von Proteinen im Verhéltnis zum Gesamttrockengewicht
[56] exprimiert. Die geernteten Zellen (12 ml Nahrboullion) entsprechen einem
Trockengewicht pro Pellet von etwa 5 mg und einer Gesamtzellzahl von 1 x 10’
Zellen/ml.

Nach der Zentrifugation werden die Zellen fur etwa 10s in sterilem dest. Wasser
gewaschen, um die Salze des YNB - Substrats vollstdndig zu entfernen. Dies
bedeutet zwar einen zuséatzlichen Strel3 fir die Hefezellen, der aber durch die
Gleichbehandlung und die sehr kurze Induktionszeit keine signifikanten Unterschiede
in der Proteinexpression der verschiedenen Fraktionen darstellt.

Auf den Waschschritt kann nicht verzichtet werden, da sich die Salze und
Mediumreste storend auf die Elektrophorese auswirken wirden. Bei einer Zellernte
durch Filtration mit z.B. einer 5 kD Polyethersulfonmembran, welche ohne einen
anschlieBenden Waschschritt auskommt, ist die Reproduzierbarkeit zu gering.

3.3.2 Optimierung der StreRBinduktion

Um Letalitatsfaktoren zu finden, die bei der Gefriertrocknung von Hefen zu niedrigen
Uberlebensraten fuihren, wurden zunachst in einer Reihe von Vorversuchen die
.=aulleren”, verfahrenstechnisch beeinfluBbaren, Prozel3parameter untersucht. Nach
Festlegen einer optimierten Arbeitsweise kdnnen dann durch zahlreiche, stets gleich
ablaufende Gefriertrocknungen innere“, durch den physiologischen Zustand der
Zellen bedingte, Einflul3grof3en erkannt werden.

Die Gefriertrocknung wurde in der Weise optimiert, dal3 der Stref3 fur die Zellen
subletal ist. Wurde der Strel3 derart intensiviert, da? nur noch wenige Zellen vital
sind, konnen die Zellen nicht mehr auf den Strel3 reagieren, und es konnten keine
Stre3adaptionen in der Proteinexpression mehr erkannt werden.

Eine Gefrierschutzsubstanz, die den Zellen vor der Schockinduktion zugegeben
wurde, soll die Zellen stabilisieren und dazu beitragen, dalR die Hefen das Gefrieren
und die Gefriertrocknung als vitale Zellen Gberstehen.

Hierzu wurden die Gefriertrocknungsintervalle so optimiert, dal3 den Zellen mdglichst

viel Wasser entzogen wurde und ihre Konsistenz pulverférmig war.
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3.3.2.1 Gefrieren der Zellen

3.3.2.1.1 EinfluR von Gefriergeschwindigkeit und Schutzsubstanzen

Das Gefrieren der Hefesuspensionen kann unter ungiinstigen Bedingungen zum
Absterben der meisten Zellen fuhren.

Hohe Uberlebensraten nach der Gefriertrocknung sind nur dann zu erwarten, wenn
der Warmeentzug beim Gefrieren der Hefen derart gesteuert wird, dal’ zu Beginn der
nachfolgenden Entwasserung eine maoglichst hohe Anzahl lebensfahiger Zellen zur
Verfugung steht [46, 49]. Daher wurde =zunachst der Einflu3 der
Einfriergeschwindigkeit und der Gefrierschutzsubstanz auf die Vitalitat der Zellen
untersucht.

Schnelles Gefrieren fihrt zu kleineren Eiskristallen, die das Geflige schonen, die
aber beim Trocknen feinste Poren und Kapillaren mit vergrof3ertem
Dampfstromungswiderstand entstehen lassen.

GrolRRe Eiskristalle bilden sich beim langsamen Gefrieren, und sie ermdglichen eine
erhohte Trocknungsgeschwindigkeit. Von Nachteil ist jedoch, daR sie Zellen
zerstoren und bei Proteinen starke Denaturierungserscheinungen verursachen
kénnen [50].

Die Optimierung der Gefrierparameter mufte aber in jedem Fall fur jeden
Organismus empirisch gefunden werden, da die Zellen bzw. Gewebe durch ihren
zellularen Aufbau unterschiedlich an die einzelnen Stre3adaptionen angepalit
sind. Fur das Gefrieren wurden Einfriergeschwindigkeit, Gefriertemperatur und

Einflu3 verschiedener Schutzsubstanzen optimiert.

Zur Ermittlung der Einfriergeschwindigkeiten wurde die Temperaturabnahme beim
Gefrieren gegenuber der Zeit aufgetragen (Abb. 36). Die maximalen
Gefriertemperaturen betrugen —23 °C, -72 °C und —196 °C.

Die Einfriergeschwindigkeiten ergeben sich aus der jeweiligen Steigung der
ermittelten Kurven:

- Einfriertemperatur (-23 °C): 0,11 °C/s

- Einfriertemperatur (-72 °C): 0,19 °C/s

- flussiger Stickstoff (-196 °C): 0,95 °C/s
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Abb. 36: Temperaturabnahme von 1 ml Wasser in den Gefriertruhen und Stickstoff gegeniber der
Zeit

Um den EinfluR von Gefrierschutzsubstanzen auf die Uberlebensrate der Hefezellen
festzustellen, wurden einer aquivalenten Zellzahl von Saccharomyces cerevisiae und
Saccharomyces boulardii vier verschiedene Schutzsubstanzen (Medium, Glycerin,
Kondensmilch und Lactose) zugegeben.

Anschlie3end werden diese acht Zellsuspensionen mit drei Einfriergeschwindigkeiten
gefroren. Die gefrorenen Zellen werden am néchsten Tag aufgetaut und ihre Vitalitat
durch Animpfen in YNB- Medium bestimmit.

Die Wachstumskurven von Saccharomyces cerevisiae und boulardii in Abhangigkeit
von den Gefrierschutzsubstanzen Glucose, Glycerin, Kondensmilch und Lactose in
den drei Einfriergeschwindigkeiten 0,11 °C/s, 0,19 °C/s und 0,95 °C/s sind in den
Abbildungen 37 und 38 graphisch dargestelit.
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Abb. 37: Wachstumskurven von Saccharomyces cerevisiae nach Gefrieren Gber Nacht mit

drei verschieden Einfriergeschwindigkeiten 0,11 °C/s (-23 °C); 0,19 °C/s (-72 °C); 0,95 °C/s (-
196 °C) und vier Gefrierschutzsubstanzen
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Saccharomyces boulardii
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Abb. 38: Wachstumskurven nach Saccharomyces boulardii nach Gefrieren Uber Nacht mit drei
verschiedenen Einfriergeschwindigkeiten (0,11 °C/s (-23 °C); 0,19 °C/s (-72 °C); 0,95 °C/s
(-196 °C)) mit vier Gefrierschutzsubstanzen
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3.3.2.1.2 Diskussion der stref3induzierten lag- Phasen

Es gibt grundsatzlich zwei Mdglichkeiten Strel3adaptionen in Organismen zu messen.
Die erste besteht darin die Zellen nach Stref3induktion auf Agarplatten zu impfen,
einen geeigneten Zeitraum zu bebriten und die vitalen Zellen mit einem
Parallelansatz ohne StreRinduktion auszuzéhlen. Hierbei kann nur die
Uberlebensrate der Zellen bestimmt werden, nicht aber deren StreRzustand. Die
zweite aufwendigere Mdglichkeit besteht darin, die Zellen nach Schockinduktion in
Flussigmedium anzuimpfen und deren lag - Phase zu bestimmen. Aus der Lange der
lag - Phasen (Tab. 11) lassen sich Uberlebensrate und StreRzustand der Zelle
ablesen.

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dal3 die kurzesten lag- Phasen und damit
schonendstes Gefrieren bei beiden Stammen mit geringen Einfriergeschwindigkeiten
(0,11 °C/s und 0,19 °C/s) bzw. geringen Gefriertemperaturen gemessen wurden.
Uberblickend stellt man fest, daR niemals alle Zellen bei den angewandten
StreRinduktionen abgetotet wurden. Sehr wohl variiert aber die Uberlebensrate bzw.
die StreRBadaption. Saccharomyces boulardii scheint allgemein resistenter gegentber
der Stre3induktion Gefrieren zu sein als Saccharomyces cerevisiae. Flussiger
Stickstoff mit einer Einfriergeschwindigkeit von 0,95 °C/s fihrt bei beiden Hefen zu
einer erheblichen Verlangerung der lag - Phase. Die Wirkung der Gefrierschutzmittel
ist bei beiden Hefearten identisch. Den besten Schutz vor letalen Gefrierschaden
bietet unabhangig von der Einfriergeschwindigkeit und im Vergleich zu den anderen
Gefrierschutzsubstanzen  Lactose. Glycerin  wirkt bei den langsamen
Einfriergeschwindigkeiten ahnlich wie Lactose. Bei einer hohen
Einfriergeschwindigkeit bietet Glycerin jedoch keinen besseren Schutz als
Kondensmilch und Nahrmedium. Sterile Kondensmilch wird neuerdings von den
groRen Stammarchiven wie der American Type and Culture Collection (ATCC) und
der Deutschen Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) fur die
Lagerung der Organismen bei -20 °C getestet und verwendet.

Die auffallige Abnahme der optischen Dichte nach dem Animpfen bei den Versuchen
mit Kondensmilch als Gefrierschutzsubstanz kann mit einem Abbau der
Kondensmilch, welche anfangliche Tribung induziert, durch die Hefezellen erklart
werden. Die Verringerung der optischen Dichte bei den anderen
Gefrierschutzsubstanzen bei einer schnellen Einfriergeschwindigkeit liegt sehr

wahrscheinlich an einer Veranderung des Phanotyps der Hefe.
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Eine vergleichende Probe ohne Schutzsubstanz a3t sich ohne intensives Waschen
der Zellen, welches bereits einer potentiellen Schockinduktion gleichkame, nicht
herstellen, da Glucosereste aus dem Medium auch nach dem Ernten an den Zellen
adhasieren.

Um den EinfluR der Einfriergeschwindigkeit und der Schutzsubstanzen auf die
StreRadaption der Zellen zu verdeutlichen, sind in Tab. 11 die lag - Phasen der
Wachstumskurven aufgezeigt.

Tab. 11: Zusammenfassung der lag- Phasen von Saccharomyces cerevisiae (S.c.) und
Saccharomyces boulardii (S.b.) nach der StreRinduktion Gefrieren

Gefrierschutz- | Medium Glycerin Kondensmilch Lactose
l[6sung/
StreRinduktion | S.c. S.b. S.c. S.b. S.c. S.b. S.c. S.b.

gefrieren auf 800 min | 900 min |400 min |200 min |400 min {300 min | 120 min | 120 min
-23°C

gefrieren auf 600 min | 900 min |400 min |500 min | 900 min | 800 min | 300 min | 200 min
-72°C

gefrieren auf 1100 min | 1000 min | 1200 min | 1200 min | 1000 min | 900 min | 900 min | 800 min
-196 °C

Die langste lag - Phase und damit die hochste Schadigung der Kultur wurde bei
Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces boulardii ( Abb. 37 und 38) bei
Gefrieren mit flussigem Stickstoff (-196 °C) und der Schutzsubstanz Glycerin
gemessen: 1200 min = 20 h.

Die kurzeste lag-Phase und somit hochste Vitalitat wurde bei der Verwendung von
Lactose und einer Einfriergeschwindigkeit von 0,11 °C/s (-23 °C) gemessen: 120 min
= 2 h. Diese groRRen Unterschiede in der StreRadaption lassen die komplexen

physiologischen Reaktionen fir die Stre3bewaltigung erahnen.

3.2.2.2 Gefriertrocknen der Zellen

Aufbauend auf den aus den Gefrierversuchen gewonnenen Ergebnissen wurden die
Gefriertrocknungsversuche mit Lactose als Schutzmittel durchgefiihrt. Fir die
Trocknungsversuche wurde zudem auf die Einfriergeschwindigkeit von 0,19 °C/s
(-72 °C) verzichtet, da sie keine wesentlichen Unterschiede bei den lag- Phasen im
Vergleich zur langsameren Einfriergeschwindigkeit von 0,11 °C (-23 °C) aufwies.
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3.3.2.2.1 Der kryohydratische / eutektische Punkt

Um sicherzustellen, dafl3 die Proben wahrend der Trocknung nicht auftauen, wurde
die optimale Trocknungstemperatur 10 °C unterhalb des eutektischen bzw. des
kryohydratischen Punkts der Proben gewahlt. Der eutektische Punkt beschreibt
diejenige Temperatur in einem Mehrkomponentensystem, in der sich gleichzeitig
Kristalle von den einzelnen Komponenten in einem dichten mikrokristallinen
Gemenge bilden [56]. In diesem Punkt ist eine durch Kristallbildung freigesetzte
Warme melbar. Die ermittelten Werte zur Bestimmung des kryohydratischen

Punktes ist in Abbildung 39 graphisch dargestellt.

30

20 +

10

kryohydratischer Punkt

TI,C
S}

-10

20 ——

-30

tls

Abb. 39: Graphische Bestimmung des eutektischen Punkts der Hefezellen- Lactose- Suspension

In dem besonderen Fall eines walrigen Mehrkomponentensystems (z.B.
H,O/NH,Cl/Fettsdauren) spricht man anstelle des eutektischen Punkts vom
kryohydratischen Punkt [56]. Durch die Bestimmung des Wendepunkts in der Zeit-
Temperatur - Kurve kann der genaue kryohydratische Punkt eines
Mehrkomponentensystems bestimmt werden. Abb. 39 ergibt sich ein
kryohydratischer Punkt der Hefezellen- Lactose- Suspension von -1 °C. Daher wird
fur die folgenden Trocknungsversuche eine Gefriertrocknungstemperatur von -11 °C
gewabhilt.

Zur Optimierung der Trocknungsparameter werden verschiedene
Trocknungsintervalle (Tab. 11) getestet und die Konsistenz der Proben nach jedem
Trocknungsabschnitt verglichen. Zudem wird die Vitalitdt und StreRadaption im
Wachstumsversuch durch Messen der lag- Phase bestimmit.
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3.3.2.2.2 Optimierung der Trocknungsparameter

Erste Trocknungsoptimierung

Beim Trocknungsversuch Nr. 1 wurde eine Vortrocknungsdauer von 12 Stunden,
eine Haupttrocknungsdauer von 14 Stunden und eine Nachtrocknungsdauer von
10 Stunden angewandt. Das Ende des jeweiligen Trocknungsabschnitts ist erreicht,
wenn die Produkttemperatur der Stellflachentemperatur im Eiskondensatorraum
entspricht. Die Konsistenz der getrockneten Hefezellen ist nach der Vortrocknung
noch leicht feucht und zah, nach der Haupttrocknung waren die Proben jedoch schon
sehr trocken und teilweise bildete sich am Kryogefal3 eine Kruste.

Nach der Nachtrocknung war das Ergebnis ebenfalls ein trockenes, aber hartes
Pulver. Die Resuspendierbarkeit war nach allen drei Trocknungsabschnitten gut. Die
nach jedem Trocknungsabschnitt folgende Vitalitatsbestimmung ist in Abb. 40

graphisch dargestellt.
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Abb. 40: Vitalitatsbestimmung nach Vortrocknung (VT), Haupttrocknung (HT) und Nachtrocknung
(NT) von Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces boulardii mit Lactose als
Gefrierschutzmittel und einer Einfriergeschwindigkeit von 0,11 °C (-23 °C)
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Die Trocknungsparameter und Eigenschaften der Hefen aus dem ersten

Trocknungsversuch sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben:

Tabelle 12: Eigenschaften und lag- Phasen der getrockneten Proben nach den jeweiligen
Trocknungsabschnitten und Trocknungsparameter der ersten Trocknungsoptimierung

Vortrocknung Haupttrocknung Nachtrocknung
Stellflachentemperatur -10 °C 10 °C 20 °C
Dauer 12 h 14 h 10 h
Konsistenz zah, klebrig trockenes am Glas hartes, trockenes Pulver

klebendes Pulver

Loslichkeit gut gut gut
lag- Phase 10 bis 15 h 10 bis 15 h 15bis 20 h
S. cerevisiae

lag- Phase 30 bis35h - 40 -45 h
S. boulardii

Die Zellen beider Stamme waren nach allen Trocknungsphasen, bis auf die Zellen
von S. boulardii nach der Haupttrocknung, vital. Die Letalitat dieser Zellen kann nur
auf einen Verfahrensfehler zurtickzufihren sein, da Zellen aus der Nachtrocknung
noch vital waren. Das Trocknungsprodukt war nach der Vortrocknung von zaher und
viskoser Konsistenz und nach der Haupttrocknung zwar trocken, aber nur noch
schwer homogenisierbar. Auffallig ist, dald Saccharomyces boulardii durch die
Trocknung wesentlich starker geschwécht wurde als Saccharomyces cerevisiae.

Zweite Trocknungsoptimierung

Beim zweiten Trocknungsversuch wurde die Stellflachentemperatur wéhrend der
Vortrocknung von -10 °C auf 5 °C erhdht, um der Probe mehr Energie zuzufihren
und um damit mehr freies Wasser zu entfernen. Die Vortrocknungsdauer wurde von
12h auf 9h, die Haupttrocknungsdauer von 14h auf 12h und die
Nachtrocknungsdauer von 10h auf 4h verkirzt. Die Haupt- und
Nachtrocknungszeiten wurden verkirzt, da das Endprodukt nach dem ersten
Optimierungsversuch nur schwer homogenisierbar und sehr verkrustet war. Diesmal
wurden in drei Parallelansatzen beide Hefen mit zwei Einfriergeschwindigkeiten fur
die Trocknung gewahlt. Die Ergebnisse der Vitalitdtsbestimmung sind in Abb. 41 fur
Saccharomyces cerevisiae und in Abb. 42 fur Saccharomyces boulardii dargestellt.
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Abb. 41: Zweite Trocknungsoptimierung: Vitalitatsbestimmung nach Vortrocknung (VT),
Haupttrocknung (HT) und Nachtrocknung (NT) von Saccharomyces cerevisiae mit
Lactose als Gefrierschutzmittel und zwei verschiedenen Einfriergeschwindigkeiten
0,11 °C/s (-23 °C) und 0,95 °C/s (-196 °C)
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Abb. 42: Zweite Trocknungsoptimierung: Vitalitditsbestimmung nach Vortrocknung (VT),
Haupttrocknung (HT) und Nachtrocknung (NT) von Saccharomyces boulardii mit Lactose

als Gefrierschutzmittel und zwei verschiedenen Einfriergeschwindigkeiten 0,11 °C/s
(-23 °C) und 0,95 °C/s (-196 °C)
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Die Trocknungsparameter und Eigenschaften der Hefen aus der zweiten

Trocknungsoptimierung sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben:

Tabelle 13: Eigenschaften und lag- Phasen der getrockneten Proben nach den jeweiligen
Trocknungsabschnitten und Trocknungsparameter der zweiten Trocknungsoptimierung

Vortrocknung Haupttrocknung | Nachtrocknung

Stellflachentemperatur |-10°C, nach 6h auf 10°C 20 °C

5 °C erhoht
Dauer 9h 12 h 4h
Konsistenz feucht trocken, kristallin trocken, verkrustet
Laslichkeit gut gut schlecht
lag- Phasen bei 10 h 10 h 10 h
Saccharomyces.
cerevisiae (gefrieren auf
-23 °C)
lag- Phasen bei 60 h 60 h 60 h
Saccharomyces
cerevisiae (gefrieren auf
-196 °C)
lag- Phasen bei 10 h 10 h 10 h
Saccharomyces
boulardii (gefrieren auf
-23 °C)
lag- Phasen bei nach 80 Stunden abgebrochen
Saccharomyces
boulardii (gefrieren auf -
196 °C)

Die Konsistenz beider Proben nach der Vortrocknung war feucht. Nach der
Haupttrocknung zeigten die Hefen eine sehr unterschiedliche Konsistenz von feucht
Uber trocken bis kristallin. Am Ende der Nachtrocknung waren die Proben beider
Stamme trocken, aber teilweise sehr verkrustet. Die Resuspendierung im Medium
war anfangs nur schlecht moglich. Nach kurzem Vortexen lie3en sich die Proben

jedoch gut losen.

Auffallig war, dall die lag- Phasen der Hefen nach der Vor-, Haupt- und

Nachtrocknung identisch waren. Die Einfriergeschwindigkeit hatte hierbei den
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gréReren Einflul auf die Vitalitat der Zellen. Bei Saccharomyces cerevisiae
verlangerte sich die lag - Phase durch die hohere Einfriergeschwindigkeit um
50 Stunden und bei Saccharomyces boulardii wurde der Versuch der
Vitalitatsbestimmung nach 80 Stunden abgebrochen, da sich keine Zunahme der

optischen Dichte erkennen liel3; samtliche Zellen waren letal.

Dritte Trocknungsoptimierung

Beim Trocknungsversuch Nr. 3 wurde die Vortrocknungsdauer wieder um 3 Stunden
auf 12 Stunden verlangert, da die Proben beim vorherigen Versuch noch feucht
waren. Die Haupttrocknungszeit wurde von 12 Stunden auf 10 Stunden verklrzt. Wie
bei der zweiten Trocknungsoptimierung wurden in drei Parallelansatzen beide Hefen
mit  zwei Einfriergeschwindigkeiten  gefroren und  getrocknet. Eine

Vitalitdtsbestimmung wurde hier nicht durchgefuhrt.
Die Eigenschaften und Trocknungsparameter sind in der folgenden Tabelle
dargestellt.

Tabelle 14: Eigenschaften und lag- Phasen der getrockneten Proben nach den jeweiligen
Trocknungsabschnitten und Trocknungsparametern der dritten Trocknungsoptimierung

Vortrocknung Haupttrocknung Nachtrocknung
Stellflachentemperatur -10 °C +10 °C +20 °C
Trocknungsdauer 12 h 10 h 18 h
Konsistenz schaumig, aber trockenes, lockeres hart, verkrustet
feucht homogenes Pulver
Loslichkeit sehr gut sehr gut sehr gut

Diesmal bildeten sich wahrend der Vortrocknung Schdume. Die Konsistenz dieser
Schaume war nach der Vortrocknung noch etwas feucht und z&h, aber nach der
Haupttrocknung ergab sich ein homogenes lockeres Pulver, welches sich leicht im
Medium resuspendieren lieR. Fur die weitere Probenaufbereitung zur
2D -Elektrophorese wurden die Proben direkt nach der Haupttrocknung verwendet,
da eine intensive Nachtrocknung Saccharomyces boulardii bei tiefen

Gefriertemperaturen bis zur vollkommenen Letalitat schadigt.
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3.3.2.2.3 Erstellung eines Trocknungsprogramms fur subletale Induktion
Das auf Subletalitat und maximalen Wasserentzug optimierte Programm ist in

folgendem Trocknungsdiagramm zusammengefal3t.

\—0— Probe 1 (-23 °C) —e— Probe 2 (-196 °C) —e— Druck —e— Stellflache

T/°C

'70 T T T T T T T T T T T T T
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t/h

]4___Vortrocknung —>\<—Haupttrocknung —>[<7 Nachtrocknung 4>|

Abb. 43: Trocknungsdiagramm des optimierten Trocknungsverlaufs mit folgenden
Trocknungsparametern: Probe 1 mit einer Einfriergeschwindigkeit von 0,11 °C/s (-23 °C), Probe 2 mit
einer Einfriergeschwindigkeit von 0,95 °C/s (-196 °C), Druck- und Stellflachentemperaturverlauf im
Eiskondensatorraum

Da das gefrorene Wasser bei der Gefriertrocknung unter Umgehung des flissigen
Aggregatzustands verdampft bzw. sublimiert, missen Temperatur und Druck
wahrend des Gefrierens unterhalb des Tripelpunkts (T =0,0098 °C und
p = 6,108 mbar) liegen, in dem alle drei Aggregatzustande nebeneinander maoglich

sind.
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Das Dampfdruckverhalten des Eises ist temperaturabhangig. Die Gefriertrocknung
findet als Verdampfungstrocknung immer im Vakuum statt, wobei die
Sublimationstemperatur nach dem Dampfdruckverhalten, welches
temperaturabhangig ist, durch die Hohe des Vakuums bestimmt wird. So entspricht
beispielsweise ein Druck von 2,380 mbar einer Temperatur von -11 °C [50]. Sobald
die Produkttemperatur der Stellflachentemperatur im Eiskondensatorraum entsprach,
war die Trocknung in dem jeweiligen Trocknungsabschnitt abgeschlossen und die
Temperatur der Stellflache wurde erhght.

Der Temperaturverlauf der bei unterschiedlichen Einfriergeschwindigkeiten
(0,11 °C/s und 0,95 °C/s) eingefrorenen Proben unterschied sich nur in der
Anfangsphase. Nachdem die Proben die Gefriertrocknungstemperatur von -11 °C
erreicht hatten, verliefen die Kurven nahezu identisch.

Der Bestimmung des Restwassergehalts wurden die getrockneten Zellen aus dem
optimierten Trocknungsprogramm (dritte Trocknungsoptimierung) zugrunde gelegt.
Der Restwassergehalt wurde jeweils nach der Vor-, Haupt- und Nachtrocknung
ermittelt, um die Reproduzierbarkeit des Trocknungsverlaufs zu tberprifen. Dabei

wurden folgende Ergebnisse (Tab. 15) ermittelt:

Tabelle 15: Bestimmung des Restwassergehalts nach der Karl- Fischer- Methode von
Saccharomyces cerevisiae

Einfriergeschwindigkeit 0,11 °C/s (-23 °C) 0,95 °C/s (-196 °C)
Vortrocknung 4,0% 5,0%
Haupttrocknung 1,26% 1,06%
Nachtrocknung 0,795% 0,66%

Die Entfernung des freien Wassers ist schon nach der Vortrocknung abgeschlossen.
Bei der Haupttrocknung wird so viel gebundenes Wasser entfernt, daf} die Vitalitat
der Zellen nicht beeinfluf3t wird.

Ein Restwassergehalt von 0,66% fluhrt bei Saccharomyces boulardii in Kombination

mit der Einfriergeschwindigkeit von 0,95 °C/s (-196 °C) zur Letalitat aller Zellen.
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3.3.2.3 Interferenzmikroskopie der phanotypischen StreRadaption

stref3frei

gefroren mit -196°C

lyophilisiert

Abb. 44: Methylenbau gefarbte Praparate (1200x):
a) logarithmisch wachsende Zellen von S. cerevisiae,
b) schockgefrorene Zellen (Einfriergeschwindigkeit 0,95 °C/s)

c) gefriergetrocknete Zellen
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Das verwendete Methylenblau farbt selektiv den Protoplast [39]; die Zellwand ist als
farbloser Umrif3 erkennbar.

In Abb. 44a sind Zellen aus einer logarithmisch wachsenden Kultur von S. cerevisiae
(Wildtyp S288c) abgebildet. Man erkennt die Vermehrung durch Zellteilung; ein
Knospungszyklus zur Abschnirung einer Tochterzelle dauert bei S. cerevisiae unter
den beschriebenen Kulturbedingungen etwa 2 h. Zellen von Saccharomyces
cerevisiae sind in der Regel kugelféormig; liegen fur die Zellteilung gunstige
Bedingungen vor, werden Paarungsfaktoren (a, a- mating pheromones) freigesetzt,
welche die Zellen polarisieren. Der Phanotyp dieser polarisierten Zellen weist jetzt
eine langliche Form auf, die nach Al Capps als Shmoos bezeichnet werden [77, 78].
Abb. b zeigt auf —196 °C gefrorene Zellen. Das Praparat wurde unmittelbar nach dem
auftauen des Pellets angefertigt. Die Zellen haben sich zu gré3eren
dreidimensionalen Aggregaten verklumpt. Durch Eiskristallbildung sind einige Zellen
zerstort worden, das Cytoplasma (blau) dieser Zelle ist absent. Im Bild sind diese
Zellen an dem Umril3 der nicht gefarbten Zellwand erkennbar. Diese Fragmente
werden auch als "ghosts" bezeichnet.

Das dritte Bild c) zeigt die Zellen nach Anwendung der optimierten Lyophilisation. Die
Zellwand von S. cerevisiae stellt weitgehend eine rigide Struktur dar, die fur Form
und Integritat in der Zelle steht [100]. Als osmotische Barriere fungiert fast
ausschlieBlich die Cytoplasmamembran [39]. Im Bild a3t sich die Dehydrierung
durch ein "Schrumpfen" des Cytoplasmas erkennen, der unter isotonischen
Bedingungen abgerundete Protoplast weist nun "Schrumpfungen" auf; der

periplasmatische Raum vergroR3ert sich.

3.3.2.4 Fazit

Um eine signifikante zellulare Strel3antwort bzgl. des Lyophilisierens detektieren zu
kénnen, wurde die subletale StreRBinduktion durch Messen von lag - Phasen der
streBinduzierten Zellen ermittelt. FlUr die 2D elektrophoretischen Untersuchnungen
wurde auf eine Nachtrocknungsphase, in der das Hydratwasser der Zelle entfernt
wird, verzichtet, da diese Trocknungsbedingungen bei einer Einfriertemperatur von —
196 °C zu Letalitdit von S. boulardii fuhrt. Die Zellen wurden bis zu einem
Restwassergehalt von 1 - 1,2% getrocknet; um sicherzustellen, da? die Proben
wahrend der Trocknung nicht auftauen, wurde die optimale Trocknungstemperatur
10 °C unterhalb des kryohydratischen Punkts der Proben gewahlt. Als
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Gefrierschutzsubstanz wurde Lactose verwendet, da diese Substanz zu bestem

Zellschutz fuhrte und zudem kein Substrat fiir die Zellen darstellt.

3.3.3 MALDI - Analyse der detektierten Stref3proteine

Die mittels IPG- Dalt aufgetrennten Proteinspots werden ausgestanzt und stehen
sowohl fur die klassische Edman- Sequenzierung und Aminoséureanalyse, als auch
fur hochsensitive massenspektrometrische Methoden (z.B. MALDI-, ESI - MS) zur
Verfugung. Fur die Identifizierung mit MALDI-TOF/MS wird die Analytprobe nach
tryptischen Verdau mit einer bestimmten Matrix (z.B. a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure)
gemischt. Nach der Verdunstung des Lésungsmittels erfolgt eine Cokristallisation
von Matrix und Analyt. Die kristalline Oberflache der so praparierten Probe wird im
Hochvakuum des Massenspektrometers mit einem Impuls kurzwelliger
Laserstrahlung von wenigen Nanosekunden Dauer ausgesetzt. Dabei werden neben
Matrixmolektlen auch Probenmolekile in die Gasphase freigesetzt, ionisiert und die
entstandenen negativen oder positiven lonen durch eine entsprechend polarisierte
Beschleunigungselektrode, die ein elektrostatisches Feld erzeugt, in Richtung des
Analysators beschleunigt. Bei den eingesetzten Massenanalysatoren handelt es sich
um Flugzeitmassenspektrometer (TOF, engl. time of flight), bei denen die
Massenbestimmung lber eine sehr genaue elektronische Messung der Zeit erfolgt,
die zwischen dem Start der lonen bis zum Eintreffen am Detektor vergeht.

Nach der Beschleunigung der gebildeten lonen durchlaufen diese eine feldfreie
Driftstrecke, in der sie nach ihrem Masse/Ladungs - Verhaltnis aufgetrennt werden.
Da die erzeugten Probenionen vornehmlich nur einfach geladen sind, lassen sich die
resultierenden Spektren relativ einfach interpretieren [61]. Die Kalibrierung erfolgt mit
Referenzsubstanzen, die den entsprechenden Matrizes bereits beigemischt sind.

Der mit der 2D - Elektrophorese aufgetrennte Proteinextrakt und die so erhaltenen
Proteinspots werden aus dem Gel ausgestanzt und direkt im Gel tryptisch verdaut.
Der so erhaltene Peptidmix wird mit Hilfe von MALDI - TOF/MS auf seine
Massenverteilung hin untersucht, was fur jedes Ausgangsprotein zu einer typischen
Peptid - Massenverteilung ("peptid mass finger print") fiahrt, die mit Hilfe von
Suchmaschinen innerhalb von Datenbanken zur schnellen Identifizierung des Spots
fuhren kann. Diese Proteindatenbanken kénnen weltweit Uber das Internet abgefragt

werden.
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Es wurden insgesamt 6 signifikante Anderungen in der Proteinexpression durch

StreRinduktion bei

der elektrophoretischen Auftrennung der cytoplasmatische

Fraktion gefunden (Tab. 16; Abb. 44 - 46).
entsprechenden Gel gestanzt und zur Identifikation in das Labor von Prof. Dr.

Die Spots wurden aus dem

Matthias Mann (University of Southern Denmark, Odense) geschickt. Die Ergebnisse

der MALDI - TOF MS - Analyse sind in der folgenden Tabelle zusammengefaf3t:

Tabelle 16: Funktion und Charakterisierung der identifizierten Spots

Blow up |ID-Nr. Funktion Charakterisie- |Open MW/pl | Modifikationen
Swissprot rung reading
prot. frame
A P00330 Alkohol anaerobe NADH | ADH1 36,7/6,7 | N-terminale
Dehydrogenase Synthese YOL086¢c Acetylierung
B P00650 Phosphoglycerat | Enzym der | PGK1 44,6/7,7 | Acetylierung
Kinase Glycolyse YCRO15w
C P32345 Sein / Threonin Zellstruktur PPH3 35,2/4,9 | unbekannt
Phosphatase YDRO75w
C P64858 unbekannt unbekannte YDRO068w | 35,9/4,4 | unbekannt
Funktion DOS1
D P27616 Phosphoribosyl- Purin - PUR7 34,6/5,8 | Acetylierung
Amidoimidazol biosynthese YARO15w
Succinocarbox-
amid-Synthase
E P23301 Initationfactor unbekannte elF5 16,9/4,6 | Phosphorylie-
Funktion YELO34w rung

3.3.4 Diskussion der Strel3proteine

Die Detektion der Stre3proteine stitzt sich auf die computerdensitometrische
Auswertung der 2D- Gelexpositionen der verschiedenen Stre3induktionen; fir die
Diskussion und Funktionsanalyse derselben wurden folgende Proteindatenbanken
herangezogen:

www.expasy.ch, www.genome.ad.j p/dbget-bin/

WWWw.proteome.com www.nchi.nlm.nih.gov:80

www.mips.biochem. mpg.de/mips/yeast
http://protomap.stanford.edu/Amion/Cluster

http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop/

www.ebi.ac.uk/interpro/|
www.domo.dk.rt
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3.3.4.1 Mastergel der detektierten Stref3proteine

pH 4 pH 7
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Abb. 44: Mastergel der detektierten Strel3proteine;
Ubersicht der gefundenen streRregulierten Proteine (blow ups
A - E) nach Induktion von Gefrieren und Lyophilisieren
Gelauswahl: Saccharomyces boulardii - stre3induziert
2D Elektrophorese: 1. Dim: IPG 4-7, 2.Dim: SDS - PAGE T13,

Das Mastergel der StreRproteine zeigt eine Ubersicht der identifizierten
Stre3proteine bei der angewendeten StreRBinduktion des Gefrierens und
Lyophilisierens.

Es sind funf blow ups markiert, in denen das stref3regulierte Protein mit roter Farbe
gekennzeichnet ist. Die Regulation dieser detektierten Proteine wird in folgenden
Abbildungen in einer vergleichenden Auswertungen in Abhanigkeit zu den

verschiedenen Stre3induktionen dargestellt: ~ Abb. 49 (blow up A)  Abb. 53 (blow up B)

Abb. 54 (blow up C)  Abb. 61 (blow up D)
Abb. 63 (blow up E)

Das Mastergel ist die elektrophoretische Trennung einer stre3induzierten
cytoplasmatischen Fraktion von Saccharomyces boulardii. Es sind daher nicht alle

regulierten Stref3proteine auf diesem Gel darstellbar.
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3.3.4.2 Proteinexpression von S. cerevisiae nach Stre3induktion
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Abb. 45: Ubersicht zur Proteinexpression von Saccharomyces cerevisiae; Vergleich von

logarithmisch wachsenden und stre3induzierten Zellen.
2D - Elektrophorese: IPG 4-7; T=13%, C=2,7%
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3.3.4.3 Proteinexpression von S. boulardii nach StreBinduktion

T T

- gefrieren rpit -_2'3"'C gefrieren mit -196°C

—— R

- ——— - "

P S
-

- .-

Abb. 46: Ubersicht zur Proteinexpression von Saccharomyces boulardii; Vergleich von
logarithmisch wachsenden und stref3induzierten Zellen.
2D Elektrophorese: IPG 4-7; T=13%, C=2,7%
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3.3.4.4 Alkoholdehydrogenase 1 in der Hefe

Das ADH1 Genprodukt hat im nativen Zustand einen pl von 6,7 und ein
Molekulargewicht von 36,7 kD. Die Identifizierung von ADH1 als strefRreguliertes
Protein ist in Abb. 49 (blow up A) beschrieben.

Wie man bereits an der Zuordnung einer funktionellen Beschriftung (ADH1) zu der
entsprechenden systematischen Genbeschreibung (YOL086c¢) erkennen kann, ist
eine genaue Funktion dieses Genprodukts, namlich die der Alkoholdehydrogenase 1

bereits bekannt.

3.3.4.4.1 Kenntnisstand zu ADH1

Die Alkoholdehydrogenase 1 katalysiert die Reduktion des Nicotinamid- Adenin-
Dinucleotid (NAD+) zum NADH bei gleichzeitiger Oxidation des Ethanols in sein
Keton bzw. Aldehyd [39]:

Glucose > 2 Pyruvat
2 NAD 2 NADH 2CO0;
2 Ethanol == 2 Acetaldehyd

2 NAD
ADH1 (
2 NADH

Keton, Aldehyd

Abb. 47: Ausschnitt aus dem Kohlenstoffkreislauf in Saccharomyces cerevisiae: Ethanoloxidation

Dabei wird also bei intrazellularer Erhdhung der Ethanolkonzentration durch Katalyse
mit ADH1 Ethanol unter Synthese von Reduktionsaquivalenten oxidiert. Die
Oxidation erfolgt durch Ubertragen von Hydridionen auf das NAD+, wobei das
energiereiche NADH entsteht, das dann beispielsweise fur die oxidative
Phosphorylierung in die Mitrochondrien geschleust und dort fir die Phosphorylierung
des Adenosindiphosphats verwendet wird.

Die Reaktion des ADH1 ist im Cytosol lokalisiert und stellt einen wesentlichen Schritt
im Energie- und Kohlenstoff - Stoffwechsel der Zelle dar. Weiterhin bekannt sind
Tertiar- und Quartarstruktur des Enzyms, die durch
Rontgenkristallographiespektrometrie von [63] dargestellt wurde Abb. 48. Wie aus
der 3D Struktur ersichtlich ist, geh6rt ADH1 zu den seltenen Zinkproteinen.
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Abb. 48: 3D - Struktur der Alkoholdehydrogenase 1 (ADH1)

Es besitzt zwei sterische Zentren, die durch das Zink als Zentralatom konfiguriert
sind. Zinkproteine bilden typische Konformationen (Zinkfinger) die hohe und sehr
spezifische DNA - Bindungsaffinitaiten zeigen [64]. Es sind vier weitere
Alkoholdehydrogenasen bekannt (ADH2, ADH3, ADH4, ADHS5), die eine &ahnliche
Tertiarstruktur zeigen und in dieselbe Reaktion involviert sind. Genaue funktionelle
Zuordnungen der verschiedenen Alkoholdehydrogenasen innerhalb dieses
Reaktionskomplexes sind bisher noch nicht gelungen. ,Knock out“ Mutationen von
jeweils einem der funf Isoenzyme fuhren nur im Fall der ADH1 zu einer Letalitat, die
anderen Mutanten zeigen eine deutliche Sensibilisierung gegenuber Formaldehyd
und StreRinduktionen [62, 65]. Die wichtige Frage nach der Regulation und

Expressionskontrolle dieses Proteins ist nicht beantwortet.

3.3.4.4.2 Regulation von ADH1 nach Stre3applikation

Die Auswertung des blow up A (Abb. 49 ) a3t eine Neuexpression von ADH1 bei der
Schockinduktion des Gefrierens und Lyophilisierens mit beiden
Einfriergeschwindigkeiten feststellen. Zum einen konnte eine Substratregulierung
durch Ethanol am aktiven Zentrum des Enzyms oder eine Regulierung an einer
allosterischen Untereinheit des Enzyms vorliegen. Beide Mdoglichkeiten, wenn sie
sich nicht in einer pH oder Molekulargewichtsanderung darstellen, kbnnen im 2D Gel
nicht erkannt werden. Die Tatsache, da? ADH1 in grof3en Mengen bei Stref3induktion
synthetisiert wird, 1aRt auf eine Konzentrationserhohung des Substrats Ethanol bei
Strel3applikation schliel3en. Dies stimmt mit dem experimentellen Ablauf Gberein, da
fur die streBBinduzierten Fraktionen die Zellen aus der aeroben Kultur geerntet
werden und zu 20 mg Pellets konzentriert werden. In der Phase des Gefrierens wie
auch des Lyophilisierens liegen anaerobe Bedingungen vor, in denen die Hefe
Glucose nicht in der oxidativen Phosphorylierung veratmet, sondern unter

Ethanolproduktion anaerob vergart.
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Blow up A Alkoholdehydrogenase ADH1 (s. Mastergel Abb.44)

log wachsend

gefrieren auf -23°C

gefrieren auf -196°C

lyophilisieren mit -23°C

lyophilisieren mit -196°C

Abb.49: Blow up A; Regulation der Alkoholdehydrogenase 1 (ADH1) in Saccharomyces
cerevisiae beim Gefrieren auf —23 °C bzw. —196 °C und bei der Lyophilisierung mit
Starttemperaturen von —23 °C bzw. -196 °C
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Die Darstellung dieses signifikanten Zusammenhangs zwischen StreRadaption und
spezifischer Proteinexpression laRt fir die weitere Auswertung der Proteinregulation
bezlglich der Strel3induktion des Gefrierens und Lyophilisierens neue Antworten
erwarten.

Norbeck et al. [66] beschreiben, dal3 nhach Osmostrel3 (Shift von 0,7 M nach 1,4 M
NaCl) von Saccharomyces cerevisiae auch Zellen in der aeroben Kultur mit einer
erhohten ADH1-Expression reagieren.

Nimmt man diese Aussage in dieser Arbeit auf, so mul3 auf eine zuséatzliche
transkriptorische Regulierung des ADH1 beziglich einer Stre3induktion geschlossen
werden.

Ein weiterer Anhaltspunkt fur die stref3induzierte Expression sind neben dem DNA -
bindenden Zinkfingermotiv, das an die TATA - box des ADH1 - Operons bindende
Protein TBP das auch Bindungssequenzen fir typische Stref3proteine enthélt [67].
Zusammenfassend 4Rt sich sagen, dal3 die Expression des ADH1 bei
Schockinduktion  signifikant die Anpassung der aeroben Kultur unter
Standardbedingungen zu anaeroben Bedingungen wahrend der Schockinduktion
dokumentiert.

Des weiteren kann auf eine regulatorische Funktion von ADH1 auf
Transkriptionsebene bei Applikation von Osmoschock geschlossen werden.

In Hinblick auf die sechs identifizierten Proteine, fallen die drei Kinasen und
Phosphatasen auf, die bekanntermalRen haufig regulatorische Funktionen
innehaben. Es ware denkbar, da® auch ADH1 durch die NAD bindende Doméane mit

dieser allosterischen Untereinheit tiber Phosphatbindung regulatorisch wirkt.

3.3.4.5 Die SAICAR - Synthase

Die Hauptfunktion von ADE1l (YARO15w, PUR7, 1a48) ist bereits umfangreich
beschrieben, da bei ihrer selektiven Hemmung eine Wachstumsinhibition des
Organismus erwartet wird. lhre Identifikation als strel3sensitives Protein ist in Abb. 53
dargestellt.

ADEL1 besitzt einen pl von 5,6 und ein Molekulargewicht von 34500 Dalton (im 2D -
Gel). In der nativen Form liegt es als Monomer vor. Die bisher identifizierte Funktion
ist eine Phosphoribosylamidoimidazol- succinocarboxyamidsynthase (SAICAR -
Synthase) [68].



Ergebnisse und Diskussion - stresssensitive Proteine 126

3.3.4.5.1 YARO015w - ein mono,- oder multifunktionales Enzym

In der Reaktion als SAICAR - Synthase katalysiert es den siebten Schritt in der de
novo Purinbiosynthese (rote Kennzeichnung):

FURINE METABOLIEM
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Abb. 50: Purinmetabolismus; P.6326 (rot) beschreibt die enzymatische Katalyse von P- ribosyl
aminoimidazolsuccinatcarboxyamid durch die SAICAR - Synthase

Die Transkription von ADE1 wie auch von ADE17 und ADE5, 7 ist bei
Oxidationsstrel3 und bei Zellaufzucht in YPD (Vollmedium) reduziert. Bei Aufzucht in
Volimedium liegt ADE1 in 8700 Kopien pro Zelle, bei Aufzucht in Minimalmedium
(YNB) in 14000 und bei Ethanolmedium in 27000 Kopien pro Zelle vor. Die
entsprechende mRNA liegt in der logarithmischen Phase in 4 Kopien pro Zelle (YPD
- Medium) vor, ein ADE 1 Nullmutant ist vital [71].

Die SAICAR - Synthase ist bisher als monofunktionales Enzym, das in der
Purinbiosynthese die Reaktion von ATP, L- aspartat und 1-(5-Phosphoribosyl)-5-
amino-4-carboxyimidazolals nach ADP, Orthophospat und 1-(5-Phosphoribosyl)-5-

amino-4-(N-succinocarboxamid)- imidazol katalysiert, bekannt [70].
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-PHOSPHORIBOSYL- 5’-PHOSPHORIBOSYL- 5'P-RIBOSYL-4- 5'P-RIBOSYL-4-(N-SUCH
JIRMYLGLYCINAMIDINE 5-AMINOIMIDAZOLE CARBOXY-5- SAICAR CARBOXAMIDE)
(FGAM) (AIR) AMINOIMIDAZOLE S-AMIOI;IJHOIMID;AZO
—NH,_ -(f Ny HOOC. Synthase
N ScH ﬁ N“Ecu
HNZ =N [ASPARTATE H-
0 ADP 4P o | AT ADP +Pi
D- H;C K.' Mg+t § P-O-H 1 Mg+ P—O—HIC ’ Mg*+ l
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AMIDE CYCLO- OHOH IMIDAZOLE OH OH CARBOXAMIDE
LIGASE CARBOXYLASE SYNTHETASE

Abb. 51: Katalyse der SAICAR- Synthase (griin) in der de novo Synthese des Purins

3.3.4.5.2 Motive und Doménen von 1a48
Eine Proteindomane kann man als eine Grundeinheit einer Proteinstruktur

betrachten. Das innere einer Domane besteht weitgehend aus mehreren miteinander
verwobenen 3 - Faltblatter und a - Helices.

Diese regelmafRigen Sekundarstrukturen sind begunstigt, weil sie vielfache
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Skelettatomen erlaubt. Dies ist fur die
Verfestigung des inneren der Domé&ne wesentlich, in dem Wasser fur die Bildung von
Wasserstoffbricken zwischen den polaren Carbonyl - Sauerstoffen oder
Amidwasserstoffen der Peptidgruppe nicht zur Verfiigung steht.

Da es nur eine begrenzte Anzahl von Mdglichkeiten gibt, 3 - Faltblatter und
o - Helices zu einer globuldren Struktur zu vereinen, kommen bestimmte
Kombinationen dieser Strukturelemente wiederholt im Inneren vieler auch nicht
verwandter Proteine vor. Diese definierten Strukturelemente werden als Motive
bezeichnet.

1998 ist es Levdikov et al. [72] gelungen, die dreidimensionale Struktur nach
Kristallisation der SAICAR - Synthase zu bestimmen. Es ist somit das neben der
Adenylscuccinatsynthase zweite Enzym der Purinsynthese, von welchem die 3D -
Struktur bekannt ist.

Das Enzym ist ein Monomer mit drei Domanen. Die ersten beiden Doménen
bestehen aus antiparallelen 3 - Faltblattern, die dritte Doméane besteht aus zwei a -
Helices. 1a48 besitzt einen breiten Spalt zwischen den drei beschriebenen
Domanen, der durch zwei Sulfationen aufgespannt ist. Nachdem man bisher von

einem monofunktionalen Enzym ausgegangen war, scheint dieser Spalt zu dem
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wahrscheinlichen ATP - bindenden Motive weitere "Interdomains"” zu enthalten, die

weitere Funktionen des Enzyms offenbaren kénnten.

Abb. 52: 3D - Struktur von SAICAR - Synthase in S.cerevisiae

So ist bereits eine Posphoribosyl - aminoimidazol-carboxylase Aktivitat basierend auf

einer Primarstrukturanalysen des Enzyms vermutet worden.

Codierung fur die as- Sequenzanalyse der Proteine:

A-Ala-Alanin
C-Cys-Cystein
D-asp-asparaginsaure
E-Glu-Glutaminsaure
F-Phe-Phenylalanin
G-Gly-Glycin
H-His-Histidin
[-lle-Isoleucin
K-Lys-Lysin

L-Leu-Leucin

M-Met-Methionin
N-asn-asparaginsaure
P-Pro-Prolin
Q-Glu-Glutamin
R-Arg-Arginin
S-Ser-Serin
T-Thr-Threonin
V-Va-Vdin
W-Trp-Tryptophan
Y-Tyr-Tyrosin
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Primar- und Sekundarsequenz von 1a48

1 MSI TKTELDG | LPLVARGKV RDI YEVDAGT LLFVATDRI S AYDVI MENSI
SS TT SSEE EE SS EEEEE BTTE EEEEE S E ETTEE SS

51 PEKG LLTKL SEFWFKFLSN DVRNHLVDI A PGKTI FDYLP AKLSEPKYKT
TTHHHHHHHH HHHHHHHTTT T B B TTTTGGGGTT GBGGTHHHHH

101 QLEDRSLLVH KHKLI PLEVI VRGYl TGSAW KEYVKTGTVH GLKQPQGLKE
HHTTSEEEEE = EE SEEE EESB HHHH HHHHHHSEET TEE S T

151 SQEFPEPI FT PSTKAEQGEH DENI SPAQas ELVGEDLSRR VAELAVKLYS
TBSSEE B B HHHHH HHHTHHHHHH HHHHHHHHHH

201 KCKDYAKEKG | I | ADTKFEF G DEKTNEI I LVDEVLTPDS SRFWNGas YK
HHHHHHHHHT EEE EEEE E EEETTTTEEE E S S TTT EEEEESTTTT

251 VGESQDSYDK QFLRDWL.TAN KLNGVNGVKM PQDI VDRTRA KYI EAYETLT
TTS  TTT HHHHHHHHHT TTTT SS HHHHHHHHH - HHHHHHHHHH

301 GSKWSH

Vergleicht man die Domanen von PUR7 der Hefe mit dem aquivalenten Polypeptid
anderer Organismen so fallen groBe Ubereinstimmungen der Doméanen auf. Obwohl
die SAICAR - Synthase der Hefe als monofunktionales Enzym beschrieben ist, so ist
dasselbe Enzym in rattus novigicus und homo sapiens als multifunktionales
Polypeptid (Lyase, Ligase, Purinbiosynthese, Decarboxylase, Regulation) klassifiziert
[68, 11].

3.3.4.5.3 PURY - Regulation nach Stre3induktion

2D - elektrophoretische Trennungen Abb. 53 ergeben, dald die PUR7 Expression im
Vergleich zur logarithmisch wachsenden Kultur bei Stre3induktion von Gefrieren und
Lyophilisieren mit einer Starttemperatur von —23 °C lUberexprimiert, bei der Induktion
des Gefrierens und Lyophilisierens mit der Starttemperatur von —-196 °C aber
downreguliert ist. Hieraus wird deutlich, dafl} die Regulation der SAICAR -Synthase
nicht von der Art der StreRinduktion abhangig ist; sondern von der initialen
Gefriergeschwindigkeit. Vergleicht man die StreRBintensitat der verschiedenen
Gefriergeschwindigkeiten, indem man die lag - Phasen der stre3induzierten Zellen
auswertet (Tab.11) so stellt man fest, dal3 hohe Einfriergeschwindigkeiten
(lag =196 °C =60 h; lag —23 °C =10 h) in S. cerevisiae eine erhghte StrefRinduktion
darstellen.

Das Purin wie auch das Pyrimidin bilden das Gerust der Basen, welche in der Weise
hauptsachlich fir die Nucleinsauresynthese verwendet werden, die bei der
Zellteilung in erhéhten Mal3e bendétigt wird [69, 88] . Die Downregulation dieses
Enzyms ware die logische Folge nach einer subletalen StreRinduktion, da in diesem

Zustand weitere Zellteilungen nicht mehr durchgefuhrt werden kénnen.
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Blow up D SAICAR - Synthase (s. Mastergel Abb. 44 )

mcﬂem strel3frei

PUR7

Gefrieren bei =23 °C

Gefrieren bei =196 °C

Lyophilisieren bei —23 °C

Lyophilisieren bei —196 °C

Abb. 53: PUR7 Blow up D; Regulation der SAICAR - Synthase nach Stre3induktion von Gefrieren
und Lyophilisieren mit Starttemperaturen von —23 °C und —196 °C
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Die Uberexpression von PUR7 bei niedrigen Gefriergeschwindigkeiten ist ein
weiteres Indiz fur eine zusatzliche regulatorische Funktion von PUR7 im
Zusammenhang mit dem Stremanagement der Zelle.

Fahrt man sich vor Augen, dafd Purin aber nicht nur fur die Synthese von DNA und
RNA benétigt wird, sondern zum Beispiel im cyclischen AMP (Signalmolekdl), im
ATP (Energietrager) oder als Bindungspartner mit anderen Enzymen fir eine
Coenzymbildung fungiert, so mul3 angenommen werden , daR PUR7 auch in der
Hefe nicht nur die SAICAR - Reaktion katalysiert [71].

Argumente fur eine Multifunktionalitat von PUR7 (zusammenfassend):

- Interdomains mit bisher ungeklarten Bindungsmotiven

- Purinbiosynthese ist neben der Nucleisaurasynthese an die cAMP-, ATP- und
Coenzymbildung gekoppelt

- nachgewiesene Multifunktionalitat des homologen Enzyms hoherer Eukaryonten

- Overexpression bei —23 °C , Downregulation bei —196 °C Gefriergeschwindigkeit

Durch die bereits nachgewiesene ATP bindende Doméne und der Mdglichkeit der
direkten Kontrolle der Purinsynthese, ist hier mit dem PUR 7 Genprodukt eine
zentrale Regulation das ATP - Haushaltes und einer stref3spezifischen
Signalmolekilbildung der Zelle gegeben.

3.3.4.6 YDRO068w - ein Genprodukt mit bisher unbekannter Funktion

YDRO068 (DOS1, P64858) ist ein Protein mit bisher unbekannter Funktion. Es hat
einen theoretischen pl 4,4 und ein Molekulargewicht von 35,9 kD. Ein YDR068
Nullmutant ist vital [73]. Die Auswertung der 2D - elektrophoretischen Trennung

dieses Proteins ist in Abbildung 54 dargestellt.

3.3.4.6.1 Analyse und Crossmatching auffalliger Doméanen

Die Proteinprimarsequenz ergibt sich wie folgt:
10 20 30 40 50 60

MEFFYEEQVA Cl EDDKI SNS HTKETGSTEN TENNELQSRD DKTNEAFCQKL EEEVNKRYEK
70 80 90 100 110 120

TTSAFKKLVI EKDDG ElI NL Pl SNETTETA QKYLKKLDEN | HSVESLAQS YWSKMKTKNF
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130 140 150 160 170 180

|
WSCGFSSFDNA AENDSNDKDE NSKENEI AVG GNRTEAELRT LSKDKSVYLD NKVDLQLDPF

190 200 210 220 230 240
DVDEKTEEI C SI LQGDKDI S KLMNDI VPHK | SYKDFWHI' Y FLORNKI LDK ESKRKEI LSK
250 260 270 280 290 300
KEKETEEKEV EMDDEEEEEE DDKVEAVADN KSKGETKVAV SQEGLKDVSD HVGLANKDES
310

I
KDDDDDDDVE

132

Es sind zwei Doménen aufféllig, eine aus funf Aminosauren (AS) bestehende Polyglu

Sequenz (255 - 259) und eine aus sieben AS bestehende Polyasp Sequenz. Beide

Domanen konnten bisher keinem bestimmten Bindungsmotiv zugeordnet werden.

Durch Crossmatchen konnte eine Homologie (32% Ubereistimmung) zu dem Protein

FLJ10276 (homo sapiens) gefunden werden [11].

ORI G N honmo sapi ens

1 maegedvgww rsw qgsyga vkeksseal e fnkrdlteft gvvghdtact iastasvvke

61 kl at egssga teknkkgl sd fl gvisdtfa pspdktidcd vitlngtpsg taepydgtka

121 rlysl gsdpa tycnepdgpp el fdaw sqf cl eekkgeis el lvgspsir alytkmnmvpas

181 vshsefwhry fykvhqgl eqe garrdal kqr aeqsi seepg weeeeeel ng i spi spkeak

241 vpvaki stfp egepgpgspc eenl vtsvep paevtpsess esislvtqgia npatapearv

301 | pkdl sgkl | easl eeqgl a vdvget gpsp pi hskpl t pa ght ggpeprp parvetlree

361 aptdlrvfel nsdsgkstps nngkkgsstd isedwekdfd | dnmt eeevgm al skvdasge

421 | edvewedwe
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Die Funktion des im Cytoplasma lokalisierte Protein des Menschen ist ebenfalls nicht
bekannt. Es ist 111 AS langer und zeigt eine a@hnliche Doméane bestehend aus

akkumulierenden Glutaminsauren im (221- 227AS) wie YDR068w in S. cerevisiae.

Crossmatching von S. cerevisiae (Sc) mit homo sapiens (Hs):

Identities = 35/111 (32%) Similarities = 61/111 (55%) Gaps = 7/111 (6%)

Sc 154 TEAELRTLSKDKSVYLDNK------
Hs 118 TEA L +L D+ Y+ DLF++EK El +LG | L +V

Sc 173 MDLQLDPFDVDEKTEEICSILQGDKDISKLMNDIV
Hs 207 F++ EK ElI +L G I L +V

Sc 208 PHKISYKDFWHIYFLQRNKILDKESKRKEILSKKEKETEEKEVEWDDEEEE
Hs 178 P +S+ +FWHYF +++ L++E R+ L ++ +++ +EW++ EEEE

3.3.4.6.2 YDRO068w- "involved in osmostreld response lyophilisation”

In den blow ups der zweidimensionalen Gelelektrophorese (Abb. 54) ist eine
Neuexpression der YDR068w bei Lyophilisierung zu erkennen. Bei den Induktionen
des Gefrierens oder aber in der strel3freien Fraktion ist dieses Protein nicht
exprimiert.

Dieses Ergebnis bestatigt zum einen die erfolgreiche Optimierung der subletalen
Strel3induktion, da genugend Zellen auch bei der zweiten Stref3induktion
(Lyopilisierung) vital waren, um derart intensiv (s. Spotquantitaten in Abb. 54) auf die
Strel3induktion zu antworten. Es ist hiermit gezeigt, dafl3 die StreRantwort der Zelle
bzgl. der Osmostrel3 Gefrieren und Gefriertrocknen nicht identisch sind.

Dem Protein YDR068w (DOS1, DOS2, P54858) kann somit eine erste funktionale
Beschreibung gegeben werden:

YDRO68w: involved in osmostreld response of lyophilisation
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Blow up C von YDRO75w und YDRO68w (s. Mastergel Abb.44)

-

YDRO68W YDRO75w

!/
. log wachsend

-
>

\/ /&
‘ gefrieren auf -23°C

-
-
/U
‘ gefrieren auf -196°C
-
-
.'x lyophilisieren mit -23°C
-
-

/' ‘ lyophilisieren mit -196°C

Abb. 54: Blow up C; Proteinexpression von YDR068w und YDRO75w in logarithmisch wachsenden
und streRinduzierten Zellen
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3.3.4.7 YDRO75w - eine Serin / Threonin Phosphatase

YDRO75w codiert fur eine Serin / Threonin Phosphatase (S /T Phosphatase). Der pl
von 4,9 und das Molekulargewicht von 35,2 kD im nativen Zustand sind bekannt. Das
entsprechende Gen in S. cerevisiae befindet sich auf dem IV. Chromosom im
rechten Arm an der 75. Position (vom Centromer aus) im Watson - Strand [7].
YDRO75w ist in Abb. 54 dargestellt.

3.3.4.7.1 cAMP Regulation von YDRO75w nach Lyophilisierung

Phosphatasen sind Enzyme, die eine kovalent gebundene Phosphatgruppe von
einem organischen Molekul entfernen. Sie sind somit der Antagonisten zu den
Kinasen, welche Proteine wie auch andere organische Molekile der Zelle
phosphorylieren (s. 3.3.4.7). Es sind bis heute vier Familien der S/T- Phosphatasen
bekannt, die Proteinphosphatase I, lIA,lIB und IIC. Die Zuordnung von YDRO75w zu
einer dieser Familien ist noch nicht eindeutig geklart. Bis auf IIC, welche relativ selten
vorkommt und zu den anderen drei S/T Phosphatasen nicht verwandt ist, besitzen
alle drei Familien eine homologe katalytische Untereinheit, die mit mindestens einer
weiteren regulatorischen Untereinheit verbunden ist [75]. Die S/T - Phosphatasen |
ist bei der Antwort auf cAMP von grof3er Bedeutung, Phosphatase Il1A hat ein sehr
breites Wirkungsspektrum und ist wahrscheinlich hauptséachlich daftir verantwortlich,
viele der durch Serin / Threoninkinasen katalysierten Phosphorylierungen riickgéngig
zu machen; sie ist zudem malRgeblich an der Regulation des Zellzyklus beteiligt.
S/T- Phosphatase 1IB wird durch Calciumionen aktiviert und kommt z.B. als
Calcineurin bei hoheren Eukaryonten im Gehirn besonders haufig vor. Phosphatasen
sind multifunktionelle Enzyme, die auch familientbergreifende Funktionen besitzen
konnen [77].

Im folgenden wird der S/T Phosphatase YDRO75w eine regulatorische Funktion
unterstellt, da diese in logarithmisch wachsenden Zellen nicht, und nach
Stref3induktion nur in geringer Kopienzahl exprimiert wird (s. Abb. 54).

Enzyme der S/T Phosphatasefamilie | sind wie oben bereits erwéhnt, fast
ausschlief3lich in die intrazellulare Regulationen durch die Steuerung des indirekten
Auf- bzw. Abbau von cAMP im Zusammenspiel mit der entsprechenden Kinasen
involviert [74].

CAMP wurde 1959 als intrazellularer Mediator hormoneller Vorgange identifiziert.

Seither konnte es in allen untersuchten pro- und eukaryontischen Zellen als
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intrazellulares Signalmolekil nachgewiesen werden. Fur die direkte Regulation der
cAMP - Konzentration ist die Adenylcyclase und eine cAMP - Phosphodiesterase

verantwortlich.

NH,
N T,
7 N
@) o O < | ) Abb. 55:  Synthese und
i i i N N

Abbau von cyclischem AMP

ar e i (CAMP). Durch die
Kataylyse einer SIT

*()—F{’—(_)— T—()—— ;['707( H, O

Pyrophosphatase, die das

Adenylylcyclase N .
/J\. freiwerdende Pyrophosphat
% (P-P) hydrolytisch  spaltet
Phosphatase P wird die cAMP Synthese zu

einem irreversiblen Prozel}
[77].
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Eine Erhéhung der cAMP Konzentration fuhrt in der Regel zu einer Aktivierung der
Transkription spezifischer Gene. Am Beispiel der Sezernierung des Peptidhormones
Somatostantin héherer Eukaryontenzellen, ist gezeigt worden, dal3 cAMP das fur
dieses Hormon codierende Gen einschaltet. Die Regulator - Region des
Somatostantin - Gens enthélt eine kurze DNA - Sequenz (CRE, cAMP response
element), die auch in der Regulator - Region anderer cAMP- abhangiger Gene
nachgewiesen wurden. Sie wird von einem einzigen spezifischen Regulatorprotein,
dem CRE - binding protein (CREB), erkannt. Wenn in diesem Fall eine bestimmte
Kinase einen einzigen Serinrest von CREB phosphoryliert, wird CREB aktiviert und
fordert die Transkription der betreffenden Gene; die Phosphorylierung stimuliert also
die transkriptionsférdernde Aktivitit von CREB, ohne seine DNA bindende

Eigenschaft zu beeintrachtigen. Wird der betreffende Serinrest mutiert, so ist CREB
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inaktiv und es erfolgt bei einem cAMP Anstieg nicht mehr die entsprechende
Genexpression [77].

Durch die selektive Expression von YDRO75w bei Lyophilisierung (siehe 2D blow up
C, Abb. 54) liegt die Vermutung nahe, dal’ diese Serin / Threonin Phosphatase ein
Aktivierung von stel3spezifischen Transkripionsfaktoren durch Dephosphorylierung

induziert.

3.3.4.7.2 StreRadaption von S/ T Phosphatasen in hoheren Eukaryonten

Ein bereits gut untersuchter Regelkreis ist der Calcium (IlI) lonen stimulierte Prozel3
der Proteinphosphorylierung und Dephosphorylierung bei héheren Eukaryonten. Hier
wirken die Ca®* / Calmodulin- abhéngigen S/T - Proteinkinase / Phosphatase (CaM -
Kinasen / Phosphatasen) indirekt auf die Ausschittung von Catecholamine wie
Dopamin, Noradrenalin oder Adrenalin. Bei hoheren Eukaryonten sind Induktionen
fur die Ausschittung der Catecholamine Angst oder Strel3situationen,

Signaluibertrager sind in der Regel Nervenzellen, Effektoren sind Muskelzellen [77].

(’/\aktive A Kinase

<Ll =

ey

/Sktive A-Kinase
D B
¥ S
or.

&
T — MR ey T o
[ aktive D) T\« inaktive S
) Protein ~ ) Protein- )
< phosphatase | BINDUNG VON J K phosphatase !/
- e PHOSPHORYLIERTEM — == —— e

INHIBITORPROTEIN
INHIBIERT DIE PROTEIN-
PHOSPHATASE

Abb.56: Interaktion von cAMP und einer Phosphatase 1 am Beispiel der Regulierung des

Glycogenstoffwechsels hoherer Eukaryonten cAMP S / T Proteinphosphatase 1

Die Aktivitdt jedes Proteins, das uUber Phosphorylierung reguliert wird, hangt zu
jedem Zeitpunkt vom Gleichgewicht zwischen Kinasen und Phosphatasen ab. Eine
Phosphatase 1 entfernt beispielsweise den aktivierenden Phosphatrest von CREB,
wodurch dessen - durch einen CcAMP - Anstieg hervorgerufene-
transkriptionsaktivierende Wirkung ausgestellt wird. In Skelettmuskelzellen héherer
Eukaryonten dephosphoryliert die Phosphatase 1 alle drei Schlisselenzyme des
Glycogenstoffwechsels, die in ihrer phosphorylierten, aktiven Form den Abbau von
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Glycogen férdern und im  Zusammenspiel mit Calcium(ll) zu einer
Adrenalinausschittung bei Stre3- oder Angstzustanden fuhren kann. Obwohl in
niederen Eukaryonten wie Hefen keine Adrenalinsynthese zu erwarten ist, liegt der
Schlul® nahe, dal’3 analog zu héherer Eukaryonten die S/T - Phosphatase YDRO75w
in S. cerevisiae auch eine strel3regulierende Funktion inne hat [77].

3.3.4.8 Die Proteinkinase PGK1

Fur die Phosphoglyceratkinase 1 (PGK1, PO0560, YCR012w, YCR12w) sind bereits
mehrere Funktionen bekannt; eine wesentliche Funktion ist deren Katalyse des
zweiten Schrittes der Glycolyse. Die 2D - elektrophoretische Trennung von PGK1
und ihre Identifizierung als Stref3protein ist in Abb. 61 dargestellt. Homologe sind in
allen lebenden Organismen exprimiert, wesentliche Domé&nen (zwei 6-stranded
parallele 3 - Faltblatter, umgeben von mehreren o - Helices) sind wéarend der
Evolution dieses Proteins arteniibergreifend erhalten geblieben. Das native Protein
hat einen pl von 4,8 und ein Molekulargewicht von 44,6 kD. Mutationen im
PGK - Gen kann bei hoheren Eukaryonten zu chronischen Krankheiten wie Anamien

oder Rhabdomyoysen fuhren [80].

3.3.4.8.1 PGK1 - Kenntnisstand

Die Phosphoglyceratkinase 1 katalysiert den zweiten Schritt in der Glycolyse, die
reversible Konversion von 1,3 Diphospho-D-glycerat und ADP zu 3-Phospo-D-
glycerat und ATP. Dieser Reaktionsschritt stellt einen wesentlichen Schritt in der
Generation von ATP fir die Zelle dar. Das Enzym ist ein Monomer, das sich mit zwei
fast aquivalenten Domanen, die mit den C- und N terminalen Resten von PGK1
interagieren, darstellt. Die rot markierte Sequenz zeigt die Interdomane von PGK1
[77].

Die AS - Primarsequenz besteht aus 415 Aminosauren;

SQ SEQUENCE 415 AS; 44607 MW, 9E4E591546A82F40 CRC64;
SLSSKLSVQD LDLKDKRVFI RVDFNVPLDG KKITSNQRIV asLPTIKYVL
EHHPRYVVLA SHLGRPNGER NEKYSLAPVA KELQSII GKD VTFLNDCVGP
EVEasVKasA PGSVILLENL RYHIEEEGSR KVPGQKVKas KEDVQKFRHE
LSSLADVYIN DAFGTAHRAH SSMVGFDLPQ RasGFLLEKE LKYFGKALEN
PTRPFLAILG GAKVADKIQL IDNLLDKVDS IHIGGGMAFT FKKVLENTEI
GDSIFDKAGA EIVPKLMEKA KAKGVEVVLP VDFIIADAFS ADANTKTVTD
KEGIPAGWQG LDNGPESRKL FasTVAKAKT IVWNGPPGVF EFEKFasGTK
ALLDEVVKSS asGNTVIIGG GDTATVAKKY GVTDKISHVS TGGGasLELL
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EGKELPGVAF LSEKK
Proteinkinasen, die in eukaryontischen Zellen Proteine phosphorylieren, sind

Antagonisten zu den Proteinphosphatasen, die Proteine dephosphorylieren. Sie
gehdren zu einer grof3en Enzymfamilie, die alle eine &hnliche 250 AS lange Domane
besitzen. Vergleicht man die Anzahl der Unterschiede in der Aminoséuresequenz der
verschiedenen Kinasen, so laRt sich ein phylogenetischer Stammbaum ableiten, der
mit groRer Sicherheit das Muster von Genduplikationen und Mutationen des
entsprechenden "Urgens" darstellt. Ein solcher Stammbaum zur Evolution der
Proteinkinasen ist in der folgender Abbildung dargestellt.

Es ist auffallend, wie vielfaltig Proteinkinasen in ihrer Funktion sein kdnnen;
beginnend von zellularer Signalibertragung, intrazellulare Signalverstarkung,

Zellzykluskontrolle oder auch transmembraner Signallibertragung.

Abb. 57: Ubersicht tiber die
phylogenetische Entwicklung der

Cdc 7

= Kinasen. Die Funktionsvielfalt der
KSS1
par- e Kinasen reicht von zellularer
Rezeptor
EGF- Cdk2
Rezeptor Cdc2

Signalubertragung, intrazellulare
Signalverstarkung bis zur

i cAMP-abhéingige Zellzykluskontrolle oder auch

Lck Kinase

Raf

Mos

TGF-B
Rezeptor

cGMP-
abhangige
Kinase

Proteinkinase C
Caz‘,r’Ca)modulinf

Kinase der abhangige Kinase
leichten Myosinkette

transmembraner Signal-

Ubertragung [77].

Die wesentliche Reaktion, die von einer Proteinkinase katalysiert wird, ist in Abb. 57
dargestellt. Eine Phosphatgruppe wird von einem ATP - Molekul zur Hydroxylgruppe
einer Serin- oder Tyrosinseitenkette eines Proteins Ubertragen. Diese Reaktion ist
wegen des hohen Betrages an abgegebener freier Energie (Spaltung der Phosphat -
Phosphatbindung des ATP) nicht unmittelbar umkehrbar. Dennoch kénnen
Phosphorylierungen, die von Proteinkinasen katalysiert wurden aufgehoben werden.
Protein - Phosphatasen konnen selektiv oder auch relativ unspezifisch

Phosphatgruppen von Proteinen wieder entfernen [77].
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ATP|

/_ PROTEINKINASE ﬁ

Serin-, > >, T P

Threonin- R T (|)
oder Tyrosin C W OH ) ) P <)
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L PROTEIN-PHOSPHATASE
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Abb. 58: Interaktion von S/T Proteinkinasen und Proteinphosphatasen am Beispiel
der Phosphorylierung einer Serin, Threonin oder Tyrosin - Seitenkette des
Proteins [77].

Das Ausmald der Phosphorylierung in der Zelle zum Zwecke des Energiegewinnung
oder der Signaltransduktion hangt von der relativen Aktivitat der Kinasen und
Phosphatasen zu dem entsprechenden Zeitpunkt ab.

Proteinkinasen werden heute auch als der Mikrochip der Zelle bezeichnet; dabei
versucht man der Aktionsgeschwidigkeit, der Funktionsvielfalt und dem

Speichervermdégen dieser Biomolekille Rechnung zu tragen .

3.3.4.8.2 Bindungsmotive fur Stref3adaptionen in PGK1

PGK1 setzt sich aus zwei Domanen und einer Interdoméane zusammen. Die erste
Domane streckt sich vom Serin bis zum Leucin (186AS), die folgende Interdoméane
ist sechs AS lang (schwarz), die zweite Doméne reicht vom Leucin bis zum Alanin
(207AS, blau). Beide Domanen zeigen groRBe Ubereinstimmung in der
Primarsequenz; Bindungsmotive der Interdoméne wie auch des Restfragments
(Glycin - Arginin 12 AS) sind nicht bekannt. Die Phosphoglyceratkinase zeigt neun
verschiedene Bindungsmotive (ausgeschlossen der Interdomane und des
Restfragments) von denen die Motive 1 - 4 in der N - terminalen Doméne, das funfte
teilweise in die Interdoméne , und die Motive 6 - 9 in der C - terminalen Doméne
lokalisiert sind. Das Motiv sieben beinhaltet die substratbindende Region (1,3
Diphosphoglycerat), das Motiv drei die Phosphatbindungsschleife. Die Zuordnung
der anderen Motive ist bisher noch widerspruchlich [82].
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Abb. 59:  Priméar- und Sekundarstruktur von PGK1; die erste Doméne geht von der 2. bis 186 as,

die zweite Doméne erstreckt sich von der 193 bis zur 401as [82].

Die Sekundarstruktur in der 3D - Graphik (Abb. 60) zeigt die Phosphatbindung des
ATP (schwarz), die Substratbindung (rot) und ein Magnesium (Il)- ion (grin) das die
C- und N- terminale Domane der Kinase aufspannt. Die Motive ergeben sich zu 14

Helices und 11 Strands, wobei die n - terminale Domane zwei parallele 3- Faltblatter

aufweist, in denen sechs Strands liegen [79].

Abb. 60: Rodntgenkristallographische Aufnahme der nativen Phosphoglyceratkinase; [79].
schwarz: ATP - Bindung;
rot: 1,3 Diphosphoglycerat,

gran: Magnesium (II) ion;
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3.3.4.8.3 StrelRinduzierte PGK 1 - Regulation

Blow up B von PGK1 (s. Mastergel Abb.44)

strel3frei

gefrieren auf —23 °C

gefrieren auf —196 °C

lyophilisieren mit —23 °C

lyophilisieren mit —196 °C

Abb. 61: Blow up B; Regulation der Phosphoglyceratkinase PGK1 nach Sref3induktion des

Gefrierens und Lyophilisierens mit verschiedenen Einfriergeschwindigkeiten
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Die Blow ups (Abb. 61) zeigen im Vergleich zur strel3freien Kultur eine deutliche up -
Regulation von PGK1 nach dem Gefrieren der Zellen. Diese Up - Regulation ist
sowohl bei einer Einfriertemperatur bis -23 °C als auch bei -196 °C
Gefriertemperatur erkennbar. Bei der folgenden Induktion des Trocknens der Zellen
ist eine Down- Regulation der PGK1 zu erkennen, die Copyzahl der PGK1 liegt aber
weiterhin deutlich héher als in der logarithmisch wachsenden Kultur. Da PGK1 in
logarithmisch wachsenden Zellen in der Glycolyse die Umsetzung von 1,3
Diphosphoglycerat unter ATP - Bildung katalysiert, war die Expression in der
aeroben logarithmisch wachsenden Kultur zu erwarten [78]. Die Up - Regulation von
YCRO12w nach der Gefrierinduktion laRt einmal schlieBen, dal3 fiur das
StreBmanagement der Zelle ATP bendtigt wird. Das unterstreicht auch die
Downregulation von YCRO012w bei der nachfolgenden Trocknung der Zellen;
wahrend der Gefrierinduktion scheint die wesentliche Stre3adaption der Zelle
abgeschlossen zu sein, so daf bei einer folgenden Stref3induktion (Trocknung der
Zellen) kein weiteres ATP aus der Glycolyse benotigt zu werden scheint. Zum
anderen muf3 aus der Tatsache dal3 bei der Stref3induktion des Gefrierens YCR012w
in erhéhtem Mal3 exprimiert wird, auf eine zuséatzliche signalsensorische Funktion
bzgl. der StreRinduktion dieses Proteins geschlossen werden. Da die Zellen fir die
Stre3induktion aus dem glucosehaltigen YNB - Medium entnommen wurden, steht
den Zellen fur die Dauer der Stref3induktion (Gefrieren der Zellen 14 h, Lyophilisieren
40 h) kein Substrat (Glucose) fur die Glycolyse zur Verfigung, das eine Up -
Regulation PGK1 bei den anaeroben Bedingungen der StreRadaption begrinden
konnte. Diese signalsensorische Funktion von PGK1 bzgl. der Strel3adaption kann
durch eines der sieben bisher noch nicht determinierten Motive von YCR012w
reguliert sein. Der bisherige Eintrag zu YCRO012w in den Proteindatenbanken [80]

« CATALYTIC ACTIVITY: ATP + 3-PHOSPHO-D-GLYCERATE = ADP + 3-PHOSPHO-D-

GLYCEROYL PHOSPHATE.

« PATHWAY: SECOND STEP IN THE SECOND PHasE OF GLYCOLYSIS.

«  SUBUNIT: MONOMER.

« SIMILARITY: BELONGS TO THE PHOSPHOGL Y CERATE KINasE FAMILY.

* CAUTION: THERE ARE CONFLICTS WITH THE SEQUENCE STORED IN PDB.

kann nun erweitert werden durch die Funktionsbeschreibung

involved in regulation of stref3response
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3.3.4.9 Der Initiationsfaktor elF-5A in S. boulardii

Der Initiationfaktor HYP2 (elF-5A, elF-4D, TIF51A, YELO34w, P23301) hat im nativen
Zustand ein Molekulargewicht von 16,9 kD und einen pl von 4.6. In S. cerevisiae
codieren zwei Gene fur elF-5A, die bei Parallelmutation zu einer
Wachstumsinhibition der Zellen fuhren. Die genaue Funktion wie auch Interaktionen
und Regulationen von elF-5a sind nicht bekannt. Die elektrophoretische Trennung
(Abb. 63) zeigt, dalR elF-5A in Saccharomyces boulardii bei Stre3induktion in
deutlich héherer Kopienzahl exprimiert wird als in S. cerevisiae. Als zellulare
Modifikationen ist eine Acetylierung, eine Phosphorylierung und eine Hypusinylierung
bekannt [82].

3.3.4.9.1 Funktionen der Initiationsfaktoren in der Zelle

Eukaryontenzellen senken die Gesamtgeschwindigkeit ihrer Proteinsynthese als
Antwort auf verschiedene AuflRenbedingungen wie z.B. Infektionen, Mangel an
Substrat, Stref3induktionen oder auch den Eintritt in die M- Phase des Zellzyklus.

An dieser Regulation der Proteinbiosynthese scheinen Initiationsfaktoren maf3geblich
beteiligt zu sein.

Die Funktionsweise von elF-2 Initiationsfaktor ist bereits bekannt [77]:

Methionyl-Initiator-tRNA mRNA 60S-Ribosomen-Untereinheit

et &l g

PROTEIN-

elF-2 SYNTHESE

a
40S Ribosomen-Untereinheit inaktives
elF-2

Abb. 62: Regulation der selektiven Proteinbiosynthese am Beispiel von elF- 2 mit GTP als

aktivierendes Signalmolekdl [77].

elF-2 bildet einen Komplex mit GTP und vermittelt die Bindung der Methionyl-
Initiator tRNA an die kleine Ribosomen - Untereinheit, die sich dann an die 5‘- Cap-
Struktur der mRNA heftet und ihre Suche an der mRNA beginnt. Nach dem
Erkennen eines AUG - Codons wird das gebundene GTP durch das elF-2-Protein zu
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GDP hydrolysiert, was zu einer Konformationsdnderung im Protein fihrt, wodurch es
von der kleinen Ribosomen Untereinheit entlassen wird. Dann verbinden sich die
Ribosomenuntereinheiten und bilden zusammen ein komplettes Ribosom, das die
Proteinsynthese startet. Fur die Freisetzung des GDP wird das Guaninnucleotid
releasing Protein elF-2Bb bendtigt, welches wieder ein neues GTP bindet, und so
das elF-2 wieder verwendet werden kann.

Wenn die Aktivitat der allgemeinen Initiationsfaktoren wie die der elF2 Familie durch
Phosphorylierung verringert wird, wirde man erwarten, dafl} die Translation aller
MRNAs gleichmaf3ig reduziert werden wirde. Im Gegensatz zu dieser Erwartung
kann aber die Phosphorylierung von elF-2 selektive Auswirkungen haben. In der
Hefe (S288c) wurde nachgewiesen, dal3 bei Mangel an bestimmten N&hrstoffen die
Synthese aller Proteine mit Ausnahme von jenen, die fir die Synthese des fehlenden
Nahrstoffes notwendig sind, eingestellt wird.

Der genaue Mechanismus wurde fur eine Hefe mRNA erarbeitet, die fir das GCN4
Protein codiert. Bei GCN4 handelt es sich um ein Gen - Regulatorprotein, das in
einem komplexen Regulationsmechanismus nach einer Phosphorylierung von elF2
zu dem Anstieg der GCN4 - Proteinsynthese fihrt, das dann entsprechender

exogener oder endogener Signale bestimmte Proteinexpressionen induziert [77].

3.3.4.9.2 Hypusinisierung - eine StrefRinduktion

Der Initiationsfaktor elF-5a in der Hefe ist ein relativ kleines Protein (156 AS) dessen
Rolle in der Initiierung der Proteinbiosynthese noch nicht geklart ist. Eine sehr
interessante Besonderheit dieses Proteins ist dessen Modifizierung mit einer Hypusin
Gruppe. elF-5A ist das bisher einzig bekannte eukaryontische Protein mit dieser
Modifizierung. Hypusinisierungen konnten bisher nur im Archebakterium Sulfolobus
acidocaldarius und in Methanococcus jannaschii gefunden werden.

Dort ist die Sekundarstruktur des Proteins sehr &hnlich, es wird daher eine &hnliche
Funktion dieses Proteins in den Archebakterien vermutet [82, 83]. Die
Hypusinisierung ist eine posttranslationale Modifikation, die durch die Ubertragung
einer Butylaminogruppe von Spermidin auf die epsilon - Aminogruppe des Lysins
einhergeht. In der folgenden Primarsequenz ist die Hypusinisierungsstelle rot

markiert: Position 50, AS - Lysin:
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10 20 30 40 56 60
SDEEHTFETA DAGSSATYPM QCSALRKNGF WI KSRPCKI  VDMSTSKTGK  IHGHAKVHLVA
Hypusin - tvtodifikationsstelle
70 80 90 100 110 120
| DI FTGKKLE DLSPSTHNMVE VPVWKRNEYQ LLDI DDGFLS LIMNMDGDTKD DVKAPEGELG

130 140 150 156
DSLQTAFDEG KDLMVTI | SA MCEEas| SFK EasRTD

Die elektrophoretischen Trennungen von S. cerevisiae und S. boulardii, zeigen
Regulationen von elF-5 in Abhéngigkeit des Stammes und der Stref3induktion (Abb.
63). Die MALDI - Analyse beider Spots resultierte in gleichem ldentifikationsergebnis:
elF-5.

Wie A. Kang et al in ihrer Studie Uber die Hypusinisierung von elF5 fanden, wird elF5
von zwei nahezu homologen Genen codiert, dem TIF51A und TIF51B. Jedes Gen
exprimiert ein hypusiniertes isoelektrisches Isoform, das elF-5Aa (mehr sauer) und
das elF-5Ab (mehr basisch) [83]. Mit der hochauflésenden zweidimensionalen
Elektrophorese lassen sich diese beiden isoformen Proteine trennen und in ihrer
Funktionalitat beschreiben (Abb. 63 ):

Saccharomyces boulardii Saccharomyces cerevisiae

log wachsend log wachsend

Sy ¥

lyophilisieren mit -196 °C lyophilisieren mit -196°C

Abb. 63: Blow up E von elF-5A in den Hefen S. boulardii und S. cerevisiae (S288c wildtyp) in
logarithmisch wachsenden Zellen und nach StreRRinduktion des Lyophilisierens. elF-5Ab

stellt das aus elF-5Aa durch Serinphosphorylierung entstandene Isoform dar
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Kang et al. konnten nach Immunoprecipitation von 32P markierten Zellysat mit elF-
5Aa spezifischen Antibodies zudem zeigen, dafl3 nach Phosphoprotein - Phosphatase
Behandlung von elF-5Aa eine Serinphosphorylierung von elF-5Ab stattfindet, bei
dem dann das mehr sauere elF5-Aa entsteht [83]. Da hier nach MALDI - MS
Identifikation beider Spots das gleiche Protein detektiert wurde (elF-5A), mul} es sich
hier um eine in vivo Phosphorylierung diese Proteins handeln.

Die elektrophoretischen Trennungen (Abb. 63) zeigen, dafl3 unter vergleichbaren
Bedingungen der Initationsfaktor elF-5A bei stref3freien und bei lyophilisierten Zellen
in S. boulardii mit hdheren Kopienzahlen als bei S. cerevisiae exprimiert wird.

Wie aus den lag - Phasen von S. boulardii und cerevisiae zu sehen ist, reagieren
beide Saccharomyces - Stamme unterschiedlich auf die (Abb. 41, 42) Stref3induktion
des Lyophilisierens und Gefrierens. Ein Grund hierfur kann die héhere Konzentration
des Initationsfaktors sein, der auf DNA - Ebene selektiv die Expression spezifischer
Stre3protein induziert.

In  wieweit die sehr seltene Hypusinisierung dieses Proteins in die
Expressionsregulation der Stre3adaption eingreift, kann nur erahnt werden, da eine
signifikante pl oder Molekulargewichtsénderung durch die Addition der
Butylaminogruppe nicht zu erwarten ist.

Weitere signifikante Proteinregulationen in der cytoplasmatischen Fraktion von
Saccharomyces cerevisiae und boulardii nach StreRRinduktion des Gefrierens und

Lyophilisierens konnten nicht detektiert werden.

3.3.4.10 Fazit, Interaktionsmodell

Nach 2D - Elektrophorese der cytoplasmatischen Fraktion von Saccharomyces
cerevisiae und boulardii wurden sechs strel3sensitive Proteine bzgl. der Induktion des
Gefrierens und Lyophilisierens erstmals detektiert, identifiziert und in ihrer
StreRantwort beschrieben. Dabei konnten Unterschiede bei der Stref3antwort in
Abhéangigkeit von der Einfriergeschwindigkeit bzw. Einfriertemperatur und dem
Hefestamm detektiert werden.

Aus den Erkenntnissen der computerdensitometrischen Gelauswertung (Abb. 49,
53, 54, 61, 63) und der Datenbankrecherche zu den detektierten Strel3proteinen
wurde ein Modell, welches die Zusammenhange und Interaktionen der Hefezelle bei
dieser Stre3induktion darstellt, entworfen.
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Gestrichelte Linien

148
weisen

in der Graphik auf erstmals beschriebene
Zusammenhange aus dieser Arbeit hin, durchgezogene Linien zeigen bereits
mehrfach beschriebene Interaktionen auf

. In der Legende sind die neuen
Funktionsbeschreibungen kursiv markiert

Da nur die cytoplasmatische Fraktion und ein pH - Bereich von 4-7 elektrophoretisch
untersucht wurde, stellt diese Graphik nur einen Ausschnitt aus dem geschlossenen

Regelkreis der Stref3adaption von Gefrieren und Lyophilisieren in der Hefe dar

Lyophilisieren

Gefrieren

’%’ 13 Dlphosphoglycerat
io

5 « CAMP iF‘J‘ GK1
=

Acetaldehyd — g Pyruvat

Ader]yl_cyclase
/_\4/, - YDRO75w ™
A4

‘ g CAMP Purin
5°ATP cCAMP g; ATP ATP
5% DNA/RNA
) %% Coenzyme
At Expression zellulédre
< % v o StreRproteine
elF5-Aa e Hypusinierung
cAMPH__._'_}
E"-._.ATP
\
elF5Abgs. ——————.
«. ‘ < YD RO68W ,\
DNA [ » 2 [ | | I | [ [ l/
Transkriptionsaktivator
Abb. 64:

Modell fir das StreBmanagement nach OsmostreR des Gefrierens und Lyophilisierens in

Saccharomyces cerevisiae und boulardii

cAMP--cyclisches Adenosinmonophosphat (Signaltransduktion)

ATP-- Adenosintriphosphat (Energietréager)

ADH1-- Alkoholdehydrogenase 1, Up-Regulation nach StreRBinduktion

PGK1-- Phosphoglyceratkinase, Overexpression bei OsmostreR des Gefrierens und Lyophilisierens
PUR7-- SAICAR- Synthase, Expression bei langsamer StreRinduktion (Einfriergeschwindigkeit von 11°C/s)
elF5Aa-- Initationsfaktor, verstéarkt in S. boulardii exprimiert

elF5Ab--phosphorylierter Initationsfaktor, erh6hte Expression bei Lyophilisierungin S. boulardii
YDRO68w-- StreBsensitives Protein involviert in der StreBantwort auf Lyophilisierung

YDRO75w-- Serin / Threonin Phosphatase, Up - Regulation bei StreBinduktion der Lyophilisierung
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4 Zellwandproteine als Target neuer Antimycotika

Durch die Einzigartigkeit der Zellwandstruktur der Mycomycota ist hier ein
hochselektives Target fiur eine therapeutische Anwendung gegen Pilzinfektionen
gegeben. Wird ein spezifisch auf die Zellwand wirkendes Agens gefunden, ist eine
ahnliche Wirkungsweise wie die des Penicillins zu erwarten, das bekanntermaflien
selektiv auf die Bakterienzellwand wirkt.

Die Zellwand der Mycota ist eine komplexe, vielschichtige Struktur, in der amorphe,
granulare und fibrillare Komponenten miteinander wechselwirken. Die Synthese der
Zellwand ist, wie auch deren Regulation und deren sensorische Eigenschaften nur
unzureichend bekannt [89, 105].

Die Zellwand gewahrt Formerhaltung wie auch Protektion gegen osmotischen Strel3.
Sie setzt sich im wesentlichen aus drei Makromolekilen, dem Glucan, dem Chitin
und den Mannoproteinen zusammen. Etwa 25 - 30% des Zelltrockengewichtes ist auf
die Zellwand zuriickzufuihren, wobei sich die Verteilung mit etwa 55% 31,3-Glucan,
40% Zellwandprotein, 2% Chitin und 2% 1,6-Glucan darstellt [94, 97, 98, 109].

Unter den verschiedenen Zellwandkomponenten scheint das Chitin und das
1,3 Glucan eine wesentliche Rolle fur die Zellintegritat und Strel3resistenz
darzustellen. Eine Inhibition im Stoffwechsel dieser Polymere sollte zur sofortigen
Lyse der Zelle fihren. Eine besondere Rolle fur die Pathogenitat von Mycota scheint
das Chitin zu spielen, das nach Untersuchungen von A. Cassone bei C. albicans zur
Infektiositat und Invasivitat der Zellen beitragt [89, 95,110].

Da samtliche mycotische Zellwande groRe Ahnlichkeiten in Struktur und Organisation
aufweisen, werden fast alle Untersuchungen an Saccharomyces cerevisiae oder
Candida albicans Stammen durchgefuhrt. Durch Proteinstrukturanalysen sind derzeit
35 Proteine bekannt, die in der Zellwand lokalisiert sind. Es werden wesentlich mehr
zellwandgebundenen Proteine vermutet, die an der Synthese oder Regulation der
Zellwand beteiligt sind. Die genaue Funktion bzw. ihre Regulation sind nur in
wenigen Fallen bekannt. Auf Grund der schlechten Solubilisierungseigenschaften der
Zellwandproteine (CWPSs) ist es bisher nicht gelungen, eine reine Fraktion von CWPs
z. B. fur die Elektrophorese zu extrahieren [10, 11].

In dieser Arbeit wird erstmals eine Methode fir die Extraktion von mycotischen

Zellwandproteinen am Beispiel von S. cerevisiae prasentiert.
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4.1 Kenntnisstand und Grundlagen

Da die botanische Klassifizierung der Pilze , z. B. in Sprol3- und Fadenpilze, sich bei
der medizinischen Bewertung nicht bewéhrt hat, wird in der medizinischen
Mikrobiologie eine Einteilung in Hefen, Schimmelpilze, Dermatopyten und dimorphe
Pilze bevorzugt. Pilze kbnnen den Menschen durch Abgabe von Mycotoxinen (z.B.
Aflatoxin), durch Sensibilisierung oder durch progressive Infektionen (Mykosen)
schadigen [90, 96].

Etwa 200 der Uber 250000 Arten der Mycomycota sind als Infektionserreger
menschen- oder tierpathogen. Unter diesen wiederum ist nur ein Kleiner Prozentsatz
obligat pathogen (Dermatopyten sowie Histplasma, Coccidioides-, Paracoccidioides-
und Blastomyces Arten). Die meisten sind sog. Opportunisten, d.h. diese sind nur
unter bestimmten Voraussetzungen , wie z.B. Resistenzschwache, pathogen (z.B.
Candida, Aspergillus, Mucorazeen).

Trotz der scheinbar geringen Zahl hochpathogener mycotischer Erreger stellen
Pilzinfektionen bis heute ein grof3es Problem dar. Vorwiegend in Krankenhausern
treten oft sogar tddlich verlaufende Pilzinfektionen auf. Wird ein Patient
beispielsweise mit Penicillin behandelt, wird dessen endogene Bakterienflora selektiv
minimiert. Der geschwéchte Patient ist nun einer aufkeimenden endogenen Pilzflora
oder einer exogenen Pilzsporeninfektion ausgesetzt, die durch kdrpereigene
Gleichgewichte wie z.B. das der Darmflora nicht mehr regulierbar sind. Die
wichtigsten Krankheiten, die durch Pilzinfektion hervorgerufen werden sind:
Cryptococcose, Aspergillose, Mucormycose, sudamerikanische Blastomycose,
Histoplasmamycose, Epidermphytie und Candidiasis [92, 99, 112, 123].

Wie aus aktuellen Auswertungen von mycotischen Infektionen in Krankenh&usern
bekannt wurde, vervielfachte sich die Zahl der Infekte in den letzten 10 - 20 Jahren;
es wird zudem davon ausgegangen, dal3 eine Vielzahl von tddlichen mycotischen
Infekten auf Fehldiagnosen bzw. nicht erkannte mycotische Infekte, zurtickzufihren
sind. Als Griinde fur die zunehmende Pilzinfektionen wird die erhdhte Zahl an
kinstlichen Organtransplantationen, die hohe  Mutationsrate der fungalen
Erreger und das Fehlen selektiv wirkender Antimycotika angegeben [92, 93 ,132].
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4.1.1 Wirkungsweise herkbmmlicher Antimykotika
Derzeit stehen zwei Substanzklassen mit antimykotischer Wirkung zur Verfigung:
- Polyenderivate

- Imidazolderivate

Pharmakodynamik

OH
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Polyene - Derivate HOQ Imidazol - Derivate
(Amphotericin B) ﬂ (Clotrimazol)
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Lanosterol
4%—— Imidazole
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14-Dimet1yl|anosterol
L M Cholesterol--- » Cholsaure
Progesteron
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il ‘ Testosteron- » Cortisol

Amphotericin B Phospholipide Angriffspunkt von Imidazolen an der Stereoidsynthese

Abb. 65: Pharmkodynamik von Polyen- und Imidazolderivaten [91, 97, 126].

4.1.1.1 Polyenderivate

Die Gruppe der Polyenantibiotika umfald3t eine Reihe von Verbindungen, deren
gemeinsames Kennzeichen ein System aus 4 - 7 konjugierten Doppelbindungen ist,
die entweder in einem Laktonring enthalten sind ( Amphotericin B, Nystatin,
Natamycin) oder in einer aliphatischen Seitenkette (Pecilocin). Der relativ grol3e
Anteil des aliphatischen Restes machen das Molekul lipophil und dadurch schlecht
absorptiv fur den Patienten; durch das grof3e konjugierte System sind diese
Substanzen empfindlich gegen Licht und Oxidationsmittel, weshalb ihre Haltbarkeit
stark begrenzt ist. Polyenantibiotika wirken, indem ihr lipophiler Anteil mit Sterinen
der Cytoplasmamembran reagiert [92, 93]. Man vermutet, dal} diese sich derart in
der Membran anordnen, dafRl die hydrophilen Reste mehrerer Molekile

wassergeflllte Kanédle durch die ganze Cytoplasmamembran bilden und in der
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Weise, dal} die Zelle osmotisch gestort wird. Dieser Mechanismus konnte die relativ
selektive Wirkung auf Pilze, aber auch auf tierische bzw. menschliche Zellen
erklaren. Bakterien, deren Zellmembran keine Stearine enthalten, sind gegen
Polyenantibiotika unempfindlich. Da die Cytoplasmamembran von menschlichen und
fungalen Zellen nahezu identisch aufgebaut ist, sind Nebenwirkungen bei
Polyenantibiotika die Konsequenz.

Am Beispiel des Amphotericin B, welches heute das am meisten verwendete
Medikament gegen mycotische Infekte ist, soll die Problematik bei der Anwendung
dieses Antimykotika dargestellt werden:

Gastrointestinale Beschwerden

+++ T
Herzrhythmusstérungen + T
Thrombophl ebitis — T

Zentrale und periphere Neuropathie

(Schmerzen, Paresen, Sehstérungen, Schwindel) () T
Nierenschéaden T
(Azotamie, Azidose, Nephrokal zinose)

L eberfunktionsstérungen ) T
Anémie +++ T
Arzneimittelfieber, Schittelfrost A
Exantheme ) A

A = patientenabhangig T = patientenunabhangig
+ = selten auftretend  ++ = gehauft auftretend  +++ = regelméliig auftretend

Tab. 17: Nebenwirkungen einer systemischen Amphotericin B - Behandlung [90, 92]

4.1.1.2 Imidazolderivate

Imidazolderivate wie z.B. Bifonazol, Clotrimazol, Econazoloder Tioconazol besitzen
als Wirkstoffgruppe einen unsubstituierten Imidazolring, der tGber eine N-C- Bindung
an das Restmolekil gebunden ist. Die Imidazol - Antimykotika sind
Breitspektrumantimykotika, deren Wirkungsspektrum Hefen, Schimmelpilze,
Dermatophyten und dimorphe Pilze sowie grampositive Bakterien umfal3t. Die
Wirkung beruht einmal auf einer Hemmung der Umwandlung von Lanosterol zu
Ergosterol, einem wichtigen Bestandteil der Cytoplasmamembran und z. T. wohl
auch auf einer direkten Cytoplasmamembranschadigung, die zu einer

Permeabilitatsanderung fuhrt. Die Wirkung der Imidazole ist fungistatisch bis fungizid.
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Da das Target wiederum die Cytoplasmamembran ist, treten ahnlich wie bei den
Polyenantimykotika eine Vielzahl von Nebenwirkungen auf, die von Oligospermie bis
hin zu todlich verlaufenden Leberschadigungen reichen. Polyen,- wie auch
Imidazolantimykotika konnen in der Regel nur stationar und intravenos verabreicht
werden [57, 89, 109].

4.1.2 Zellwandaktive Antimykotika

Bereits 1985 gab es Versuche von Yamagughi et al. [91], mit dem Aculeacin A eine
zellwandaktive Substanz zu préasentieren. Echinocandin B und Papulacandin waren
weitere Versuche das Wachstum von Saccharomyces- und Candidastammen zu
inhibieren. Die Ergebnisse wurden durch elektronenmikroskopische Studien der
Zellwéande  bzw. durch die Analyse der Glucan-, Chitin- und

Mannanzusammensetzung der Zellwand erhalten.

H. YAMAGUCH] ar aL

Abb. 66:  Struktur von Aculeacin A
Aculeacin A ist eine antimykotisch
wirksame  Substanz, die aus
Aspergillus aculeatus isoliert wird.
Sie setzt sich aus einem hydrophilen
cyclischen Hexapeptid zusammen,
das im Fall des Aculeacin A mit
einem Palmitinsédurerest und im Falle
des Echinocandin B mit einem
Linolens&ure peptidisch verknupft ist.

Nach Aculeacininkubation der Zellen wurde ein veranderter Phanotyp, sowie
veranderte Zellwandzusammensetzung beobachtet. Die genaue Wirkungsweise von
Aculeacin wie auch von Echinocandin B oder Papulacandin ist nicht bekannt. Die
Tatsache, dafld derzeit fast ausschliel3lich Amphotericin B bei Pilzinfekten verwendet
wird, deutet auf die begrenzte Wirkung bzw. Anwendbarkeit dieser Substanzen hin.

Ein weiterer Ansatz, die mycotische Zellwand als Target fr Antimykotika zu nutzen
wurde vor kurzen von W. Tanner et al. publiziert [92, 102]. Mannoproteine, die
vorwiegend an der Oberflache der Zellwand lokalisiert sind, entstehen durch
Glycosylierungsreaktionen aus ihren Monomeren. Es stellte sich heraus, dal3 Protein-
O- Glycosylierungen nur in Pilzen, nicht aber in Saugerzellen vorkommen. Die

O- Mannosyltransferase katalysiert den Transfer der Mannose von Dol- P- Man zu
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Serin oder Threoninresten aus dem sekretorischen Stofffwechsel; die Reaktion findet
im ER statt. Es wurde eine Nullmutante der O- Mannosyltransferase (PMT1) eines S.
cerevisiae Wildtyps erzeugt, der jedoch nicht letal war. Es stellte sich heraus, daf}
weitere PMT - Gene im Genom auf verschiedenen Chromosomen vorhanden sind
(PMT1 - 6), die unter logarithmisch wachsenden Zellen alle exprimiert sind. Nach
mehreren Knockout - Versuchen fand man, daf3 die Triple- Knockout- Mutante
PMT2PMT3PMT4 und PMT1PMT2PMT4 letal und PMT1PMT2PMT3 extrem
osmotisch instabil ist [96, 100, 103].
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Abb. 67: O- Glycosylierung in Hefen. Die Synthese von Dol-P-Man (Dolichoylphosphat Mannose)
findet in den meisten eukaryontischen Zellen statt (Reaktion 1). Die Katalyse von Mannan mit Serin-
oder Threoninresten durch die O- Mannosyltransferase (Reaktion 2) zu zellwandintegrierten
Mannoproteinen, wurde bisher nur in mycotischen Zellen nachgewiesen. In einer Folgereaktion

(Reaktion 3) werden im Golgiapperat weitere Mannosemolekile an die Kohlenhydratkette geflgt.

Es mulR vermutet werden , dal3 diese O- Mannosylierung des Serins oder Threonins
von wesentlich mehr Regulationsmechanismen gesteuert wird als durch
PMT - Genprodukte. Die EinfluBnahme in diese Regulationsmechanismen durch
inhibitorische Substanzen konnte zu der gewinschten Letalitat oder osmotischen
Instabilitat der Zelle, und damit zu einem selektiv wirksamen Antimykotikum fihren.
Dazu miuften aber Regulierungsmechanismen und funktionale Zusammenhénge des
mycotischen Zellwandstoffwechsel bekannt sein [89].

Ein wesentlicher Grund fiir den begrenzten Erfolg in der Antimykotikaforschung ist
die Tatsache, dal3 Organisation, Physiologie und Regulation der mycotischen
Zellwand nicht oder nur unzureichend verstanden sind. Integrale, surfaciale und

regulatorische Zellwandproteine wie z.B. Glucanasen, Chitinasen oder Glycosidasen
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wirken zusammen und regulieren nach Einflul3 exogener und endogener Induktionen
die Formation und Struktur der Zellwand.

Obwohl die mycotische Zellwand keine direkte osmotische Barriere fur anorganische
lonen darstellt, scheint einen Schwachung der Zellwand oftmals zu einer

osmotischen Sensibilisierung zu fihren [96, 104].

4.1.3 Zielsetzung

Eine sehr geeignete Methode fir die Untersuchung der Interaktionen von
Zellwandproteinen stellt die zweidimensionale Elektrophorese in Kombination mit der
massenspektroskopischen Sequenzanalyse dar. Da mycotische Zellwandproteine
nicht in der cytoplasmatischen Fraktion solubilisiert sind, und es bisher noch nicht
gelungen ist, Zellwandproteine in einer reinen Fraktion zu extrahieren, waren
derartige Untersuchungen bisher nicht mdglich.

Im folgenden wird erstmals die Extraktion und Fraktionierung von mycotischen
Zellwandproteinen beschrieben. Zudem wird eine funktionale Analyse dieser
Zellwandproteine fiur die Eignung als Target fur antimycotisch wirksames Target

durchgefuhrt.

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Methodische Durchfihrung der CWP Isolierung

Die CWP - Extraktion wird in der Weise durchgefihrt, da zuerst die Proteine der
cytoplasmatischen Fraktion quantitativ entfernt werden, dann die Zellwandfragmente
von noch intakten Zellen getrennt werden und nach Quantifizierung der

Zellwandproteine ein zellwandlytischer Verdau der Fragmente durchgefthrt wird.

4.2.1.1 Kultur und radioaktive Markierung

Fur die Extraktion der Zellwandproteine wird ausschlie3lich der Wildtyp S288c des
Stammes Saccharomyces cerevisiae verwendet. Kultur und Aufzucht werden wie in
Kap 2.2.1 beschrieben, durchgefihrt. Hat die Hauptkultur eine optische Dichte von
1,0 (1 x 10" Zellen/ ml) erreicht, wird fir die CWP- Extraktion anstelle von mit
10pCi/ml mit 12 p Ci/ml radioaktiv markiert. Nach dem Ernten (12 ml) steht ein vitales
Zellpellet mit etwa 5 mg Trockengewicht fur die Fraktionierung zur Verfiigung. Die

gesamte Extraktion wird in einem sterilen 1,5 ml Eppendorfgefal durchgefihrt.
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Es ist sinnvoll bei radioaktiv markierten Proben mit mindestens einem Doppelansatz
zu arbeiten, um den Glucanase- und Chitinaseverdau parallel durchfihren zu
kénnen. Bei nicht radioaktiv markierten Proben wurde mit einem Vierfachansatz

gearbeitet, da zwei Proben fur die photometrische Quantifizierung benétigt werden.

4.2.1.2 Abtrennen der cytoplasmatischen Fraktion

Fur die Abtrennung der cytoplasmatischen Fraktion wird das Zellpellet in 200 pl
heiRem (95 °C) SDS - Puffer suspendiert. Die Suspension wird mit dem
Ultraschallstab bei einer Agitationszeit von 1 s in 15 Zyklen behandelt (Durchfiihrung
des Ultraschallaufschlusses siehe 2.2.2). Nach Kochen (95 °C, 5 min) wird die
Suspension im Eiswasserbad auf 15 °C abgekuhlt und anschlieend mit 500 pl
Lysepuffer verdunnt. Die L6sung wird 20 min bei RT geschittelt und sofort
zentrifugiert (14000 rpm, 5 min). Der Uberstand wird quantitativ abpipettiert und

verworfen.

4.2.1.3 Reinigung der Zellwandfraktion

Der Rickstand wird im Vortexer (5min Agitationszeit) in 500ul Lysepuffer
resuspendiert. Die Losung wird zentrifugiert (14000 rpm, 5 min) und der Uberstand
sorgfaltig abgezogen. Der Rickstand wird in 200 ul SDS - Puffer gelést und mit dem
vorgekuhlten Ultraschallstab (4 °C) bei einer Agitationszeit von 1s mit 15 Zyklen
behandelt. Die Suspension wird 5 min gekocht (95 °C), dann im Eiswasserbad auf
15 °C gekdihlt, und mit 14000 rpm fur 10 min zentrifugiert.

4.2.1.4 Substitution von SDS durch CHAPS

Der Uberstand wird sorgfaltig abgezogen und das trockene Pellet in 500 pl
Lysepuffer resuspendiert. Im Horizontalschittler wird bei 25 °C mit aktivierter
Ventilation 45 min geschittelt. Es wird nun zentrifugiert (10 min, 14000 rpm), der

Uberstand verworfen und der Riickstand in 200 pl Lysepuffer resuspendiert.

4.2.1.5 Filtration und Quantifizierung

Vorversuch zur Optimierung der Membranfiltration

Es werden 400 pl PP - Whatmansieb (PorengréRe 10 pm) mit 0,8 pm
Polyethersulfon- regenerierte Cellulose-, und Cellulosetriacetatmembran der

Hersteller MembraPure, Schleicher & Schill und Renner bestiickt, und bei 121 °C fir
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20 min autoklaviert. Die Membranen der Hersteller unterscheiden sich in
Membranstarke, Membranflache, Feuchtigkeitsgehalt, Absattigungsgrad und
Stabilitdt. In diese Whatmansiebe werden nun 200 pl Zellwandprotein -
Lysepuffersuspension pipettiert und bei 14000 rpm fur 5min filtriert. Die Filtrate der
drei Membranen werden dann je zweimal in 200 pl Lysepuffer gewaschen, dann
guantifiziert und nun mit Chitinase verdaut. Anschliel3end werden die drei Extrakte
2D - elektrophoretisch aufgetrennt und schlief3lich ausgewertet.

Fur die weitere Optimierung der Filtration werden Polyethersulfon,- reg. Cellulose-
und Cellulosetriacetatmembranen des Herstellers Schleicher & Schill verwendet.
Um Proteinaffinitaten der Filter zu bestimmen werden die Membranen nach Filtration
des radioaktiv markierten Extrakts jeweils in ein Szintillationsflaschchen gegeben und
eine Isotopenbestimmung durchgefuhrt (s. Kap. 2.2.1.6). Zudem werden die
Aktivitaten des Filtrats bestimmt. Fir die optimierte Durchfihrung der CWP-
Extraktion kommt ausschliel3lich die Polyethersulfonmembran von Schleicher &
Schull ~ zur  Anwendung. Hierfur wird das Whatmansieb mit der
Polyethersulfonmembran ausgekleidet, autoklaviert, mit 200 pl Zellwandextrakt
befullt, bei 14000 rpm fur 5 min filtriert und zweimal mit 200 pl Lysepuffer gewaschen

(s. Vorversuch).

Fir die Quantifizierung bei radioaktiv markierten Proben wird 1 pl entnommen und
nach 2.2.1.6.3 scintilatorisch bestimmt. Bei nicht radioaktiv markierten Proben wird
der Extrakt auf 700 ul mit Lysepuffer verdinnt und nun eine photometrische
Bestimmung bei einer Wellenlange von 600 nm gegen den Lysepufferleerwert
durchgefiihrt. Fur die Trennung radioaktiv markierter CWP- Extrakte hat sich als
Auftragsaktivitat ein Wert von 2,5 Millionen cpm fur die 2D PAGE als optimal
erwiesen (s. Kap. 2.2.3.4.2). Bei nicht radioaktiv markierten Proben muf3 mindestens
im Paralellansatz gearbeitet werden, da der fur die Photometrie verdinnte Extrakt
nicht weiter verwendbar ist.

Die photometrische Bestimmung wird wie in Kap. 2.2.1.5 beschrieben, durchgefihrt.
Die Zellwandsuspension wird zentrifugiert (14000 rpm, 10 min) und der Uberstand

guantitativ entfernt.
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4.2.1.6 Enzymatischer Verdau der Zellwandfragmente

Vorversuch zur Optimierung des enzymatischen Verdau

Es werden folgende finf Enzyme (drei Chitinasen, zwei Glucanasen)
zweidimensional elektrophoretisch (IPG 4-9) getrennt und fur den Zellwandverdau

von S. cerevisiae gepruft:

- Chitinase (Fluka): braunes Granulat, 2 u/100 pug

- Chitinase (Calbiochem): 3-1,4 glycosidisch aktiv, fliissig farblos, 2 u/100 pl

- Chitinase (Roche): N- Acetyl-3-D-Glucosaminidase, flissig farblos, 2 u/100 pl

- Glucanase (Sigma): 1,3-Glucanase, weil3es hygroskopisches Granulat, 1,5 u/100 g

- Glucanase (Interspex): 1,3R-Glucanase, weil3es Pulver, 2,5 u/100 pg

2D - Elektrophorese (IPG 4 - 9) mit folgenden Extrakten werden im Doppelversuch

durchgefuhrt und computerdensitometrisch ausgewertet:

- Funf Enzyme s.0., gelost in 200 pl Lysepuffer, Auftragsmenge 1,5 units

- Funf radioaktiv markierte Zellwandextrakte verdaut mit den oben beschriebenen Enzymen

- Funf nicht markierte Extrakten mit den substratfreien Enzymen Glucanase (Interspex) und
Chitinase (Roche).

- Vier markierte Zellwandextrakte, verdaut mit der Glucanase (Interspex) und Chitinase (Roche)

Auf Grund starker Kontaminationen der tbrigen Enzyme (s. 4.3.1.3) kommt fir den
Chitinverdau ausschlie3lich die Chitinase (Roche) und fir den Glucanverdau die

Glucanase (Interspex) zur Anwendung.

N-Acetyl-3-D-glucosaminidase (Chitinase) - Verdau (bezogen auf 5mg dw)

Die Zellwandreste werden in 20 ul TrispufferC resuspendiert. In die Lésung werden
15 mU Chitinase (Roche) gewogen und 75 min bei 25 °C geschittelt. Anschlie3end
wird mit 180 pl Lysepuffer verdinnt und 1 h bei 25 °C geschuttelt; die Suspension
wird zentrifugiert (15 min 14000 rpm) und der Uberstand auf das IPG - Gel geladen.
31,3-Glucanase - Verdau (bezogen auf 5mg dw)

Die Zellwandreste werden in 20 ul TrispufferG gelost. In die Suspension werden
10mU Glucanase (Interspex) gewogen und 45 min bei 25 °C geschuttelt. Nun wird
die Losung mit 180 pl Lysepuffer verdinnt und 1h bei 25 °C geschittelt. Nach der
Extraktion wird die Suspension zentrifugiert (15 min, 14000 rpm) und der Uberstand

2D - elektrophoretisch getrennt.
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Pufferzusammensetzungen:

SDS- Puffer: 1% (w/v) SDS; 0.1M TrisHCI, pH 8.8

Lysepuffer:  7M Harnstoff, 2M Thioharnstoff, 4% (w/v) CHAPS, 1% (w/v) DTT,
0.5% Pharmalyte 3-10

TrispufferC: 0.6% (w/v) DTT, 0.8% (w/v) TrisHCI, pH 4.5

TrispufferG: 0.6% (w/v) DTT, 0.8% (w/v) TrisHCI, pH 7.5

Chitinase: N-Acetyl-3-D-glucosaminidase, DiploAH gereinigt, proteasefrei, Roche

Glucanase: [-1.3-Glucanase, lyophilisiert, proteasefrei, Interspex products

4.2.2 Darstellung der Zellwandproteine

Die 2D - Elektrophorese fur die Zellwandproteine wird in der ersten wie auch in der
zweiten Dimension nach Kap. 2.2.3 durchgefthrt.

Um eine Spreizung der hochmolekularen Zellwandproteine in der 2. Dimension zu
erreichen, wird die SDS - PAGE einer chitingebundenen CWP- Fraktion Dimension in

folgender Weise durchgefuhrt:

Tab. 18: Laufbedingung fur die zweite Dimension zur verbesserten Auftrennung hochmolekularer

Proteine
Zeit Stromstarke IST Spannung SET
Probeneintritt 1h 80 mA 200 V
1. Trennungsphase 18 h 160 mA 200 V

Quantitativer Tankpufferwechsel Gesamtvolumen 19,91 fur 10 Vertikalgele)

Akkomodationsphase 30 min 120 mA 200 V

2. Trennungsphase 24 h 155 mA 200 V

Die Zusammensetzung des Tankpuffers fir die 2. Trennungsphase entspricht der der
ersten Phase.

Der in seiner lonenkapazitat verbrauchte Tankpuffer wird mit der Wasserstrahlpumpe
nach der ersten Trennphase abgesaugt und die Kammer sofort wieder befillt, um

eine Austrocknung der Gele zu vermeiden.
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4.2.2.1 Interferenzkontrast Mikroskopie der einzelnen Isolationsschritte
Es werden aus vier Phasen der Extraktionsprozedur mikroskopische

Interferenzkontrastpraparate angefertigt:

- logarithmisch wachsende Zellen von S. cerevisiae (S288c) auf YNB - Medium mit
1200facher VergréRerung (s. 2.2.1 ), Methylenblaufarbung

- in SDS solubilisierte und mit Ultraschall aufgeschlossene Zellen (s. 2.2.2),
Methylenblaufarbung

- Filtrat der Zellwandfragmente aus Polyethersulfonmembran bei 1200 facher
VergroRRerung (s. 4.3.1.2), Methylenblaufarbung

- Praparat nach Chitinaseverdau der Zellwandfragmente mit 800 facher
VergrofRerung (s. 4.3.1.3.1), Lowry- Farbung

Zur Aufbereitung der methylenblaugefarbten Praparate wird die in 2.2.1.5
beschriebene Prozedur bis in die entsprechende Phase durchgefihrt, dann werden
20 pl entnommen, gevortext (20 s, 60 W) und schlie3lich auf einen Objekttrager
pipettiert. Die weitere Methylenblaufarbung wird wie in Kap. 2.3.1.5 beschrieben,
durchgefuhrt. Die Praparation fir die Mikroskopie der lowrygefarbten Extrakte wird
wie folgt durchgefihrt:

Nachdem 15 u Chitinase (Roche) zu den in 20 ul TrispufferC gelosten
Zellwandfragmenten gegeben wurden, werden 0,1 ug kristallines SDS zugegeben
und 2 min bei 25 °C gevortext. Zu 20 pl dieser Suspension werden 20 pl Lowry
Reagenz pipettiert und 10 min bei 25 °C geschdttelt.

Nach 20 min Inkubation in ruhender Lage wird 0,1 ml Folin & Ciocalteus Phenol
zugegeben und die blaue Farbung bei 25 °C unter leichtem Schitteln 30 min
entwickeln lassen.

20 ul der gefarbten Suspension werden auf einen Objektrager pipettiert und langsam
unter standiger mikroskopischer Kontrolle bis zum Auskristalisieren im
Inkubationsschrank (60 °C) erwarmt. Nach vollstandiger Kiristallisation werden

Deckglaser mit WachsfiuiRen angefertigt und damit vorsichtig das Praparat bedeckt.
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4.2.2.2 2D - Elektrophorese von glucangebundenen CWPs nach StrefRinduktion
Es wird S. cerevisiae (Wildtype S288C) nach Standardbedingungen in fir 5 mg
Trockengewicht (10 - facher Ansatz) bis zu einer OD von 1,0 kultiviert (s. Kap. 2.2.1).
Fir die StreBinduktion der vitalen Zellen wird das ausgearbeitete Protokoll von
Kapitel 3 angewandt, in dem schockgefrorene Zellen (-196 °C) , mit -23 °C
gefrorenen Zellen und lyophilisierte Zellen mit dem stref3freien Wildtyp verglichen
werden.

Nach dieser subletalen Stre3induktion werden die im Parallelansatz gefiihrten
Proben sofort in 200 pl heiBen SDS - Puffer resuspendiert und mit dem Ultraschall
(1 s, 15 Zyklen) aufgeschlossen. AnschlieRend werden die Schritte 4.2.1.2 bis
4.2.1.6 der CWP - Praparation durchgefiihrt. Die extrahierten CWPs werden nun auf
einen IPG 4-9 (Auftragsvolumen 140 pl) in der ersten Dimension und auf ein

Vertikalgel (T13, C 2,7) in der zweiten Dimension aufgetrennt.

4.2.2.3 MS - Identifikation des CWP - Extrakts

Fir die Identifikation der chitin - und glucangebundenen Zellwandproteine wird die in
2.2.1 beschriebene Aufzucht und Extraktion durchgefiihrt, mit der Anderunge, daf
keine radioaktive  Markierung, sondern eine  Silberfarbung fur die
Proteinvisualisierung (2.2.3.4.1) zur Anwendung kommt. Nach Féarbung und
computerdensitometrischer Image Analyse werden detektierte Spots keratinfrei
ausgestanzt, in ein steriles Eppendorfgefa? gegeben und im Labor von Prof. Dr.

Matthias Mann (University of Odense) mittels MALDI - MS Analyse zur identifiziert.

4.3 Ergebnisse und Diskussion

4.3.1 Zusammenfassung der methodischen CWP - Extraktion

Es ist bisher nicht gelungen, Zellwandproteine der Hefe in einer reinen Fraktion zu
extrahieren und elektrophoretisch zu trennen und zu identifizieren. Grinde hierftr
maogen die schlechte Loslichkeit oder haufige Modifikationen insbesondere die der
Proteinglycosylierung sein [92, 116].

Im folgenden ist eine Extraktionsmethode beschrieben, mit der es erstmals gelang,

mycotische Zellwandproteine fir die 2D Elektrophorese zu extrahieren.
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vitales

Zellpellet

5mg dw

Suspension von
Zellen und
Zellfragmenten

gereinigte Suspension

von Zellen und
Zellfragmenten

Zellwandfragmente
frei von intakten
Zellen

integrale
Zellwandproteine
glucan- bzw.
chitingebunden

5

4_

4_

Abtrennen der
Cytoplasmafraktion

|

Reinigen der
Zellwandfraktion

{

Substitution von
SDS durch
CHAPS

|

Filtration und
Quantifizierung

!

enzymatischer
Verdau

1. Zellpellets (vitale log-Phase Zellen) in heiBem 200ul SDS-Puffer
resuspendieren

2. Ultraschallbehandlung (15mal 1s; 60W)

3. 5min kochen (95°C), auf 15°C kiihlen und mit 500ul Lp verdiinnen

4. 20min bei RT schitteln dann zentrifugieren (14000 rpm; 5min)

. Ruckstand in 500pl Lp resuspendieren und 5min vortexen

. Abzentrifugieren (14000rpm; 5min) und Uberstand abziehen

. Ruckstand in 200l SDS-Puffer resuspendieren

. Ultraschallbehandlung (15 Zyklen, 1s Agitationszeit; 60W)

. 5min kochen, kuhlen auf 15°C, zentrifugieren (14000rpm; 10min)
Uberstand abziehen

©O© oo~ U

10. Pellet in 500l Lp resuspendieren
11. 45min bei RT schitteln, zentrifugieren (14000rpm; 10min)
12. Uberstand abziehen und in 200ul Lp resuspendieren

13. Jeweils 200pl Zellwandsuspension werden auf ein Whatman
PP-Sieb (10pm) verteilt

14. Filtration (0,8 um; Polyethersulfon- Membran 14000rpm; 5min)

15. Filtrat vortexen, dann poolen

16. 2 mal mit Lp (200pl) waschen

17. Ruckstand in 700ulLp resuspendieren und Extinktion
gegen Lysepufferleerwert bestimmen oder bei S35 markierten Proben
Radioaktivitatsbestimmung durchfiihren (1pl)

18. Zentrifugieren (14000rpm, 10min Uberstand quantitativ entfernen

Chitinaseverdau:

19a. Gereinigte Zellwandfragmente werden in 20ul TrispufferC geldst

20a. Zugabe von 15mU Chitinase (Roche)

21a. 75min Inkubation bei 25°C auf dem Horizontalschttler

22a. Verdiinnen mit 180ul Lysepuffer, 1h bei 25°C schiitteln

23.a. Suspension 15 min mit 14000rpm zentrifugieren ,Uberstand auf das Gel
laden

Glucanaseverdau:

19b. gereinigte Zellwandfragmente in 20pl TrispufferG I6sen

20b. Zugabe von 10mU Glucanase (Interspex)

21b. 45min bei 25°C Inkubation auf dem Horizontalschuttler

22b. Verdiinnen mit 180ul Lysepuffer, Extraktion 1h bei 25°C

23b. Suspension 15min mit 14000rpm zentrifugieren und Uberstand auf das
Gel laden

Abb. 68: Zusammenfassende Darstellung der Extraktionsmethode von mycotischen

Zellwandproteinen
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4.3.1.1 Fraktionierung, Reinigung und SDS - Substitution

Nachdem vitale Pellets mit 5 mg dw kultiviert wurden, besteht der erste Schritt darin,
eine moglichst vollstandige Entfernung der leicht I16slichen Proteine des Cytosols und
der Organellen zu erreichen. Zellwandproteine kénnen héchstwahrscheinlich auf
Grund ihrer niedrigen Kopienzahl pro Zelle und der schlechten Léslichkeit, nicht in
der cytoplasmatischen Fraktion der Zelle detektiert werden. Die Proteine der

abgetrennten Fraktion sind im folgendem Gel dargestellt.

e P——

—— -
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Abb. 69: Elektrophoretische Trennung der im ersten Schritt der CWP- Extraktion entfernten Proteine
des Cytosols und der Organellen. 35S- Methionin markierter Extrakt; IPG 4 - 7; Auftragsmenge 2,5 Mio
cpm.

Wie im Kap. 2.2.2 gezeigt wurde, fuhrt die erstmalige Ultraschallbehandlung unter
den beschriebenen Bedingungen zu einem Zellaufschlul? von etwa 40%. Um eine
guantitative Entfernung der cytoplasmatischen Fraktion zu erreichen, wurde der
Vorgang des Zellaufschlusses und der Proteinsolubilisierung (mit SDS und
Lysepuffer) mehrfach wiederholt (s. Abb. 68).
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Die Substitution von SDS wird nétig, da Konzentrationen von Uber 0,25% SDS im
aufzutragendem Extrakt die isoelektrische Fokussierung stéren. SDS ist ein starkes
anionisches Detergenz, das als einzige Substanz eine Affinitat zu allen gel6sten
Proteinen zeigt [29, 36]. Es eignet sich daher im besonderen fur die quantitative

Entfernung der geldsten cytoplasmatischen Proteine.

hydrophilic

lipophilic

Abb. 70: Strukturformel des anionischen Detergenz, Natriumdodecylsulfat (SDS).

4.3.1.2 Ultrafiltration und Quantifizierung

Die Filtration stellte einen entscheidenden Schritt in der Pr&paration dar, da ohne
erfolgreiche Filtration trotz mehrmaligem waschen, sich ausschlief3lich "high
abundant - proteins" hauptséachlich der Glycolyse und der Mitrochondrien auf dem
Gel zeigten. Das Gelmuster war nahezu identisch mit der in Abb. 69 gezeigten
Exposition.

Hefezellen besitzen entsprechend ihrem Alter und ihrem Wachstumsstadium
unterschiedliche Stabilitat und Integritat beztglich auRerer Einwirkungen . Es scheint,
dai trotz mehrmaligen ZellaufschluBintervallen (SDS - kochen,
Ultraschallbehandlungen) einige besonders robuste Zellen intakt geblieben waren,
und diese dann im folgenden Schritt, nach Zugabe der zellwandaktiven Enzyme 1,3
B-Glucanase bzw Chitinase, lysiert wurden. Dabei wurden deren leicht l8sliche
Proteine des Cytoplasmas freigesetzt und schwerlésliche Proteine der Zellwand
fielen aus [105, 113, 115]. Ein Grund fur das geringe Loslichkeitsprodukt von
Zellwandproteinen kann ihr hoher Modifizierungsgrad (Glycosilierung) sein
[109, 111, 112].

Diese schlechte Ldslichkeit von Zellwandproteinen konnte im Versuch tatsachlich
gemessen werden. Bei der Zugabe von nur 5mU leichtloslicher nicht markierter 1,3
Glucanase zu dem radioaktiv markiertem Extrakt von CWPs, fiel die CWP - Aktivitat
im solubilisierten Uberstand um 15 - 30%. Es scheinen fiur Proteine, ahnliche

Zusammenhange wie beim Ldslichkeitsprodukt anorganischer lonen, zu gelten.



Ergebnisse und Diskussion - mycotische Zellwandproteine 165

Um vor dem zellwandlytischen Verdau samtliche noch intakten Zellen aus dem
Extrakt zu entfernen, wurde die Suspension mit einer 0,8 um Membran gefiltert. Da
derartige Membranen fur Volumina bis 200 pl und Zentrifugationsgeschwindigkeiten
bis 14000 rpm nicht auf dem Markt erhéltlich sind, wurden ausgehend von einem
400 pl Whatman Polypropylensieb (10 pum Porengréf3e), 0,8 um Membrane
verschiedener Hersteller und Materialzusammensetzungen in das Whatmansieb
steril eingepalRt und das Filtrat des zellwandverdauten Extrakts nach
elektrophoretischer Trennung auf Eignung gepruft.

Da sich die Hersteller bzgl. Proteinaffinitdten und Reinigungsgrad der Membranen
stark widersprechen, und eine Absattigung der Membran mit leichtléslichem Albumin
wegen Ausfallen der CWPs nicht mdglich war, wurden in der oben beschriebenen

Weise neun verschiedene Membranen getestet.

4.3.1.2.1 Keratinkontaminationen der Membranen

Da nach Filtrationen mit Cellulose-, Cellulosetriacetat- und
Polyethersulfonmembranen von Renner und MembraPure keine Zellwandproteine,
sondern hauptsachlich Keratinproteine elektrophoretisch nachgewiesen wurden (s.
Abb. 71), sind im weiteren ausschlieBlich Membrane von Schleicher & Schill
verwendet worden.

Die Abwesenheit der CWPs nach Filtration mit Renner und MembraPure Membranen
kann auf zu grof3e Proteinaffinitaten der verschiedentlich chemisch stabilisierten
Membranen zurlckzufihren sein. Hohe Keratinkonzentrationen in Membranen
konnen beispielsweise durch Unsauberkeiten in deren Herstellung entstehen.

Im folgenden ist ein typisches Gel nach Filtration mit Membranen von MembraPure
oder Renner dargestellt.

Die Identifikation der Proteine mittels MALDI - MS ergab, dal es sich um Cytokeratin
der K1- und K2- Gruppe handelt. Diese Keratinkontaminationen werden durch die
Gene KTR10 bis KTR19 im Fall der K1 - Familie, und KTR1 bis KTR9 exprimiert.
K1 - Keratin haben gewo6hnlich epidermalen Ursprung , K2 - Keratine stammen
meist aus Haaren [116, 129, 133].

Abbildung 71 zeigt das typische 2D - Muster der Keratinkontaminationen.
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Abb. 71: Keratinkontamination nach Filtration der chitinaseverdauten CWP - Fraktion mit einer

Polyethersulfonmembran (0,8 um) von MembraPure. 2D Elektrophorese: IPG 4 - 9;

4.3.1.2.2 Ultrafiltration mit regenerierter Cellulose-, Celllosetriacetat- und

Polyethersulfon
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Die Membrane von Schleicher & Schill sind glyceringetrankt und zeigten im

Vergleich zu den beiden anderen Herstellern relativ hohe Stabilitat bei der

Ultrafiltration der Zellwandfraktion; nach 2D - elektrophoretischer Trennung waren

nur geringe Keratinkontaminationen auf den Gelen nachweisbar.

Die cpm - Werte der scintillatorischen Isotopenbestimmung der Membrane und des

Filtrats sind in Tab. 20 dargestellt.

Tab. 20: Szintillationsmessung der Membran und des Filtrats verschiedener Ultrafiltrationen (S &S)

cpm / Filtrat | cpm / Filter Farbung Konsistenz
reg. Cellulose 3080 30900 farblos labil
Polyethersulfon 12400 18800 braunlich stabil
Cellulosetriacetat 5690 26600 gelblich bedingt stabil

Da zu diesem Zeitpunkt die Zellwandproteine noch nicht durch enzymatischen

Verdau freigesetzt worden sind, lait sich alleine durch die cpm - Messung der
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Membranen keine Aussage machen, ob die Aktivitat der Membran aus Proteinen
noch intakter Zellen oder aus integralen CWP der Zellwandfragmente stammt.

Die Isotopendetektion des Filtrats gibt erste Anhaltspunkte flr eine Eignung der
Membran. Die hohen Aktivitdten im Filtrat nach Polyethersulfonfiltration lassen eine
guantitative Filtration der CWP - Fragmente vermuten; mdglich wéare aber auch eine

"Verunreinigung" durch cytoplasmatische Proteine.

Die Membranen von Schleicher & Schill zeigen eine hohe Stabilitat bei der

Ultrafiltration der Zellwandfraktion.

Vor der
Ultrafiltration

Nach der

Ultrafiltration

regenerierte Polyether- Cellulose-
Cellulose sulfon triacetat

Abb. 72: Ultrafiltrationsmembranen aus regenerierte Cellulose, Polyethersulfon

und Cellulosetriacetat (Hersteller Schleicher & Schiill)

Die Stabilitait der Membran ist ein weiteres wesentliches Kriterium fir die
Reproduzierbarkeit der Filtration. Wahrend die Membranen aus Cellulose nach der
Filtration zum Einreisen neigen, behalt die Polyethersulfonmembran ihre
Anfangsstabilitat nahezu bei. Die braunliche bzw. gelbliche Farbung der Membrane
(PS und CTA) lait auf die Filtration weiterer, fur die Elektrophorese mdglicherweise
storender Substanzen schliel3en.

Einen  endgultigen  Aufschlu®  uUber den Filtrationserfolg gibt eine
2D elektrophoretische Trennung, der in diesem Fall mit Chitinase verdauten
Zellwandfragmente (Abb. 73).
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Abb. 73: 2D - Elektrophoretische Trennung (IPG 4 - 9, m. radioaktiver Marker) von 35S -

markierten CWP nach Chitinaseverdau bei Ultrafiltration mit reg. Cellulose -,
Polyethersulfon - und Cellulosetriacetatmembran
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Bei Vergleich der drei Gele erkennt man, dal3 bei allen drei Filtrationen, eine
guantitative Entfernung cytosolischer Proteine erfolgt ist (vgl. 4.3.1.1). Deutlich
erkennbar ist auch die unterschiedliche Proteinmenge im Filtrat, die dann im
enzymatischen Verdau freigesetzt werden konnte. Da bei allen Filtrationen
Membranen gleicher Porengréf3e (0,8 um) und zudem gleiche Zellausgangsmengen
(5 mg dw) verwendet wurden, mufl3 der Grund in unterschiedlichen CWP - Affinitaten
der Membrane gesucht werden.

Zusammenfassend laR3t sich feststellen, dal? die Polyethersulfonmembran geringste
Bindungsaffinitaten zu Zellwandproteinfragmenten, regenerierte Cellulose - und
Cellulosetriacetatmembranen dagegen erhohte Affinitdten aufzeigen. Die
computerdensitometrische Auswertung der elektrophoretischen Trennungen decken
sich somit mit der cpm - Messung des Filtrats vor dem enzymatischen Verdau. Der
radioaktive Molekulargewichtsmarker wurde aus der cytosolischen Fraktion
hergestellt. Die Auftragsmenge pro Gel betrug 2,5 Mio cpm fir den CWP - Extrakt
und 1,5 Mio cpm fur den Marker. Fur die optimierte Filtration weiterer CWP -
Fraktionen wurde ausschliel3lich die Polyethersulfonmembran von Schleicher &

Schill verwendet.

4.3.1.3 Enzymatischer Verdau zur Freisetzung der CWPs

Fur die Optimierung des enzymatischen Verdaus wurden drei Chitinasen und zwei
Glucanasen getestet. Da die Hersteller keine néheren Angaben Uber
Proteaseaktivitdten, Kontaminationen und substratspezifische Aktivitatsangaben bei
diesen Enzymen machen, wurden die verschiedenen Enzyme auf Eignung fir den

Verdau der Zellwandfragmente getestet.

4.3.1.3.1 Chitinaseverdau

Obwohl die genaue Struktur der mycotischen Zellwand noch nicht bekannt ist, wurde
in neueren Veroffentlichungen die Bedeutung des Chitins fur die Vernetzung der
verschiedenen Zellwandkomponenten besonders hervorgehoben [96, 120, 124]. Der
Anteil des Chitins an der Zellwandstruktur betragt nur etwa 2%, kann aber nach einer
Chitinsyntheseinhibition zu stark veranderten Phéanotypen oder auch zur Letalitat der
Zelle fuhren, wodurch der mycotische Chitinsynthesekomplex der Hefe ein wertvolles
Target fur ein Antimykotika darstellt.
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In der CWP - Extraktionsprozedur wurde die Chitinase, wie auch die parallel
eingesetzte Glucanase, fur die Lyse der gereinigten Zellwandfragmente verwendet.
Das Enzym setzt im besonderen integrale Zellwandproteine durch den Verdau der
Zellwandfragmente frei. Die Lyse der Zellwandfragmente beruht im Fall der Chitinase

von Roche (N-Acetyl-R-D-glucosaminidase) auf folgender Reaktion:

GIuNAcR 122 Man keine Spaltung von GIluNAcR 124 Man
GIluNAcR 1>3 Gal folgenden Bindungen: GIuNACcR 126 Man
GIuNAcl 1->6 Gal

O - modifizierte Glucane kénnen nur teilweise gespalten werden.

CH20H

CH20H

NH

CH20H o o
CH20H o o NH cocns
CH20H o o} T‘H cocrs
(o] [e) NH COCHs
NH C‘OCHa

Abb. 74: Struktur des nicht substituierten Chitins, Bestandteil der Zellwand von S. cerevisiae und

Target der N-Acetyl-3-D-glucosaminidase.

4.3.1.3.1.1 Wirkungsspektren verschiedener Chitinasen

Im folgenden wurden drei substratfreie Chitinasen verschiedener Anbieter und
lytischer Eigenschaften fir die Eignung zur Freisetzung der CWPs aus den
gereinigten Zellwandfragmenten geprift. Nach Herstellerangaben zeigen alle drei
Enzyme Chitinaseaktivitat und eignen sich fur die Lyse von Hefezellen.

Angaben Uber genaue Aktivitdten bzw. Kontaminationsbeschreibungen waren nur
fur die Chitinase von Roche erhdltlich. Diese Chitinase ist eine N-Acetyl-3-D-
glucosaminidase, welche aus der Kultur von Diplococcus pneumoniae durch
Ultrazentrifugation mit anschlielenden Reinigungsschritten gewonnen wird. Diese
Chitinase ist frei von a und (- Galaktosidase, a und [3- Mannosidase, a und [3-
Glucosidase und a- Fruktosidase. Des weiteren konnte laut Herstellerangaben keine
Proteaseaktivitat (nach der Methode von Twining et. al.) nachgewiesen werden [120,
124].
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Abb. 75: 2D - Elektrophoretische Trennung (IPG 4 - 9) der Chitinasen von Calbiochem,

Roche und Fluka; Auftragsmenge 1,5 units.
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4.3.1.3.1.2 Detektion chitingebundener CWPs

Fir die Detektion chitingebundener (Abb. 76), und glucangebundener (s. Abb. 78)
Zellwandproteine  wurden das substratfreie  Enzym, die silbergefarbte
elektrophoretische Trennung der CWP - Fraktion und die 35S - markierte Fraktion
gegenubergestellt und computerdensitometrisch ausgewertet.

Nach Auswertung der Gele kdonnen Zellwandproteine der Hefe, von Spots der
Acetylglucosaminidase und von Keratinverunreinigungen im silbergefarbten Gel
unterschieden werden, da nur Zellwandproteine radiokativ markiert sind. Die
Zuordnung der Spots im silbergefarbten Gel wird notwendig, da eine MALDI - TOF
Identifiziertung aus dem radioaktiven Exponat nicht gelingt.

Die Acetyglucosaminidase zeigt in ihrer substratfreien Form nach einer
elektrophoretischen Trennung (IPG 4 - 9) im wesentlichen sechs Proteinspots, die im
Radiogram nicht detektiert wurden. Zudem konnten Keratinkontaminationen
bestimmt werden (s. Abb. 72) , die weder im substratfreien Enzym, noch im
radioaktiv markierten Exponat detektiert wurden. Eine ahnliche Keratinanreicherung
im silbergefarbten Gel konnte bei der Extraktion der glucangebundenen
Zellwandproteine beobachtet werden (Abb. 78).

Diese Keratine muf3ten demnach im Verlauf der Zellaufzucht, der CWP - Praparation
oder der Silberfarbung eingebracht worden sein.

Im chitinaseverdauten Extrakt wurden aus dem Radiogram 46 Zellwandproteine von
Saccharomyces cerevisiae detektiert, von denen vier massenspektrometrisch
identifiziert wurden (s. Tab. 22).

Aus dem glucanaseverdauten Extrakt wurden 87 Zellwandproteine detektiert
(Abb. 78), von denen sieben mit MALDI - TOF identifiziert wurden (s. Tab. 21).

Die extrahierten Zellwandproteine aus der chitinverdauten, wie auch aus der
glucanverdauten Fraktion besitzen Molekulargewichte zwischen 30 - 120 kD und
liegen in einem pl Bereich von etwa 5 - 7.

Im folgenden (Abb. 76) ist die zweidimensionale elektrophoretische Trennung
(IPG 4-9) der substratfreien Chitinase (Roche), die durch den Chitinaseverdau
freigesetzten Zellwandproteine (Silberfarbung) und die radioaktiv markierte Fraktion
der CWPs dargestellt.
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Abb. 76: Darstellung der 2D elektrophoretischen Trennungen (IPG 4 - 9) von substratfreier

Chitinase (Roche), silbergefarbter chitinaseverdauter CWPs und dem entsprechenden

35S - Methionin markierten Extrakt. Proteine der Chitinase sind mit Strichen / Pfeilen

angedeutet, Keratinspots sind durch Umrandungen markiert.
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4.3.1.3.2 Glucanaseverdau

Die Glucanase von Sigma ist als Lyticase / Zymolase (Arthrobacter luteus - Isolat)
auf dem Markt. Die Aktivitat dieses Enzyms ist mit 20000 units/g angegeben. Die
wesentliche Aktivitat dieses Enzyms ist eine 3-1,3- Glucan -laminaripentaohydrolase,
welche lineare Glucanpolymere an deren 1-3 Bindungen hydrolisiert.

Neben der 3 -1,3 - Glucan- laminaripentaohydrolase kénnen Nebenaktivitaten von (3-
1,3 Glucanase (ca. 1,5 - 100000 units/g), Proteasen (ca. 1,5 - 10000 units/g) und
Mannanasen (ca. 1,5 -100000 units/g) enthalten sein. Amylase, Xylanase und
Phosphatase kdnnen in Spuren vorhanden sein, DNase und RNase wurden nicht
nachgewiesen. Aktivatoren dieser Reaktion sind freie SH - Gruppen organischer
Molekile wie Cystein, DTT oder Inkubationsbedingungen bei einem pH von 6,5 und
35 °C.

Auch nach vorschriftsmaRiger Anwendung konnten mit diesem Enzym keine CWPs
elektrophoretisch nachgewiesen werden. Grund hierflr ist wahrscheinlich die sehr
hohe Proteasekontamination (bis zu 10000 units/g) im Rohenzym, welche einen
unmittelbaren Abbau der freigesetzten CWPs bedingen wiirde (s. Kap. 2.3.2.1).

Die Glucanase von Interspex (San Mateo, USA) ist die wohl weltweit einzige
kommerziell erhaltliche proteasefreie 3- 1,3 Glucanase. Das Enzym wird von einem
E. coli Stamm produziert, der ein rekombinantes R- 1,3 Glucanasegen eines
Arthrobacter - Stammes tragt. Das Enzym besitzt eine sehr hohe Aktivitat (Lyse von
0,6 Mio Zellen/min bei einem pH von 7,5 und 25 °C), zudem sind keine
Nucleinsauren, RNase- oder DNaseaktivititen oder Fremdenzyme nachweisbar.
Optimale Inkubationsbedingungen stellen reduzierendes Milieu, monobasische
Puffer (pH 7,5), eine Temperatur von 25 °C und ein auf die Zellmasse angepalites
Verdauungsintervall dar.

Im folgenden sind die 2D - elektrophoretischen Trennungen der substratfreien
Glucanasen von Sigma (Enzymgemisch) und Interspex (Monoenzym) auf einem IPG
4 - 9 dargestellt. Die Enzyme wurden nach den Empfehlungen des Herstellers
solubilisiert, dann mit Lysepuffer denaturiert und auf das Gel geladen
(Auftragsmenge 1,5 u).
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4.3.1.3.2.1 2D - PAGE verschiedener 1,3 R-Glucanasen

Sigma

Interspex

Abb.77: 2D - Elekrophoretsche Trennung (IPG 4 - 9) der Glucanasen von Sigma und Interspex;

Auftragsmenge 1,5 units
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Obwohl John et al. fur die quantitative Lyse von Hefezellen, Lyseenzyme bestehend
aus verschiedenen Komponenten ( Mannanase, Chitinase, Glucanasen) empfiehilt,
scheinen gerade diese Enzyme auch stark mit Proteasen kontaminiert zu sein [97].
Da John weniger an einer Expressionsanalyse als vielmehr an der quantitativen
Freisetzung des Protoplasten interessiert war, wurden Proteaseaktivititen der
lytischen Enzyme nicht untersucht. Als wesentliches Target fir die enzymatische
Zellwandlyse, fand auch er die (- 1,3 Glucanstruktur der Mycota, deren
enzymatischer Spaltung héchste Skleroplastenbildung zur Folge hatte.

Asenio et. al, der eine Methode fir die Extraktion recombinanter 60nm
Proteinpartikel (VLPs, virus like particles) nach enzymatischer Lyse aus dem Cytosol
der Hefe fand, konnte einen Zusammenhang von proteolytischer Aktivitat und
Enzymgemischen feststellen [94, 111]. Bei der Verwendung eines "crude lytic
enzyme complex" konnten trotz einer ZellaufschluBrate von 50% und der
Verwendung von Proteaseinhibitoren wie PMSF, Quecksilberchlorid oder Aprotinin
keine VPLs extrahiert werden. Erst nach mehrstufiger Reinigung und Trennung des
proteolytischen und zellwandlytischen Komplex war bei 17% Zellaufschluf3rate die
Extraktion der VLP erfolgreich.

Ahnliche Erkenntnisse wurden auch bei der oben beschriebenen Extraktion der
glucan-, bzw chitingebundenen CWPs gewonnen. Bei Verwendung von
Enzymgemischen, oder nicht mehrfach gereinigten Préparaten wie z.B. der Lyticase
von Sigma, konnten keine CWPs elektrophoretisch nachgewiesen werden.

Die elektrophoretische Trennung der substratfreien Lyticase zeigt viele Proteine im
Bereich von 25 bis 60 kD. Viele Proteasekomplexe, wie Aminopeptidase 1 (APEL1),
Carboxypeptidase S (CPS1), Proteinase A (PEP4) oder Dipeptidylaminopeptidase B
(DAP2) sind bereits gut beschrieben und weisen organismusubergreifend
Molekilgewichte von 35-70 kD und isoelektrische Punkte von pl 5 - 8 auf [27, 34]. Da
viele der aufgetrennten Proteine des Sigma - Praparates in diesem Bereich liegen,
liegt die Vermutung nahe, dal® es sich hierbei unter anderen um aktive Proteasen
handelt.

Fur die Extraktion der glucangebundenen CWPs wurde ausschliefRlich die
proteasefreie 3- 1,3 Glucanase von Interspex verwendet. Die weiteren Proteine des
Interspex- Praparates (s. Abb. 77) koénnten beispielsweise proteolytisch inaktive
Enzyme sein, die zum Glucanasekomplex der Hefe gehdoren.
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4.3.1.3.2.2 Detektion glucangebundener CWPs
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Abb. 78: Vergleich der 2D - elektrophoretischen Trennungen (IPG 4 - 9) von substratfreien Glucanase
(Interspex), silbergeféarbter glucanverdauter CWPs und dem entsprechenden 35S - Methionin markierten
Extrakt. Proteine der Glucanase sind mit Strichen / Pfeilen angedeutet, Keratinspots sind durch
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4.3.1.4 Fazit

Fur die Trennung durch Ultrafitration von intakten Zellen und Zellwandfragmenten,
hat sich die Polyethersulfonmembran (0,8 um) bzgl. Proteinbindungsaffinitat und
Stabilitat als am geeignetsten erwiesen. Nach Wirkungsanalyse von funf
verschiedenen zellwandlytischen Enzymen haben sich die (- 1,3 Glucanase von
Interspex und die Acetylglucosaminidase von Roche als geeignet fir die Freisetzung
der CWPs in S. cerevisiae erwiesen. Im chitinaseverdauten Extrakt konnten aus dem
Radiogram 46 Zellwandproteine detektiert werden, von denen vier
massenspektrometrisch identifiziert wurden (s. Tab. 22). In dem glucanaseverdauten
Extrakt wurden 87 Zellwandproteine detektiert (Abb. 78), von denen sieben mit
MALDI - TOF identifiziert wurden (s. Tab. 21).

4.3.2 Darstellung der CWPs

Um die Zellwandproteine der Hefe aus dem gesamten Proteom detektieren und
fraktionieren zu  konnen, wurden mehrere Praparate fur die
Interferenzkontrastmikroskopie angefertigt und radioaktive Isotopendetektion in den
einzelnen Isolationsschritten durchgefiuihrt. Fir eine verbesserte Darstellung der
CWPs wurden modifizierte Bedingungen in der elektrophoretischen Trennung

angewendet.

4.3.2.1 Interferenzkontrast Mikroskopie aus den einzelnen Isolationsschritten
Fur die Detektion der Zellwandproteine wurden Praparate fur die
Interferenzkontrastmikroskopie von den einzelnen Isolationsschritten angefertigt.

Die erste Aufnahme (Abb. 79a) wurde aus vitalen geernteten Zellen der
logarithmisch wachsenden Kultur durchgefuihrt, die in dieser Weise am Beginn der
Extraktionsprozedur verwendet wurden. Die Aufnahme zeigt ungeféarbte intakte
Zellen, die teilweise im Knospungsprozeld begriffen sind. Im mikroskopischen
Praparat (1200x) konnen pulsierende Vakuole und Starkegranula deutlich
zugeordnet werden.

Die zweite Aufnahme (1000x) zeigt die Zellen nach Ultraschallaufschlu® in SDS -
Puffer (Abb. 79b). Das Praparat wurde Methylenblau gefarbt, wodurch selektiv das
Cytoplasma, nicht aber die Zellwand gefarbt wurde. Auf dem Photo lassen sich
gedffnete Zellen (weil3), von geschlossenen (blau) deutlich unterscheiden. In den

noch intakten blaugefarbten Zellen &Rt sich bei genauer Betrachtung die ungefarbte
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umschlieBende Zellwand der Hefezelle vom blaugefarbten Inneren, dem Cytoplasma
unterscheiden. Die weilRen gedffneten Zellen stellen leere Zellhlilsen dar, in denen
das blaugefarbte Cytoplasma ausgelaufen ist, und die ungefarbte Zellwand die Form
der urspringlichen Zelle andeutet. An den leeren Zellhiilsen sind deutlich die
mechanische Agitation der Utraschallwellen zu erkennen. Fur die weitere Extraktion
der Zellwandproteine missen diese Zellhililsen von den geschlossenen Zellwanden

und dem ausgelaufenen Cytoplasma getrennt und angereichert werden.
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Abb. 79: Interferenzkontrast - Mikroskopie der wesentlichen Isolationsschritte

a) log - Phase Zellen, kultiviert auf Glucose synthetischen Medium ( ungeféarbt, Interferenzkontrast)

b) mit Ultraschall aufgeschlossenen Zellen, Zellwandfragmente sind farblos (Methylenblau - Cytosolféarbung)
c) Ultrafiltration des Extrakts, gereinigte CW -Fragmente ohne intakte Zellen (Methylenblau - Cytosolfarbung)
d) verdaute Zellwandfragmente, Freisetzung der CWPs ( Lowry Farbung an SDS - Kristallen)

In der dritten Abbildung (c) sind die Zellen nach der Ultrafiltration durch die
Polyethersulfonmembran (0,8 pm) und mehrfachen Waschschritten bei 1200x
VergroRerung dargestellt. Man erkennt eine deutliche Anreicherung der ungefarbten
Zellwandfragmente; nur noch wenige kleine intakte Zellen (Blaufarbung) sind in dieser

Fraktion vorhanden. Durch das mehrmalige waschen in osmotisch aktiver
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Harnstoffflosung (Lysepuffer) hat sich die rundliche &ufRere Form der Zellwand in
eine durch Wasserentzug bedingte geschrumpfte Form, verandert. Die Trennung der
intakten Zellen von den Zellwandfragmenten ist ein wesentlicher Schritt in dieser
Extraktionsprozedur, da bei anschlieRender Zugabe der zellwandlytischen Enzyme,
intakte Zellen enzymatisch aufgeschlossen, und die Proteine des Cytoplasma die
schwer l6slichen und in niederen Konzentrationen vorhandenen CWPs ausféllen

wirden.
In Abb. 79d ist bei 1000 facher VergroRerung die CWP - Extraktion nach dem

zellwandlytischen Verdau (Chitinaseverdau) zu sehen. Die Praparatfarbung ist nach
Lowry im SDS - Puffer durchgefihrt worden; diese Farbung detektiert
Proteinpeptidbindungen (Biuretreaktion) in einem blaugefarbten Komplex (s. Kap.
2.3.1.5). Zur Detektion der freigesetzten Zellwandproteine wurde das Praparat bis
zur beginnenden SDS - Kristallisation getrocknet. Es erfolgte die Reinkristallbildung
des Natriumdodecylsulfats, das SDS - solubilisierte Protein wird an die
Kristalloberflache verdrangt und kann so als blaugefarbtes Protein an der farblosen
Kristalloberflache mikroskopisch detektiert werden. Am rechten Bildrand ist eine
intakte Zelle oder dessen Protolast zu erkennen, welche die gesamte Prozedur
Uberstanden haben muf3. Derartige Zellen werden durch Zentrifugation

(5 min, 14000 rpm) am Ende der Extraktion entfernt.

4.3.2.2 Radioaktive Detektion der CWP aus dem Gesamtproteom

Fur die Bestimmung der Proteinkonzentrationen in den einzelnen Isolationsschritten
wurden eine 35S - Isotopendetektionen (s. Kap. 1.3.1.6) ausgehend von einer
radioaktiv markierten Kultur (12 pCi/ml; OD 1,0; 12ml Kulturvolumen; 5 mg dw)

durchgefuhrt. Es handelt sich hierbei um folgende Proben:

1) 35S - Detektion des Kulturmediums vor der Zellernte

2) Messung der Waschlosung ( steriles Wasser bidest.) nach dem Ernten der Zellen
3) Bestimmung des 35S markierten Proteins nach Ultraschallbehandlung des Pellets
4) 35S - Detektion der gesammelten Waschlésungen warend der Extraktion

5) Bestimmung der Proteinkonzentration nach Glucanaseverdau der Zellwand
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0 O sekretorische Proteine
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Abb. 80: Darstellung der Proteinverteilung (35S - Markierung) in den einzelnen
Isolationsschritten der Extraktionsprozedur

Nach Auswertung der Graphik zeigte sich, dall 49% der Gesamtaktivitat im

Kulturmedium bzw. als markierte sekretorische Proteine im Medium verblieben. Wie
bereits in Kap. 2.2.1.6.2 in der 35S - Absorptionskinetik von Hefezellen beschrieben,

muf3 man davon ausgehen, daR der grofdte Teil dieser Aktivitdt aus nicht
absorbierten Methionin stammt. 10% der Gesamtaktivitdt wird durch das Waschen
der geernteten Zellen in sterilem Wasser (bidest.) entfernt. Hierbei handelt es sich
um adsorbiertes 35 - Methionin und um surfaciale Proteine der Zelle.

Die dritte 35S - Messung wurde nach Ultraschallbehandung im SDS - Puffer, aus
dem klaren Uberstand durchgefiihrt. In dieser Fraktion befinden sich ausschlieRlich
Proteine des Cytosols und der Organellen von geodffneten Zellen. Etwa 1/3 der
Gesamtaktivitat ist in dieser Fraktion solubilisiert. Proteine dieser Fraktion
(s. Abb. 69) wurden entfernt, da diese durch ihre hohe Kopienzahl und
Leichtloslichkeit storend wirken wirden. In der vierten Messung wurde die Aktivitat
aus den gesammelten Waschlosungen, die wahrend der Prozedur angefallen waren
bestimmt. Die Messung ergab einen Wert von 4% der Gesamtaktivitat. Die Aktivitat

der Waschlésungen setzt sich aus Proteinen aller Fraktionen zusammen.

Die letzte Messung wurde nach Chitinase und Glucanaseverdau desselben Pellets
im Lysepufferextrakt durchgefuhrt. Die CWP - Konzentration von 3% der
Gesamtaktivitdt zeigen die geringe Kopienzahl dieser Proteine auf, und sind
maoglicherweise Grund dafir, da’ es bisher nicht gelang eine Fraktion von CWPs zu
isolieren. Bei dieser Messung wurde die Aktivitatenverteilung der gesamten
Prozedur, beginnend von der Markierung der Zellen bis zur Bestimmung der

freigesetzten CWP - Konzentration lliickenlos dargestellt.
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3.4.2.1

Optimierte Trennung der CWP - Fraktion in der 2. Dimension
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Abb. 81: 2D - Elektrophorese (IPG 4 - 9) der chitingebundenen Zellwandproteine von

Saccharomyces cerevisiae (Wildtyp 288c)
a) 2. Dimension nach Standardprotokoll
b) 2. Dimension mit verlangerter Laufzeit und Tankpufferwechsel
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Die elektrophoretische Trennung der 2. Dimension wurde bisher mit folgenden
Parametern durchgefuhrt [21]:

Probeneinlauf: 1h 80 mA 200V

Trennung: 18 h 160 mA 200V

Das Ergebnis dieser Trennung zeigt sich in Abb. 81 a; da es sich in dieser Fraktion

des Hefeproteoms ausschliel3lich um Proteine im Molekulargewichtsbereich von

120 - 30 KD handelt, macht es Sinn diese Proteine auf das ganze Gelformat zu

trennen.

Folgende Vorteile ergeben sich aus einer Spreizung der Trennung in der 2.

Dimension:

- computerdensitometrische Auswerteverfahren kénnen einfacher und mit hoherer
Reproduzierbarkeit durchgefiihrt werden

- das Ausstechen der Spots fir die MALDI Sequenzanalyse kann genauer und ohne
Proteinkontaminationen benachbarter Spots durchgefuhrt werden

- Spots, die mehrere Proteine beinhalten, kénnen auf diese Weise u. U. in einzelne
Spots getrennt werden

- fur die Spotbeschriftung eines "Mastergel" (s.2.4.5.1) verspricht diese
Geldarstellung eine erhohte Ubersicht.

Anstelle einer Verringerung des T - Wertes, welcher zu einer verschlechterten

Trennung niedermoleklarer Proteine flihrte, gelang es hier erstmalig, eine Spreizung

der Trennung in der 2. Dimension durchzufuhren; hierzu wurde die Laufzeit, bei

gleichzeitigem Tankpufferwechsel nach 18h Trennzeit verdoppelt.

Probeneinlauf: 1h 80 mA 200V

1. Trennphase: 18h 160 mA 200V

Tankpufferwechsel: quantitativer Austausch (20l) des Tankpuffers

2. Trennphase 18 h 160 mA 200V

Werden Fraktionen mit grolRem Anteil an niedermolekularen Proteinen getrennt, muf3
die Laufzeit entsprechend reduziert werden, um zu vermeiden, dal3 niedermolekulare

Proteine auswandern und somit nicht mehr erfal3t und ausgewertet werden kénnen.
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4.3.2.4 MS - Identifikation des CWP - Extrakts

Es wurden insgesamt 8 Proteine aus der extrahierten Fraktion identifiziert. Die Spots
wurden nach Silberfarbung der Gele (Glucanfraktion, Chitinfraktion) ausgestanzt,
tryptisch verdaut und mit Hilfe der MALDI TOF - Analyse identifiziert.

4.3.2.4.1 Glucangebundene CWPs

k. e
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Abb. 82: Darstellung der mittels MALDI-tof MS identifizierten Zellwandproteine von
Saccharomyces cerevisiae (S288c) nach 1,3 3 - Glucanase Verdau (Interspex) im 2D
Gel.

Die Identifikation der glucangebundenen Proteine (Tab. 21) zeigt die hohe
Selektivitat der Fraktion bzgl. ihrer Fraktionsreinheit. YBR067c, YKL164c, YGR189c,
sind in den Datenbanken als direkte Zellwandproteine charakterisiert, YLLO24c und
YBR169c haben die Bezeichnung "cytoplasmic translocated”. Es kann gefolgert
werden , dal3 diese translokalen Proteine nicht nur im Cytoplasma, sondern auch in

der Zellwand prasent sind.
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Die Lokalisation von YALO18c ist als "unspecified integral membran™” beschrieben;
durch die Identifikation des Proteins aus der glucangebundenen CWP - Fraktion, wird
der Datenbankeintrag um die Beschreibung

" glucan linked cell wall protein "

erweitert werden.

YJL159w bestatigt mit dem Eintrag Uber die Lokalisation "extracellular, cell wall" in
der Datenbank die hohe Selektivitat dieser Extraktionsprozedur. Zudem kann man
bei Detektion weiterer extracellular gebundener Proteine aus der Glucanase -
verdauten Fraktion auf eine Glucan - Proteinbindung von extrazellularen Proteinen
schlief3en.

Zu den Genprodukten YBRO67c, YBR169c, YALO18c und YJL159w wird die
Beschreibung

"glucan linkage"

fur die zellulare Proteinlokalisation in die Datenbanken hinzugefugt.

Als nachster Schritt kdnnte die Identifikation weiterer Spots aus dieser Fraktion
erfolgen, die dann ebenfalls als glucangebundene Zellwandproteine beschrieben
werden konnen, oder es kann eine funktionale Beschreibung dieser weitgehend
unbekannten ORFs durch Applikation verschiedener Induktionen (s. 4.3.2.5)

durchgefuhrt werden.

Tab. 21: Zuordnung von bereits bekannten Funktionen, zellularen Aufgaben und
Lokalisation der identifizierten glucangebundenen Proteine nach Datenbankrecherche

(www.expasy.ch; www.proteome.com;)

gene name cellular role biochem. function |localisation

YBRO067c cell stress unknown cellwall

TIP1 cell wall maintance

YKL164c cell stress structural protein cell wall

PIR1 cell wall maintence P

YGR189c cell wall maintance unknown cell wall

YLLO24c protein folding heat shock protein cytoplasmic

SSA2 protein translocation chaperones translocated

YBR169c rotein foldin shock protein cytoplasmic

SSE2 P 9 chaperones translocated
unspecified integral

YALO18c unknown unknown membrane

YJL159w cell stress heat shock protein extracellular

HSP150 cell wall maintance structural protein cell wall
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4.3.2.4.2 Chitingebundene CWPs
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Abb. 83: Darstellung der mittels MALDI -tof identifizierten Zellwandproteine von Saccharomyces

cerevisiae nach Chitinase Verdau (Roche

Die Fraktionen der chitin- und der glucanverdauten Zellwandfragmente zeigen die zu
erwartende Ahnlichkeit in den elektrophoretisch getrennten Fraktionen, da es sich bei
beiden Fraktionen um das gleiche Zellkompartiment, namlich das der Zellwand

handelt.

Tab. 22: Zuordnung von bereits bekannten Funktionen, zellularen Aufgaben und Lokalisation

der identifizierten Proteine nach Datenbankrecherche (www.expasy.ch; www.proteome.com;)

gene name cellular role biochem. function | localisation
cell wall maintance cytoskeletal

YNL233w cytokinesis unknown bud neck

YKL164c cell stress structural protein cellwall

PIR1 cell wall maintence P

YGR189c cell wall maintance hydrolase cell wall

YLLO24c protein folding heat shock protein cytoplasmic

SSA2 protein translocation chaperones translocated




Ergebnisse und Diskussion - mycotische Zellwandproteine 187

Bei Vergleich von glucan- und chitingebundener Fraktion sind signifikante
Unterschiede der einzelnen CWPs bezlglich ihrer Quantitat zu erkennen, woraus auf
die entsprechende Affinitdt des jeweiligen Proteins zu Glucan bzw. Chitin in der
Zellwand geschlossen werden kann.

Obwohl nur ein Chitinanteil von 2% in der Hefezellwand bestimmt wurde
(Glucananteil 57%), wird durch Chitinasebehandlung bereits ein Grof3teil der
zellwandgebundenen Proteine freigesetzt.

Dies deutet auf eine wesentliche Funktion des Chitins bzgl. der Integritat und
Organisation der Zellwand hin [96, 130, 136].

Ein Zellwandprotein, das im Vergleich zu den anderen CWPs eine hohe Affinitat zu
Chitin besitzt ist das YNL 233w (s. Abb. 83). Fur die Erweiterung der
Datenbanklistungen ist die Beschreibung

linkage to the cell wall component chitin

zutreffend.

4.3.2.4.3 Fazit

Zusammenfassend |aRt sich sagen, dal’ die beschriebene Extraktionsmethode eine
sehr hohe Selektivitdt bzgl. der extrahierten Proteine aufweist. Es konnte gezeigt
werden, dal3 nach 1,3 3- Glucanasebehandlung der Zellwand mehr CWPs freigesetzt
werden konnten, als nach einem Chitinaseverdau. Es wurden sieben CWPs aus der
glucanaseverdauten und vier aus der chitinaseverdauten Fraktion identifiziert. Nach
Quantifizierung der entsprechenden Proteinspots konnte festgestellt werden, daf3
YNL233w eine hohere Bindungsaffinitat zu Chitin, YKL164c, YGR189c, YLLO24c,
YBRO67c, YALO18c, YJL159w, YBR169c dagegen eine hdhere Affinitdt zu Glucan

aufzeigen.

4.3.2.5 Diskussion und Datenbankreche der identifizierten CWPs

Im folgenden werden die identifizierten glucan- und chitingebundenen CWPs
beschrieben und kategorisiert.

Es wird ein Modell fur die Freisetzung der CWPs in der durchgefihrten
Extraktionsprozedur gezeichnet und die funktionelle Analyse des bisher in der
Funktion unbekannten Zellwandproteins YALO18c durchgefuhrt.
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4.3.2.5.1 Modell der CWP Freisetzung
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Abb. 84: Modell der fur die Freisetzung der Zellwandproteine in Saccharomyces cerevisiae nach der

in 4.3.1 beschriebenen Extraktionsprozedur
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4.3.2.5.2 CWP - Datenbankeintrag

Es sind bisher 35 Zellwandproteine in der Hefe beschrieben und identifiziert worden,
wobei die genaue Funktion bei den meisten CWPs noch weitgehend unbekannt ist.
Zudem sind extrazellulare Proteine, wie z. B. YIR019c oder surfaciale Proteine wie
YDRO77w darin aufgefuhrt. Da auer dem GPI - und PIR - Bindungsmotiv keine
eindeutigen CWP - Motive und bisher auch keine quantitative Extraktion der
Zellwandproteine in der Hefe gelungen ist, kann dieser Katalog keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit erheben.

Tab. 23: Katalog der bisher detektierten Zellwandproteine n. MIPS [10].

cell wall (35 ORFs)

YALO63cC FLO9 strong simlarity to Flolp

YALO64c- a put ati ve pseudogene

YARO50w FLOL cell wall protein involved in floccul ation
YBRO40w FI GL required for efficient mating

YBRO67c TI P1 esterase

YBR093c PHOB repressi bl e aci d phosphat ase precursor
YCRO89w Fl & required for efficient nmating

YDRO77w SED1 abundant cell surface glycoprotein

YDR261c EXQ2 exo- bet a- 1, 3-gl ucanase ni nor isoform
YERO11w TI RL col d-shock induced protein of the Tirlp, Tiplp famly
YGL028c SCWL.1 gl ucanase gene fam |y nenber

YGE.032c AGA2 a- aggl utini n binding subunit

YGR279c SCW gl ucanase gene fanmly nenber

YGR282c BG.2 endo- bet a- 1, 3- gl ucanase of the cell wal
YHR139c SPS100 sporul ation-specific wall maturation protein
Yl R0O19c MUC1 extracel | ul ar al pha-1, 4-gl ucan gl ucosi dase
YJL159w HSP150 menber of the Pirlp/Hspl50p/Pir3p famly
YKLO96w CwWP1 cell wall mannoprotein

YKLO96wW- a cwP2 cell wall mannoprotein

YKL163w Pl R3 menber of the Pirlp/Pir2p/Pir3p famly
YKL164c Pl R1 required for tolerance to heat shock
YKR102w FLOLO simlarity to Flolp

YLLO24c SSA2 heat shock protein of HSP70 famly, cytosolic
YLR155c ASP3A L- aspar agi nase |

YLR157c ASP3B L- aspar agi nase |

YLR158c ASP3C L- aspar agi nase |

YLR160c ASP3D L- aspar agi nase |

YLR286¢C Crs1 endochi ti nase

YLR390w a SSR1 Secretory StreR Response protein 1

YMR305¢ SCWLO menber of the glucanase gene famly

YNLO66wW SUN4 cell wall protein with honol ogy to beta-glucosi dase
YNL260c hypot heti cal protein

YNL233c KRE1 cell wall protein

YOR010c TI R2 col d shock induced protein

YOR190w SPR1 exo-1, 3- bet a- gl ucanase precursor
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4.3.2.5.3 Das Grundgerust der Hefezellwand

Die Hefezellwand besteht nach heutigem Wissen im wesentlichen aus drei
Makromolekilen, dem Glucan, dem Chitin und den Zellwandproteinen (CWPs). Die
Zellwand besteht zu etwa 57% aus Glucan, 1-2% aus Chitin und zu etwa 42% aus
Zellwandproteinen, wobei den Grof3teil der Zellwandproteine das surfaciale
Mannoprotein darstellt [96].

Es sind zwei verschiedene Glucane bekannt, das 3 1,6 -Glucan und das 3 1,3 -
Glucan. 3 1,6 - Glucane sind relativ kleine Molekile (~140 Glucosemolekile) und
reprasentieren etwa 5% der Zellwand von S. cerevisiae. Kollar et al. zeigten vor
kurzem, dalR das reduzierende Ende des R 1,6 - Glucans in einer bisher
unbekannten Verknipfungsform, mit dem nicht reduzierenden Ende des 3 1,3 -
Glucans verknupft sein kann [101, 109, 113].

Meist mehr als die Halfte der Zellwand in S. cerevisiae besteht aus 3 1,3 - Glucan.
Es ist somit der Hauptbestandteil der Hefezellwand und ist zusammen mit Chitin fur
die Zellrigiditat, die Formgebung und den mechanischen Schutz verantwortlich. 3 1,3
- Glucan ist ein lineares Polymer, das sich aus etwa 1500 Glucosemonomeren
zusammensetzt [109, 115]. An diesem Polymer sind zudem 40 - 50 Glucosereste an
deren C6 - Atomen glycosidisch verknipft. Man nimmt an, daf3 durch die vielen
nichtreduzierenden Gruppen dieses Polymers, Wechselwirkungen zu 3 1,6 - Glucan,
Chitin und den GPI- CWPs stattfinden [106, 116, 137].

Trotz des geringen Anteils von Chitin in der Hefezellwand scheint Chitin eine
wesentliche Rolle in der Zellregulation zu spielen [109, 112, 120,]. Es wird vermutet,
dal3 die Chitinsynthese in der Zellwand Zellzyklus kontrolliert ist. Zudem scheint
Chitin eine wesentliche Funktion in der Osmoregulation der Zelle zu spielen, was
wiederum die Chitinsynthese der Mycota zu einem potentiellen Target fir
Antimykotika macht [117, 128].

Es ist eine 31,4- Bindung zwischen dem reduzierenden Ende einer Chitinkette und
einer nichtreduzierenden Gruppe eines 3 1,3 - Glucan Polymers beschrieben, die die
Sekundarstruktur der Hefezellwand andeuten konnte [96, 115, 118]. Die genaue
Struktur, sowie die Synthese und Regulation der Hefezellwand sind nach wie vor
noch nicht geklart [119, 120].
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4.3.2.5.3.1 GPI - Zellwandproteine

In der Strukturkennung von Zellwandproteinen (CWPs) der Hefe wurden in den
letzten Jahren neue Erkenntnisse gewonnen. Man unterscheidet heute GPI - CWPs
und PIR - CWPs. Beide Proteingruppen charakterisieren eine spezifische
supramolekulare Struktur, die sich aus Primarsequenz und
Rontgenkristallographieaufnahmen erkennen laft [94, 121].

GPI (glycosyl posphatidyl inositol) - Zellwandproteine erhalten das GPI - anchor
wahrend ihres Transportes durch den sekretorischen Stoffwechselzyklus, in dem die
meisten GPI- CWPs zudem noch N- glycosyliert und / oder O- glycosyliert werden.
Diese Proteine sind in der Regel bei Extraktionen mit heiRem SDS stabil, was auf
eine kovalente Bindung zu anderen Zellwandkomponenten hindeutet. Es wird
angenommen, dafl GPI - CWPs vorwiegend an 3 - Glucane gebunden sind [123,
125].

GPI- CWPs gehoren zu den serin,- threoninaccumulierenden Proteinen, die nach
Expression meistens ein N- terminales Signalpeptid mit typischen internalen
Wiederholungssepquenzen und einer terminalen hydrophoben Sequenz aufweisen,
die im ER durch das GPI - anchor ersetzt wird. GPl - CWPs sind wahrscheinlich
durch eine Bindungssequenz des GPI - anchors an andere Komponenten der
Zellwand gebunden [126, 127]. De Nobel und Lipke beschrieben ein Modell fur die
integrale Bindung von GPI - CWPs in der Zellwand [128]. Hierbei schlugen sie eine
kovalente Bindung eines GPI- anchor Restes zu 3 1,6 - Glucan vor. Dieses Modell
wurde spater von Kollar et al. durch Spaltung der Phosphordiesterbindung in
demsGPI - anchor nach endo- 3 1,6 -Glucanase Behandlung gefestigt [129]. Es gibt
also bisher gefestigte Erkenntnisse, dall GPI - CWPs kovalent an die

nichtreduzierende Gruppen der 3 1,6 - Glucans binden kdnnen.

Aus dem Proteom von S. cerevisiae konnten bisher acht GPl - CWPs auf Grund

dieser Bindungssequenz identifiziert werden:

AGA1 [130] SED1 [127]
CWP1 [116] TIPL [116]
CWP2 [127] TIR1/ SRP1 [131]

FLO1 [127] Y CRO89wW [131]
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Aus der glucangebundenen CWP - Extraktion (s. 4.3.2.4.1) wurde das TIP1 Protein,
welches in der Fraktion der glucangebundenen Proteine gefunden wurde,
identifiziert. Dieses Protein besitzt nach obiger Listung ein GPI - anchor [116], das
nach Kollar et al. eine kovalente Bindung an die nichtreduzierende Gruppen der 31,6
- Glucans bildet.

Die Bindungsmotive der anderen identifizierten CWP, mit Ausnahme des YKL164c,
sind bisher nicht bekannt. Die Ubrigen identifizierten CWPs aus der
glucangebundenen Fraktion mussen entweder auch ein GPI - anchor besitzen oder
aber andere glucanbindende Motive. Bei der Verwendung von einer
1,6 B - Glucanase in der Extraktionsprozedur waren mdoglicherweise die
31,6 -glykosilierten Zellwandproteine deglykosiliert worden, und dadurch nicht mehr
identifizierbar gewesen.

31,6 glykosilierte CWPs wurden auch in anderen Mycota wie Hansenula polymorpha,
Aspergillus fumigatus, Candida albicans oder Fusarium oxysporum nachgewiesen,

die besonders klinische bzw. therapeutische Bedeutung besitzen [100, 132].

4.3.2.5.3.2 PIR - Zellwandproteine

PIR - CWPs (proteins with internal repeats) wurden vor kurzem als weitere Familie
von Zellwandproteinen entdeckt. Neuere Untersuchungen ergaben, dal} diese
Proteinfamilie &hnlich wie die GPI- CWPs mehrmals O - glycosyliert sind, aber keine
GPI - anchor besitzen [94, 131]. Da die Glycopeptidbindung der O - verknipften
Seitenketten unter milden alkalischen Bedingungen gedffnet werden kann, wird
vermutet, dal PIR - CWPs Uber diese Briicke zu anderen Zellwandkomponenten
gebunden sind. Als mdgliche Bindungspartner werden Chitin und 3 1,3- Glucan
diskutiert [127, 135]. Kapteyn et al. [96] schlagt hier nach Untersuchungen mit
"O-glycosylation defective yeast mutants” folgende Struktur vor:
PIR-CWP-Ser/Thr-O-Kette € 1,3 Glucan

Zudem steht die Frage der Bindungsart offen, es wird zwar eine kovalente Bindung
angenommen, ebenfalls waren aber auch andere Wechselwirkungen, wie
H - Bruckenbindungen oder van der Waals Bindungen denkbar. Sparliches Wissen
ist nicht nur dber Bindung und Bindungsmotive der CWPs in der Zellwand
vorhanden, sondern auch die Detektion von Zellwandproteinen aus dem Proteom der
Hefe und deren funktionelle Beschreibung stehen am Anfang. Die Zellwand der

Mycota ist eine dynamische Struktur, die mit Verdnderungen auf extrazellulare und
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intrazellulare Induktionen reagiert [136, 138]. In der Extraktion wurde ein Vertreter
der PIR - CWP - Familie identifiziert, das YKL164c (PIR1). Dieses Protein wurde in
vergleichbaren Quantitdten sowohl in der glucanbindenden, als auch in der
chitinbindenden Fraktion detektiert (s. 4.3.2.4).Die Primarstruktur von YKL164 ist wie
folgt:

Tab. 24: Primarstruktur von YKL164c

10 20 30 40 50 60
|
MQYKKSLVAS ALVATSLAAY APKDPWSTLT PSATYKGGE T DYSSTFG AV EPI ATTASSK

70 80 90 100 110 120

| | | | | |
AKRAAAI SQ GDGQl QATTK TTAAAVSQ G DGQ QATTKT KAAAVSQ GD GQl QATTKTT

130 140 150 160 170 180

| | | | | |
SAKTTAAAVS Q GDGQ QAT TKTKAAAVSQ | GDGQ QATT KTTAAAVSQ GDGQ QATTK

190 200 210 220 230 240

| | | | | |
TTAAAVSQ G DGQ QATTNT TVAPVSQ TD GQ QATTLTS ATI | PSPAPA Pl TNGTDPVT

250 260 270 280 290 300

| | | | |
AETCKSSGTL EMNLKGG LT DGKGRI GSI V. ANRQFQFDGP PPQAGAI YAA GWSI TPEGNL

310 320 330 340

|
Al CDQDTFYQ CLSGNFYNLY DEHI GTQCNA VHLQAI DLLN C

Das charakteristische Element der PIR- CWPs sind Sequenzwiederhohlungen
innerhalb ihrer Doméne [137]. Die Sequenz von YKL164c setzt sich aus 341 AS
zusammen. 1 - 63 stellt ein Signalpeptid dar, die Domane mit insgesamt acht
Repeats lauft von AS 64 bis 220. Die Repeatsequenz besteht aus 18AS, beginnend
mit einem Alanintriplett:

AAAVSQ GD GQ QATTKTT

Die Repeats 1-8 besitzen folgende Verteilung:

REPEAT 64 82 Pl R1/ 2/ 3 REPEAT 1.
REPEAT 83 101 Pl R1/ 2/ 3 REPEAT 2.
REPEAT 102 125 Pl R1/ 2/ 3 REPEAT 3
REPEAT 126 144 Pl R1/ 2/ 3 REPEAT 4.
REPEAT 145 163 Pl R1/ 2/ 3 REPEAT 5.
REPEAT 164 182 Pl R1/ 2/ 3 REPEAT 6.
REPEAT 183 201 Pl R1/ 2/ 3 REPEAT 7.
REPEAT 202 220 Pl R1/ 2/ 3 REPEAT 8.
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Es sind derzeit drei Proteine (PIR1, PIR2, PIR3) aus dem gesamten Hefeproteom mit
vergleichbaren internalen Repeats bekannt. In den Proteindatenbanken sind diese
drei Proteine als kovalent an Komponenten der Zellwand gebunden beschrieben.
Eine Glycosylierung dieser Proteine ist nachgewiesen [138]. Mit der Extraktion und
der zweidimensionalen elektrophoretischen Trennung dieser CWPs kann nun in
weiterfihrenden Experimenten eine genaue Funktionsbeschreibung von PIR1 und

der Gbrigen getrennten CWPs durchgefihrt werden.

4.3.2.5.4 YALO18c - ein Target fur antimykotische Substanzen

Im folgenden Abschnitt wird eine erste funktionelle Beschreibung des
Zellwandproteins (YALO18c), das in der Fraktion der glucangebundenen CWPs
identifiziert wurde, durchgefihrt. Die Eignung dieses Proteins als Target fur eine

antimycotisch wirksame Substanzen aus wird im Folgenden dargestellt.

4.3.2.5.4.1 YALO18c ein hypothetisches CWP

94kD ——

_“"“ °“;: :- ; - * 67kD
- P : ’ ' * YALO18c AakD L

. "

£-
Blow - up 30kD |-

21kD ——

14kD -

Abb. 85: Ubersicht furr das streRregulierte Zellwandprotein YALO18c in der glucangebundenen CWP -
Fraktion; 2D Elektrophorese: 1. Dim.: IPG 4-9; 2.Dim.: T13%, C2,7%, Silberfarbung
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An Zellen des Wildtyps S288c wurden, wie in Kapitel 3 beschrieben, die
StreRBinduktion durch Gefrieren und Lyophilisieren appliziert. Mit diesen
streBinduzierten Zellen wurde dann die Solubilisierung der Zellwandproteine (s. Kap.
4.3) fur samtliche SteRRparameter (stref3frei, gefrieren mit —23 °C, gefrieren mit
—196 °C, lyophilisieren mit Einfriergeschwindigkeiten von —-23 °C und -196 °C)
durchgefihrt, elektrophoretisch getrennt und computerdensitometrisch bearbeitet
und ausgewertet.

Die Auswertung ergab eine signifikante Regulation in der Fraktion der
glucangebundenen Zellwandproteine. Das detektierte Protein ist in Abb. 85
gekennzeichnet und wurde nach MALDI - MS Analyse als YALO18c identifiziert.
YALO18c ist ein transmembranes Protein (hypothetisches MW 37050 Da, 325AS)
dessen Funktion, Proteinfamilie und Interaktionen nach Eintragungen folgenden

Datenbanken bisher unbekannt ist:

http://genome-www4.stanford.edu/cgi-bin/SGD/locus.pl Aocus=Y AL018C

http://presage.berkel ey.edu/search.cgi 2spac=P31379
http://www.ebi.ac.uk/htbin/expasyfetch?. 05146

http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/htbin-post/Entrez/query?db=m& form=6& uid=92221690& dopt=r

http://www.expasy.ch/cgi-bin/ft_viewer.pl ?P31379& SWISS-PROT

http://www.expasy.ch/cgi-bin/sprot-ft-details.pl ?P31379@TRANSMEM @92@112

http://www.proteome.com

Tab. 25: Zusammenfassung der Eintragungen zu YALO18c aus den

Proteindatenbanken

E‘Qg.s' YABB_YEAST P31379
PooT pacc: AAC04939.1

Speci es: Saccharomyces cerevisiae (baker’s yeast)

Descri pt
i on:

Hypothetical 37.0 kda protein in ats1-tpd3 intergenic region.
ISubcellular location: Integral membrane protein (potential).
Experiment : None

Structure Prediction : None

Recommendation : None

Request : None

Families: None




Ergebnisse und Diskussion - mycotische Zellwandproteine 196

4.3.2.5.4.2 YALO18c - cell wall protein involved in stressresponse of freezing
Wie bereits in 4.3.6.2.4.1 erwahnt, ist aul3er pl, MW, Primarsequenz und
transmembraner Domé&ne keine weitere Beschreibung fir YALO18c bekannt. In
4.3.2.4.1 konnte bereits durch die Identifikation dieser ORF in der glucanverdauten
Fraktion eine erste Proteinbeschreibung vorgenommen werden:

" glucan linked cell wall protein "

Die Regulation des Zellwandproteins YALO18c nach subletalem Gefrieren und

Lyophilisieren in der Zellwand ist in den Abb. 86 dargestellt.

Die Blow - ups zeigen eine signifikante up - Regulation von YALO18c nach

Stre3induktion des Gefrieren bis —23 °C und -196 °C im Vergleich zur stref3freien

Fraktion. Bei der Stre3induktion des Lyophilisierens ist eine down - Regulation von

YALO018c mit beiden Einfriergeschwindigkeiten erkennbar.

Dieser Regulationsverlauf [aRt grundsatzlich folgende zwei Hypothesen zu:

a) YALO18c fungiert als transmembranes Signalprotein fur allgemeine exogene
Stref3induktionen. Die Down - Regulation warend des Lyophilisierens laf3t sich
durch die langdauernde Trocknung der Zellen erklaren, da in dieser Zeit keine
neuen StrefRRinduktionen auf die Zellen wirken, und dadurch keine neue exogene
Signaltransduktion stattfindet [57, 95,].

b) YALO18c ist ein transmembranes Zellwandprotein, das spezifisch auf die
StreRBinduktion des Gefrierens exprimiert wird. Es ist bekannt, dal3 bereits in
strel3freien Zellen eine geringe Kopienzahl von zellularen Stre3proteinen
exprimiert ist [94, 133].

Ein ahnliches Regulationsmuster konnte bereits bei der Phosphoglyceratkinase 1
(YCR12w) in 3.3.5.8.3 festgestellt werden. Hier war jedoch eine eindeutige
funktionelle Zuordnung dieses Proteins in die StreRantwort des Gefrierens und
Lyophilisierens durch dessen Multifunktionalitat nicht moglich.

Die Detektion als stref3reguliertes Zellwandprotein bzgl. den Induktionen des
Gefrierens und Lyophilisierens la3t folgende Erweiterung der Proteinbeschreibung
von YALO18c zu:

Glucan linked cell wall protein involved in stressresponse
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L3
YALO18c

log wachsend

gefrieren auf -23°C

gefrieren auf -196°C

lyophilisieren mit -23°C

lyophilisieren mit -196°C

Abb. 86: YALO18c - Blow up der glucangebundenen Zellwandfraktion von Saccharomyces cerevisiae

Wildtyp 288c. Vergleich der Proteinexpressionen von stref3freier (logarithmisch wachsend), gefrorenen
(-23 °C und -196 °C) und lyophilisierter (vorgefroren mit —23 °C und —196 °C) Kultur.
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4.3.2.5.4.3 Beschreibung einer neuen Domane in YAR018c

In der Primarstruktur von YALO18c sind bisher finf Domanen bekannt, die auf die
transmembrane Position dieses ORF hindeuten. Im folgenden Drei - Buchstaben -
Code sind die funf transmembranen Domé&nen mit roten Buchstaben

gekennzeichnet.

Tab. 26: Drei - Buchstaben - Code der Primarsequenz von YALO18c. In roten Buchstaben sind die

funf bereits bekannten transmembranen Domanen markiert.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 Met Ser Phe Thr Gy Ser Leu Ala Leu Ala Ay Ile Ay Gy Leu 15
16 Val Tyr Lys Phe Ay Ay Gy A@n Ser Tyr Qu Lys Leu Pro Tyr 30
31 Val Asn Ile Pro Phe Asn A n Tyr Leu Asp Lys Val Tyr Lys Lys 45
46 H s Phe Ser Lys Val Met Ser Arg Thr Arg Tyr Val Leu Met Asn 60
61 Phe Phe Lys Asp Ala Phe Thr Ay Ay Ala Phe Met Tyr Pro Phe 75
76 Lys Ay Phe Leu Gu Phe Asn Thr Asn Lys Ser Ser Tyr Ser Thr 90
91 Thr Met Leu Ay Ile Leu Ser Ser Tyr Leu Ile Met Phe Ala Leu 105
106 Val Ser Phe Val Tyr Trp Ala Thr Ile Thr Pro Met Tyr Thr Ala 120
121 Phe Leu Ile Val Leu Ay Prolle Ay Leu Phe Ile Ala Il e Phe 135
136 His Ser Phe Leu A n Ala Asn Val Phe Thr Leu Leu Phe Met Arg 150
151 Leu Ser His Phe Asn Asn His Leu Val GQu Val Cys Leu Qu Lys 165
166 Asn Ay Leu Gu du Asn Leu Ser Au Val Lys Pro Ile Lys Tyr 180
181 Tyr Ala Pro Ile Asn Ser Ile Tyr Phe Trp Ala Tyr Tyr Phe Pro 195
196 Phe Lys Leu Val Lys Tyr Met Leu Ay Leu Ser Val Leu Phe Val 210
211 Leu Leu Val Ile Ser Phe Phe Pro Leu Ile Gy Pro Ile Leu Phe 225
226 His Ile Leu Ile Ser Pro Phe Ile Thr Adn Ile Tyr Phe Thr Lys 240
241 Val Leu Arg Leu G n Asn Phe Asp Asn Ile Gn Arg Arg Gu Asn 255
256 lle Tyr Leu Hs Ala Gy Gn Tyr Ala Ser Phe Gy Phe Leu Al a 270
271 Ay Leu Ile Au Ser Val Pro Ile Leu Ala Gy Phe Ala Ile Ser 285
286 Thr Asn Thr Ile Ay Ser Val Leu Phe Asn Leu Asp His Pro Met 300
301 vVal Pro GQu Asn Leu Val Qu Thr An Ala Au Ile Au Ala Al a 315
316 Pro @dn Asp Ile Asn An @n Pro Asn @ n

TRANSMEML 92 112 POTENTI AL. TRANSMEN4 209 229
TRANSMVEM2 119 139 POTENTI AL. TRANSMENS 264 284
TRANSMVEM3 187 207 POTENTI AL.

Fir eine funktionale Charakterisierung von YALO18c wurde mit dem Suchoperator
von ProDom in der "zentralen Datenbank fiir Proteindoméanen - Toluose", aus allen

verfugbaren Proteinprimarsequenzen eine Domanen in YALO18c gesucht:
http://ww. toul ouse.inra.fr/prodon doc/fornB9. 2. htni
http://bi oi nfo. nbb. yal e. edu/ genone/ yeast/ sear ch. cgi ?orf =YAL018C

Folgende Suchparameter wurden verwendet:
Minimal distance between sequences (in PAM): 20
Maximal numbers of clusters: 3

Graphic representation of one protein in SwissProt / TTEMBL: YABS8
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Es konnte eine geschlossene Doméne (aul3er den bereits bekannten) in YAL018c
(YABS8) detektiert werden, die zudem in zwei weiteren Proteinen von S. cerevisiae

vorkommt: CHROMOSOME XV READI NG FRAME ORF YOL047C - (08218
CHROMOSOME XV READI NG FRAME ORF YCOL048C - Q08219

Tab. 27: Primarstruktur von YALO18c; die detektierte Domane ist blau markiert

10 20 30 40 50 60
VBFTGSLALA G GGLVYKFG GGQSYEKLPY VNI PFNQYLD KVYKKHFSKV NSRTRYVLNk
70 80 90 100 110 120
FFKDAFTGEL FNVPFKGFLL FNTNKSSYS# ™G LSSYL INFALVSFVL WATITPNVTk
130 140 150 160 170 180

FLI VLGPl GL FI Al FHSFLQ ANVFTLLFMR LSHFNNHLVE VCLEKNGLEE NLSEVKPI KY
190 200 210 220 230 240

'YAPI NSI YFW AYYFPFKLVK YMLGLSVLFV LLVI SFFPLI GPILFH LI S PFI TQ YFTK

250 260 270 280 290 300

I I I I I I
VLRLONFDNI QRRENI YLHA GQYASFGFLA GLI ESVPI LA GFAI STNTI GSVL FNLDHPM

310 320 325

| |
VPENLVETQA EI EAAPQDI N QQPNQ

Die Doméane beginnt nach der 211 AS und ist etwa 80 AS lang. Eine
Funktionszuweisung dieser Domane, oder ein Nachweis von Bindungsmotiven in
dieser Domane gelang bislang nicht [94, 100, 136]. Mit einem Consensus von 2,99
besitzt diese Doméne eine relative hohe Ubereinstimmung zu den gematchten ORFs
YOLO047c und YOLO048c, und damit eine hohe funktionelle Signifikanz.

Neu detektierte Doméane in YARO18c:

Sequence ID start end weight
10 20 30 40 50 60 70 80 90

1 Q08218 _YEAST 107 197 1.10
LLLLLVPI VGPI TI NM.PFSPGVGFYYFEPYFVDVL HLDSRKL SKVYYKGFAKW.LYSI SSGLLESI PI LGGLFI GTNAVGASLW VKEI K

1008219 YEAST 11930.84
LTLLSLI PI VGPI LANLM APKRTFTYLQRYFL- LKGFSKKQAKDFQYEHYASFI CFGVBAGLLEL| PFFTI VTI SSNTVGAAK. . . . . . .

1YABS8 YEAST 211293 1.05
LLVI SFFPLI GPI LFHLI PSPFI TQI YFTK- VLRLQNFDNI QRRENI YLHAGQYASFGFLAGLI ESVPI LAGFAI STNTI GSVL. . . . . ..

3 Consensus 2.99
LLLSLI Pl VGPI LFNM.PFSPGMTIFYYFEKYFL DL QHFDNRQRKEFYYKHYAKW.CFGFSAGLLESI Pl LGGFFI STNTVGAALW VKEI K

Die Doméane wurde als D20422 in die ProDom - Datenbank eingetragen.
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Bei beiden ORFs, YOL047c und YOLO048c sind die Funktionn , Lokalisierung und die
zellularen Interaktionen unbekannt. YOLO47c ist ein Protein mit 234 AS Lange und
einem Molekulargewicht von 26,5 KD; YOLO048c besteht aus 106 AS und 12,1 KD.
Da die Proteinexpression von YALO018c stref3reguliert ist (s. 3.4.6.2.4.2) und
transmembrane Domanen bereits bestimmt sind, kann diese Doméane (Tab. 4 - 8) in
Zusammenhang mit der StreRantwort des Gefrierens gebracht werden. Der
konsequente Schlul? ist dann, dal3 auch die Gene YOLO47c und YOLO48c in eine
Stre3antwort involviert sind. Weiterfuhrende Experimente konnten Bindungsmotive
fur  strelBregulierende  Signalmolekile, aktivierende bzw. deaktivierende
Bindungsstellen oder andere stre3regulierte Zentren innerhalb der Doméane
bestimmen.

In Bezug auf die Stref3sensitivitat von YALO18c wéare auch der seltene Fall einer nicht
mit dem Suchoperatur detektierbaren isolierten Doméane in YALO18c denkbar, die

ausschlief3lich von diesem Protein ausgebildet wird.

4.3.2.5.5 Fazit

Bestatigt sich die Annahme, dal3 YALO18c in die Signaltransduktion einer generellen
Stre3antwort involviert ist, wofir die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen,
sowie die transmembrane Lokalisierung sprechen, dann ist YALO18c ein zentrale
Schaltstelle fur das StreBmanagement der Zelle. Die Inhibition, oder die Blockierung
der Bindungszentren in der Domane fuhren dann zu einer potentiellen Schwéachung
des Organismus. Die Pilzzelle kdnnte sich nicht mehr optimal auf pH - oder
osmotische Anderungen wie sie z. B. im Korper statt finden, einstellen und wiirde
geschwacht bzw. letal werden.

Eine derartige inhibierende Substanz eignet sich in hohem Mafl} als antimykotisch
wirksames Agens eignen, da diese Domane (D20422) bzw. deren Bindungsmotive
nur in mycotischen Zellen vorkommt und daher geringe Nebenwirkungen in
Séaugerzellen erwarten lafdt. Zudem ist zu erwarten, daf3 durch die Inhibition von
Strel3rezeptorproteinen oder Proteinen der Signaltransduktion eine basale Stufe der
StreRantwort gehemmt wird, und so eine quantitative Inhibition der Strel3antwort in
der Zelle mdglich wird [132, 136].
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden mit der hochauflésenden zweidimensionalen
Gelelektrophorese und der MALDI tof MS - Analyse aus dem radioaktiv markiertem
(35-Schwefel) Proteom von Saccharomyces cerevisiae und Saccharomyces boulardii
erstmals stresssensitive Proteine bzgl. der Induktion des Lyophilisierens detektiert
und identifiziert. Des weiteren wird eine Methode fir die selektive Extraktion von
Zellwandproteinen der Hefe erstmals beschrieben. Die Identifizierung (MALDI - MS)
und funktionale Beschreibung dieser Proteine fuhrt zur Detektion eines potentiellen

Targets fur eine antimycotisch wirksame Substanz.

Detektion von Stref3proteinen bzgl. Gefrieren und Lyophilisieren

Fur die Detektion stresensitiver Proteine aus der 35S - markierten
cytoplasmatischen Fraktion von S. cerevisiae und boulardii missen die Bedingungen
fur die Zellvermehrung, die Isotopenmarkierung, den Zellaufschlu®, die
Proteinsolubilisierung und die Stref3induktion optimiert werden.

Um proteolytischen Abbau zu reduzieren, haben sich synthetische Medien als
unerlaBlich erwiesen. Das Markierungsintervall (35S - Methionin) fir logarithmisch
wachsende Zellen wurde auf 30 min , 10uCi / 10’ Zellen festgelegt, da hierbei
prozentual am meisten 35S absorbiert wurde und zudem geniigend markiertes
Protein fur die elektrophoretischen Trennungen solubilisiert werden konnte. Der
Zellaufschlul? wird mit Ultraschall durchgefihrt, da bei enzymatischen und
autolytischen Aufschlisse Proteinabbau stattfand. Ein Aufschluf® durch Zellmahlen in
fluissigem  Stickstoff lafkt eine Reproduzierbarkeit im  Vergleich zum
Ultraschallaufsclufld vermissen. Es hat sich nach Auswertung 2D elektrophoretischer
Trennungen gezeigt, dal eine Prasolubilisierung in SDS - Puffer die
Proteinldslichkeit und die Reproduzierbarkeit der Extraktion erhéht; proteolytische
Aktivitat ist durch diese streng denaturierenden Bedingungen minimiert. Diese
optimierte Probenaufbereitung fur die Extraktion der cytoplasmatischen Fraktion von
S. cerevisiae wird nun fir die Detektion von stref3sensitiven Proteinen bzgl. der
Induktionen des Gefrierens und Lyophilisierens angewendet.

Die Strel3applikation wird auf eine subletale Induktion optimiert, um signifikante
Strel3proteinregulationen detektieren zu kdnnen. Die Messung der lag - Phasen nach
StreR3induktion ergaben, daf3 sich die Zellen bei schnellen Einfriergeschwindigkeiten

(bis -196 °C) und der Entfernung von zellular gebundenen Hydratwassers in
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erhohtem Strel3zustand befinden. Als Gefrierschutzsubstanz wurden Lactose
verwendet. Folgende Strel3proteine bzgl. des Gefrierens und Lyophilisierens wurden
nach 2D elektrophoretischer Trennung, computerdensitometrisch Auswertung und
einer MALDI TOF Analyse identifiziert.

ID-Nr. Funktion Charakterisie-rung | ORF MWi/pl Modifikationen
Swissprot.
P00330 Alkohol Dehydrogenase anaerobe NADH | ADH1 36,7/6,7 N-terminale
Synthese YOLO086¢ Acetylierung
P 27616 Phosphoribosyl-amidoimidazole | Purinbio-synthese PUR 34,6/5,8 Acetylierung
succinocarbox-amid-Synthase YARO15w
P00560 Phospoglycerat Kinase Enzym der | PGK1 44.617,7 Acetylierung
Glycolyse YCRO12w
P47143 putative Adenosinkinase Nucleotidphos- ADK1 36,4/4,8 unbekannt
phorylierung YJR105w
P23301 Initationfactor unbekannte EIF5 16,9/4,6 Phosphorylierung
Funktion
YELO34w

Diskutiert man die bisher bekannten Funktionen und Interaktionen dieser
identifizierten Protein, so lai3t dies den Schluf? zu, dal’ das Strelimanagement von S.
cerevisiae und S. boulardii bzgl. der Induktionen Gefrieren und Lyophilisieren
hauptsachlich von ATP und cAMP reguliert werden muf3, da von denn sechs
detektierten stref3sensitiven Proteinen, samtliche direkt (durch ATP- oder ADP
Synthese) oder indirekt (durch phosphatbindende Motive) mit diesen Molekilen in

Interaktion stehen.

Extraktion von glucan- und chitingebundenen Zellwandproteinen in der Hefe
Erstmals wurde eine Extraktion fur Zellwandproteine (CWPs) der Hefe beschrieben.
Die CWPs werden radioaktiv markiert und in zwei Fraktionen, als chitin- und
glucangebundene CWPs extrahiert. Die CWP - Extraktion wird in der Weise
durchgefuhrt, dal3 zuerst die Proteine der cytoplasmatischen Fraktion quantitativ
entfernt, und anschlie3end die Zellwandfragmente durch Ultrazentrifugation von noch
intakten Zellen getrennt werden; nach Quantifizierung der Zellwandproteine erfolgt
ein zellwandlytischer Verdau der Fragmente, der die Zellwandproteine freisetzt.

Fur die Trennung durch Ultrafiltration von intakten Zellen und Zellwandfragmenten,
hat sich die Polyethersulfonmembran (0,8um) bzgl. Proteinbindungsaffinitdt und

Stabilitat als am geeignetsten erwiesen.
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Nach Wirkungsanalyse von funf verschiedenen zellwandlytischen Enzymen hat sich
die 3 1,3 Glucanase von Interspex und die Acetylglucosaminidase von Roche als
geeignet fur die Freisetzung der CWPs in S. cerevisiae erwiesen. Im
chitinaseverdauten Extrakt konnten aus dem Autoradiogram 46 Zellwandproteine
und im glucanaseverdauten Extrakt 87 Zellwandproteine detektiert werden. Aus
beiden Fraktionen wurden insgesamt zehn CWPs mit MALDI - TOF MS identifiziert:

Glucanaseverdau cellular role biochem. function localisation
YBRO67¢c cell stress
TIP1 cell wall maintance unknown cell wall
YKL164c cell stress .
PIR1 cell wall maintence structural protein cell wall
YGR189c cell wall maintance unknown cell wall
YLLO24c protein folding heat shock protein cytoplasmic
SSA2 protein translocation chaperones translocated
YBR169c . : shock protein cytoplasmic
SSE2 protein folding chaperones translocated
unspecified integral
YALO18c unknown unknown membrane
YJL159w cell stress heat shock protein extracellular
HSP150 cell wall maintance structural protein cell wall

Chitinaseverdau

cell wall maintance cytoskeletal
YNL233w cytokinesis unknown bud neck
YKL164c cell stress structural protein cell wall
PIR1 cell wall maintence p
YGR189c cell wall maintance hydrolase cell wall
YLLO24c protein folding heat shock protein cytoplasmic
SSA2 protein translocation chaperones translocated

YALO18c ein potentielles Target fur ein antimycotisch wirksames Agens

CWPs von Mycota besitzen besonders fur die Medizin gro3e Bedeutung, da bis dato
noch keine dem Penicillin vergleichbare antimykotische Substanz gefunden wurde.
Bei Kenntnis der zellwandregulatorischen Proteine bzw. deren Funktion und
Strel3regulation ware die Entwicklung einer selektiv wirksamen Substanz gegen
mycotische Infekte der nachste Schritt.

Nach 2D - elektrophoretischer Trennung der glucangebundenen CWP - Fraktion
konnte YALO18c als signifikant stref3sensitives Protein detektiert werden. Des
weiteren ist in YALO18c, welches bisher als hypothetisches Protein gefiihrt wurde,

eine bisher unbeschriebene transmembrane Domane entdeckt worden; hieraus kann
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geschlossen werden, dafl YALO18c eine signalsensorisches Funktion in der
zellularen Stref3adaption inne hat.

Die Bindungsmotive dieser neu detektierte Domane stellen somit ein potentielles
Target fur die effektive Anwendung einer zellwandaktiven antimykotischen Substanz
dar, da die Inhibition der Signaltransduktion eine umfassende Stérung der zellularen
StreBantwort erwarten lalt, das dann zu einer intensiven Schwachung der Zelle
fuhrt; zudem konnte diese Domane bisher nur in mycotischen Proteinen detektiert
werden, welches geringe Nebenwirkungen entsprechender Antimykotika auf

Saugerzellen erwarten laft.
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